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RESUMEN
La fisiopatología de la enfermedad hepática por depósito de gra-

sa sólo se conoce de forma parcial. En este trabajo hemos analizado
la expresión génica intrahepática de citoquinas, quimioquinas, re-
ceptores celulares, factores de crecimiento, transductores de señales
intracelulares y proteínas de comunicación extracelular en el tejido
hepático de sujetos obesos con y sin esteatohepatitis no alcohólica,
en un intento de determinar un perfil de expresión génica asociado
a las formas severas de la esteatohepatitis no alcohólica (EHNA).

Se analizó un grupo de 38 pacientes obesos con un IMC > 35,
que fueron sometidos a cirugía bariátrica. La expresión génica intra-
hepática se determinó en el tejido hepático dividiendo a los pacien-
tes en tres grupos: a) pacientes obesos sin datos histológicos suges-
tivos de EHNA (n = 12); b) pacientes con EHNA sin fibrosis (n =
13); y c) pacientes con EHNA y fibrosis (n = 13). Se consideró que
existía una sobreexpresión génica cuando la diferencia en la expre-
sión era, al menos, de dos veces con respecto al grupo control. Los
resultados se confirmaron mediante PCR en tiempo real. Se detec-
tó una expresión diferencial de 14 genes (10 sobreexpresados y 4
infraexpresados). Los genes sobreexpresados incluyeron prohibiti-
na, TNF, TNF RI (p55), MCSF, R2-TRAIL, TGF-b1, CTGF, FGF,
VEGF, BIGH3 y ObRb. La expresión de los genes insulin growth
factor-1, insulin growth factor-2, interleuquina-2 y tyrosine-recep-
tor fue menor que en el grupo control.

En conclusión:
1. Los pacientes obesos con EHNA sin fibrosis muestran una

sobreexpresión de genes proinflamatorios y proapoptóticos. En
los pacientes con EHNA y fibrosis, se observa, además, una so-
breexpresión de genes profibrogénicos, incluyendo el gen del re-
ceptor de la leptina.

2. La expresión de prohibitiva en los pacientes con EHNA,
tanto con fibrosis como sin fibrosis, fue superior que en los con-
troles, lo que sugiere una disfunción mitocondrial en los pacientes
con EHNA.

Palabras clave: Esteatohepatitis no alcohólica. Enfermedad he-
pática por depósito de grasa. Obesidad mórbida.

ABSTRACT
Although the molecular basis for the pathophysiology of non-

alcoholic steatohepatitis (NASH) is poorly understood, we evalu-
ate the hepatic gene expression of cytokines, chemokines, cell re-
ceptors, growth factors, intracellular transducers and extracellular
communication proteins in liver tissue of obese patients (with and
without NASH), and we determine the specific intrahepatic gene
expression profiles associated with histological severe NASH.

Thirty-eight obese patients with BMI > 35 were analyzed, who
underwent bariatric surgery. Biopsy specimen samples were snap-
frozen in liquid nitrogen. Hepatic gene expression was deter-
mined in liver biopsy specimens from 3 groups: a) obese patients
without NASH (n = 12); b) patients with NASH without fibrosis (n
= 13); and c) patients with NASH and fibrosis (n = 13). Genes
were considered to be expressed differentially in NASH only if
there was a greater than 2-fold difference in abundance of mRNA
when compared with each of the control group. These results
were confirmed by real-time PCR. Fourteen genes were differen-
tially expressed (10 overexpressed and 4 underexpressed) in pa-
tients with NASH. Genes that were significantly overexpressed in-
cluded prohibitin, TNF, TNF RI (p55), MCSF, R2-TRAIL,
b1-CTGF, FGF, VEGF, and BIGH3OBR. Insulin growth factor-1,
insulin growth factor-2, interleukin-2 and tyrosine-receptor were
underexpressed in NASH patients.

In conclusion:
1. The obese patients with NASH without fibrosis show an

overexpression of proinflammatory and proapoptotic genes.
Also, the NASH patients with fibrosis show an overexpression of
fibrogenic genes, including the leptin receptor Ob-Rb.

2. The up-regulated gene expression of prohibitin suggests
mitochondrial dysfunction in NASH patients.

Key words: Non-alcoholic steatohepatitis. Non-alcoholic fatty
liver disease. Morbid obesity.
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INTRODUCCIÓN

La enfermedad hepática por depósito de grasa no alcohó-
lica (NAFLD) abarca un amplio espectro de patología he-
pática, desde la esteatosis simple a una esteatosis con infla-
mación, frecuentemente asociada a la fibrosis, llamada
esteatohepatitis no alcohólica (NASH), la cual puede pro-
gresar a cirrosis (1-4). Actualmente, se acepta la teoría del
doble impacto en la patogenia de la EHNA. La esteatosis,
consecuencia de la resistencia a la insulina en la mayoría de
los pacientes, constituye el primer impacto. Posteriormente,
la lipoperoxidación y el estrés oxidativo secundario son ca-
paces de inducir distintas vías implicadas en la secreción de
citoquinas proapoptóticas, proinflamatorias y profibrogéni-
cas (5-8). En la patología del NASH se han implicado múl-
tiples sistemas, entre los que se encuentran los relacionados
con la resistencia a la insulina, la actividad mitocondrial, el
estrés oxidativo y aquellos implicados en el desarrollo de
las respuestas inflamatoria y fibrogénica (9-14).

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado con anterioridad
la implicación del TNF-α, TGF-β1, adiponectina y leptina
en la patogenia del NASH. En síntesis, objetivamos un in-
cremento en la expresión del ARNm del TNF-α en tejido
hepático y tejido adiposo de pacientes obesos con NASH y
un incremento en la expresión del TGF-β1 en pacientes con
NASH y fibrosis (15,16). Por otro lado, describimos una
marcada disminución de la expresión de la adiponectina y
del receptor II de la adiponectina en el tejido hepático de los
pacientes con NASH con respecto a un grupo control for-
mado exclusivamente por sujetos con esteatosis hepática
(17). Por último, hemos visto que la sobreexpresión del re-
ceptor de la leptina está asociada con la fibrosis hepática
(resultados no publicados). Sin embargo, otros múltiples
genes potencialmente implicados en la patogenia de la en-
fermedad no se han tipificado con exactitud (18,19).

El objetivo de este estudio ha sido analizar mediante
macroarrays de ADNc la expresión génica intrahepática
de distintas citoquinas, receptores de citoquinas, quimio-
quinas, factores de crecimiento y trasductores de señales
intracelulares e intercelulares implicados en la fibrosis e
inflamación en los pacientes obesos con EHNA. Poste-
riormente, hemos intentado identificar un patrón de ex-
presión diferencial de los distintos genes implicados en
los sujetos con EHNA en función de la existencia de este-
atosis, inflamación y fibrosis.

MATERIALYMÉTODOS

Pacientes

Se incluyeron 38 pacientes obesos sometidos a cirugía
bariátrica en el Hospital Universitario “Marqués de Val-
decilla” entre septiembre del año 1999 y enero de 2002.
El índice de masa corporal (IMC) era de 46,8 ± 7,8 kg/m2.
A todos los pacientes se les efectuó una historia clínica y
una exploración física completas; asimismo, en todos los

casos se practicaron determinaciones analíticas y, durante
el acto quirúrgico, se obtuvo una biopsia hepática, previo
consentimiento informado. Se practicaron los siguientes
criterios de exclusión:

1. Consumo de alcohol diario superior a 30 gramos en
los varones o 20 gramos en las mujeres. La historia de la
ausencia de consumo de alcohol fue confirmada por, al
menos, dos familiares del paciente.

2. Consumo de fármacos capaces de inducir hepatoto-
xicidad, incluyendo corticoides, amiodarona, tamoxifeno
o tetraciclinas.

3. Presencia de cualquier otra causa potencial de en-
fermedad hepática. De hecho, todos los pacientes fueron
HBsAg y anti-VHC negativos. No se objetivaron títulos
significativos de anticuerpos antimitocondriales, antinu-
cleares o antimúsculo liso.

Determinaciones analíticas

Se efectuaron las siguientes determinaciones analíticas:
glucosa, creatinina, colesterol, triglicéridos, bilirrubina to-
tal, aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotrans-
ferasa (ALT), gamma glutamiltransferasa (GGT), albúmina
y proteínas totales mediante una autoanalizador automati-
zado. Asimismo, se determinaron HBsAg, anti-VHC, auto-
anticuerpos, metabolismo del hierro, ceruloplasmina y alfa 1
antitripsina.

Estudio histológico

Se procedió a la realización de una biopsia hepática me-
diante aguja tru-cut en todos los pacientes durante la inter-
vención quirúrgica. Se obtuvo el consentimiento informa-
do en todos los casos antes de la misma. Este estudio fue
efectuado de acuerdo con la Declaración de Helsinki. Un
tercio del material histológico obtenido se introdujo de for-
ma inmediata en nitrógeno líquido y se guardó a -80 ºC
hasta su posterior utilización y el resto fue utilizado para el
diagnóstico histológico. Un único patólogo (MM) interpre-
tó todas las biopsias hepáticas antes de la realización de los
estudios de expresión génica. El tejido hepático se fijó con
formalina al 10% y posteriormente se incluyó en parafina.
Las biopsias se procesaron de forma rutinaria en cortes de
4 µm y se tiñeron con hematoxilina-eosina. Se utilizó la
clasificación propuesta por Brunt y cols. (20,21) para el es-
tadiaje de la lesión hepática.

Aislamiento del ARN

El ARN total se extrajo del tejido hepático mediante el
método del guanidinium phenol chloroform usando el
TRIzol® (GIBCO BRL, Gaithersburg, Maryland, Estados
Unidos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Este protocolo se basó en el método previamente descrito

Vol. 100. N.° 4, 2008 EXPRESIÓN GÉNICA EN PACIENTES OBESOS CON 213
ENFERMEDAD HEPÁTICA POR DEPÓSITO DE GRASA

REV ESP ENFERM DIG 2008; 100 (4): 212-218

08. OR1192 - A. CAYON -:Maquetación 1  15/4/08  15:28  Página 213



por Chomezynski y Sacchi (22). La concentración de
ARN se valoró mediante espectroscopia y la integridad
del ARN se confirmó mediante electroforesis en gel de
agarosa no desnaturalizante.

Expresión génica mediante macroarrays

Se efectuó un estudio de la expresión génica mediante
macroarrays en 38 pacientes. Estos se dividieron en 3 gru-
pos: 13 pacientes con NASH y fibrosis hepática, 13 pacien-
tes con datos histológicos sugestivos de NASH sin fibrosis y
12 sujetos con esteatosis leve sin inflamación ni fibrosis
(grupo control). Para determinar el perfil de expresión géni-
ca intrahepática, se analizó la abundancia relativa de ARNm
usando una tecnología demacroarrays con oligonucleótidos
de alta densidad con sondas para 268 genes (AtlasTM human
cytokine array, Clontech).

El ARN total (40 µg, 1 µg/µl) se incubó a 37 ºC duran-
te 30 min con Dnase I, libre de Rnase (Roche, Germany).
Se efectuó una doble extracción: fenol, cloroformo y se
resuspendió en 15 µl de agua libre de Rnase.

La hibridación del macroarray se efectuó usando 5 µg
del ARN hepático total. Cinco microgramos de ARN se re-
trotranscribieron mediante un CDS primer mix (Clontech)
en presencia de 32P dATPs (3.000 Ci/mmol, 10 µCi/µl,
Amersham). Las sondas se purificaron mediante un kit de
purificación de productos de PCR (Atlas Nucleospin® Ex-
traction Kit, Clontech) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Las muestras del ADNc se hibridaron durante toda la no-
che con agitación continua a 68 ºC (BD Express Hyb, Clon-
tech). Posteriormente se procedió a dos lavados consecutivos
(2 XSSC, 1%SDS y 0,1 XSSC, 0,5%SDS respectivamente).

La señal se detectó tras exponer la membrana a -70 ºC
durante dos y cinco días. La intensidad de la luminiscescen-
cia se analizó mediante el software de Bio-Rad Quantity
OneTM (Bio-Rad Laboratories, California, Estados Unidos).

Para identificar la expresión diferencial de los genes aso-
ciados con las formas progresivas de EHNA se procedió a
un análisis en dos fases. Inicialmente, la expresión de cada
array se normalizó usando varios genes marcadores (ubiqui-
tina, GAPDH, HLA C-4, β-actin, tubulina, alfa 1, proteína
ribosómica 60S L13Ay proteína ribosómica 40S S9). Poste-
riormente, el porcentaje de cambio de la expresión de cada
gen fue calculado mediante las fórmulas: intensidad en suje-
tos con EHNA/intensidad en obesos sin EHNA; e intensidad
en sujetos con EHNA y fibrosis/intensidad en sujetos con
EHNA sin fibrosis. Se consideró que existía una expresión
diferencial de los genes cuando estos se expresaban, al me-
nos, dos veces más o dos veces menos que los controles.

PCR en tiempo real

Para validar los resultados de la hibridación, se efectuó
una PCR en tiempo real de los genes cuya expresión estaba

aumentada o disminuida en el macroarray. Las sondas y
primers utilizados para la Taqman PCR (QPCR) de pro-
hibitina, TNFRSF10B, ILF-1, ILF2, VEGF, FGF, CTGF,
CSF1, TGF y r18S se obtuvieron de Applied Biosystems
(Foster City, California, EE.UU.): prohibitina
(Hs00855044), TNFRSF10B (Hs00187196), ILF-1
(Hs00153126), ILF2 (Hs001712554), VEGF (Hs00173626),
FGF (Hs00265254), CTGF (Hs00170014), MCSF
(Hs00174164), TGFβ1 (Hs00165908) y r18S (Hs). Los en-
sayos TaqMan se realizaron en un volumen total de 20 µl.
En todos los ensayos se incluyó un control sin molde. La
expresión se normalizó en función de la expresión del ARN
ribosómico 18S. Los ensayos se efectuaron en duplicado
(MicroAmp 96-well reacción plates, Applied Biosystem)
en un AbiPrism 7000 Sequence Detector System (Applied
Biosystem). Las condiciones de amplificación fueron: 2
min a 50 °C y 10 min a 95 °C seguidas por 40 ciclos de 15 s
a 95 °C y 1 min a 60 °C. Los resultados se analizaron me-
diante el software de ABI Prism 7000 SDS.

Análisis estadístico

Se expresaron los datos como media ± SEM. Las dife-
rencias entre los grupos se calcularon usando la t de Stu-
dent para muestras independientes. Se consideró que
existía una diferencia significativa cuando la p era menor
de 0,05. Los coeficientes de correlación se calcularon
mediante el método de Pearson. Se utilizó el paquete in-
formático SPSS (versión 11.0).

RESULTADOS

Características clínicas e histológicas

De los 38 pacientes incluidos en el estudio, 13 pacien-
tes tenían NASH con fibrosis, 13 pacientes tenían NASH
sin fibrosis y 12 sujetos tenían una esteatosis leve sin in-
flamación ni fibrosis, este grupo lo hemos considerado el
control interno. Todos los pacientes, en los tres grupos,
mostraban similares características biomédicas. Los deta-
lles de las características demográficas, clínicas y analíti-
cas son mostrados en la tabla I.

Hemos estudiado el grado de esteatosis, el grado de in-
flamación y el estadio de fibrosis en todos los pacientes.
Las características histológicas están representadas en la
tabla II.

Macroarrays de expresión génica

Mediante este ensayo, hemos detectado genes sobre-
expresados y genes inhibidos en todos los pacientes con
NASH respecto al grupo control de sujetos obesos sin
NASH (Tabla III).
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Los pacientes con NASH con inflamación sin fibrosis
respecto al grupo control de pacientes obesos sin NASH
muestran 5 genes sobreexpresados y dos genes inhibi-
dos. Los genes sobreexpresados fueron: a) tres genes re-
lacionados con la respuesta inflamatoria: tumor necrosis
growth factor alfa (TNF-α, +2,7), tumor necrosis
growth factor receptor I (TNFRI, +2), y macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF, +3,5); b) 1 gen rela-
cionado con la respuesta apoptótica: TNF-related apop-
tosis-inducing ligand receptor 2 (TRAIL-R2, +2,1); y c)
un gen involucrado en la función mitocondrial: prohibi-
tina (PHB, +3). Los genes inhibidos en estos pacientes
respecto a los pacientes obesos sin daño hepático son
genes involucrados en la resistencia a la insulina: insu-
lin-like growth factor I (IGFI, -2,3) e insulin-like growth
factor II (IGFII, -2,6).

Los pacientes con NASH con fibrosis respecto al grupo
de pacientes sin NASH, control, muestran 6 genes sobre-
expresados y un gen inhibido. Los genes sobreexpresados
son: a) un gen involucrado en la respuesta inflamatoria:
TNF-α (+2,8); b) 4 genes implicados en la respuesta fibró-
tica: transforming growth factor β (TGFβ1, +3,2), fibro-
blast growth factor (FGF, +2,5), vascular endothelial
growth factor (VEGF, +2,7) y connective tissue growth
factor (CTGF, +2,8); y c) un gen implicado en la función
mitocondrial: PHB, +3. El gen inhibido fue el IGFI (-2,5),
relacionado con la resistencia a la insulina.

PCR en tiempo real

El estudio de comprobación de la expresión génica de
los resultados obtenidos en el array se realizó por PCR
cuantitativa a tiempo real (QPCR), normalizando los re-
sultados de las citoquinas con respecto al estándar inter-
no, el gen ribosomal 18S. En los pacientes con NASH sin
fibrosis con respecto a los pacientes sin NASH la QPCR
confirmó la sobreexpresión del TRAIL-R2 , MCSF y la
prohibitina; y la inhibición del IGFI e IGFII: TRAIL-R2
(3,1 ± 2 vs. 1,6 ± 1,4; p < 0,04), MCSF (1,6 ± 1,2 vs. 0,8
± 0,4; p < 0,008), prohibitin (1,3 ± 1,1 vs. 0,8 ± 0,4; p <
0,05), IGFI (0,6 ± 0,5 vs. 1,1 ± 0,4; p < 0,03), IGFII (0,6
± 0,8 vs. 1,2 ± 1,4; p < 0,02). El incremento en la expre-
sión génica hepática del TNF-α ARNm y TNFRI ARNm
en los pacientes con NASH respecto a los pacientes obe-
sos sin NASH fue determinado previamente por PCR se-
micuantitativa (9).

En los pacientes con NASH sin fibrosis respecto a los
sujetos sin NASH la QPCR confirmó la sobreexpresión
del VEGF, CTGF, TGFβ1 y prohibitina; y la inhibición
del ILGI: VEGF (1,8 ± 2,3 vs. 0,7 ± 1,2; p < 0,05), CTGF
(2,2 ± 1,2 vs. 1,1 ± 0,6; p < 0,011), TGFβ1 (2,66 ± 1,32
vs. 1,3 ± 0,9; p < 0,002), PHB (1,8 ± 1,4 vs. 0,9 ± 0,6; p <
0,014), ILFI (0,4 ± 0,4 vs. 0,9 ± 0,5; p < 0,01). El FGF
mostró una expresión similar en todos los pacientes con
NASH y fibrosis, NASH sin fibrosis y pacientes sin
NASH: (1,2 ± 0,6 vs. 1,2 ± 0,7; p = ns). La sobreexpre-
sión del TNF-α ARNm en los pacientes con EHNA y fi-
brosis respecto a los pacientes sin EHNA fue determina-
da previamente por PCR semicuantitativa (10).

DISCUSIÓN

Hemos realizado unos análisis de expresión génica
mediante macroarrays, para intentar establecer un patrón
de expresión de distintos genes implicados en la inflama-
ción y en la fibrosis en los pacientes con NASH. Hemos
comparado la expresión génica de 268 genes de citoqui-
nas, receptores de citoquinas, trasductores de señales in-
tracelulares e intercelulares y factores de crecimiento en
los pacientes con NASH con y sin fibrosis respecto a los
pacientes obesos sin daño hepático.
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Tabla II. Características histológicas de los pacientes incluidos
en este estudio

Grado de Grado de Estadio de
esteatosis inflamación fibrosis

Controles 0,6 (0-1) 0 0
EHNA sin fibrosis 1,4 (1-2) 1,6 (1-2) 0
EHNA con fibrosis 2 (1-3) 1,4 (1,2) 2,6 (2-3)

Tabla III. Genes con una expresión diferente en las formas
más avanzadas de esteatohepatitis no alcohólica

Gen EHNA vs. C Fibrosis vs. C Función

Prohibitina +3 +3 Mitocondrial
TNF-α +2,7 +2,8 Inflamación
TNF RI +2 Inflamación
MCSF +3,5 Inflamación
TRAIL-R2 +2,1 Apoptosis
TGF-β1 +3,2 Fibrosis
CTGF +2,8 Fibrosis
FGF +2,5 Fibrosis
VEGF +2,7 Fibrosis
IGF1 -2,3 -2,5 Resistencia insulina
IGF2 -2,6 -2 Resistencia insulina

El signo + indica sobreexpresión y el signo - indica una expresión menor con res-
pecto al grupo control.

Tabla I. Características de los grupos incluidos en este estudio

EHNA sin EHNA con Obesos sin
fibrosis fibrosis EHNA

Sexo (F/M) 12/1 10/3 10/2
Edad 39 42 40
IMC 45 ± 5 46 ± 6 51 ± 10
GOT 29 ± 9 30 ± 8 20 ± 8
GPT 31 ± 13 29 ± 27 24 ± 7
GGT 24 ± 8 63 ± 18 29 ± 9
Bilirrubina 0,4 ± 0,2 0,5 ± 0,1 0,5 ± 0,1
Fosfatasa alcalina 101 ± 36 118 ± 74 116 ± 84
Glucosa 99 ± 17 98 ± 13 96 ± 20
Colesterol 212 ± 30 204 ± 58 176 ± 40
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En este trabajo hemos encontrado que todos los pa-
cientes obesos con NASH respecto a los sujetos obesos
sin NASH (grupo control) muestran una clara sobreex-
presión de los genes que codifican para la proteína mito-
condrial prohibitina y para la citoquina inflamatoria
TNF-α. La prohibitina es una chaperona que interviene
en el ensamblaje de la cadena respiratoria mitocondrial
(23-26). La prohibitiva contribuye a proteger la cadena
respiratoria mitocondrial de su degradación por la
mAAA-proteasa, estando vinculada la expresión anormal
de esta proteína en los pacientes obesos con el riesgo de
desarrollo de esteatohepatitis. En la EHNA, las subunida-
des de esta cadena están disminuidas, lo que podría expli-
car el descenso en las subunidades de la cadena respirato-
ria (27). Sin embargo, otros autores han descrito en
tumores hepáticos primarios una sobreexpresión de la
prohibitina en respuesta al estrés metabólico (28). Nues-
tros resultados sugieren que una alteración en la expre-
sión de la prohibitina puede perjudicar la organización
funcional y nativa de la cadena respiratoria, comprome-
tiendo la funcionalidad de la mitocondria. En este senti-
do, un aumento de la expresión génica podría ser compa-
tible con un descenso en la cuantía proteica o en la
actividad proteica, siendo el incremento de la expresión
génica un intento de compensación de la disminución de
la actividad proteica.

Además, se ha demostrado que la disfunción mitocon-
drial juega un papel central en la patogénesis del NASH
(14,29), la resistencia periférica a la insulina incrementa
la beta-oxidación de los ácidos grasos y que el estrés oxi-
dativo está presente tanto en la esteatosis como en la
esteatohepatitis, pero que el NASH sólo se asocia con de-
fectos en la estructura mitocondrial (10).

Los pacientes obesos con NASH que presentan un ma-
yor grado de inflamación en la biopsia hepática muestran
una marcada sobreexpresión de los genes que codifican
para el TNFRI, el MCSF y el TRAIL-R2 con respecto al
grupo control (sujetos con esteatosis hepática simple). La
sobreexpresión del TNFRI, al igual que el TNF-α, ya ha-
bía sido encontrada previamente por ensayos de PCR se-
micuantitativa. El MCSF es una citoquina que contribuye
al incremento del número de macrófagos y por tanto a la
inflamación (30,31). Previamente, se había mostrado que
los valores séricos del MCSF estaban incrementados con
la necrosis e inflamación hepática en pacientes con hepa-
titis aguda y en pacientes con cirrosis (32). También se ha
visto un incremento en sangre periférica total del IL-1
beta, TNF-α e IL-6, correlacionando con el MCSF y con
la inflamación hepática (33). Nuestros resultados revelan
un incremento en la expresión del ARNm de ambas cito-
quinas MCSF y TNF-α en el hígado, sugiriendo la acti-
vación de la vía de cascada de citoquinas, resultando la
proliferación de macrófagos in vivo en el hígado. El otro
gen sobreexpresado en los pacientes con NASH con ma-
yor grado de inflamación respecto a los controles fue el
TRAIL-R2. El TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) es un miembro de la superfamilia del TNF, el

cual induce apoptosis en una variedad de células cancero-
sas con muy pocos o ningún efecto en células normales
(34). Previamente, usando un modelo de hepatitis por ade-
novirus, otros autores pudieron demostrar que la apoptosis
en los hepatocitos infectados por el virus está mediada por
el TRAIL-R2 y el TRAIL (35). En este trabajo, nosotros
mostramos una sobreexpresión del TRAIL-R2 en los pa-
cientes con NASH, sugiriendo que el sistema del TRAIL
es un importante mediador de la apoptosis en los pacientes
con NASH.

Los pacientes con NASH y fibrosis con respecto a los
controles muestran además sobreexpresión de 4 genes
implicados en la fibrosis hepática: TGFβ1, CTGF, FGF y
VEGF. Previamente, se había mostrado un incremento en
la producción del TGFβ1 en la fibrosis de otras enferme-
dades hepáticas, incluyendo la hepatitis crónica por
VHC, la hepatopatía alcohólica y la hepatitis autoinmune
(36-38). En este sentido, recientemente, nosotros hemos
encontrado sobreexpresión del TGFβ1 en el tejido hepá-
tico de NASH de pacientes con fibrosis por análisis de
PCR en tiempo real, correlacionando con la expresión del
receptor de la leptina, sugiriendo una activación del
TGFβ1 debido a la acción de la leptina (15) y contribu-
yendo por tanto a la fibrosis en los pacientes con NASH.
El CTGF es una proteína involucrada en la regulación de
la proliferación celular, diferenciación y embriogénesis
(39,40). También se ha descrito su implicación en la pato-
genia de múltiples enfermedades caracterizadas por la fi-
brosis tisular (41,42). Otros estudios han mostrado que el
CTGF está sobreexpresado en el hígado durante el curso
del NASH, tanto en biopsias hepáticas humanas como en
modelos experimentales de obesidad y diabetes (43).
Además, estudios in vitromuestran que la glucosa y la in-
sulina inducen un incremento significativo en el ARNm
CTGF y la proteína por las células estrelladas hepáticas
(HSC) y el CTGF regula al alza varios componentes de la
matriz extracelular (44). Se ha sugerido que la continua
presencia del TNF-α y del TGFβ1 puede ser necesaria
para estimular la síntesis de proteínas de la matriz y para
mantener activadas las células estrelladas hepáticas
(HSC), cuando el daño hepático está generado (45,46).
Además, ambas citoquinas pueden estimular la expresión
del CTGF en las células estrelladas hepáticas y regular
positivamente la síntesis del inhibidor de proteasas en las
células estrelladas activadas, la cual reduce la degrada-
ción de la matriz, contribuyendo a la fibrosis del hígado
(47,48). Haber encontrado sobreexpresión de estos tres ge-
nes, TNF-α, TGFβ1 y CTGF, en los pacientes con EHNA
con fibrosis, sugiere que la simultaneidad de la sobreex-
presión puede explicar la progresión de la fibrosis en estos
sujetos. Por el contrario, cuando la expresión de estas cito-
quinas no es simultánea, la enfermedad hepática no pro-
gresa. Hay otras citoquinas que estimulan la proliferación
de las células estrelladas. Estas incluyen la trombina, FGF
y VEGF (49). Mediante los análisis de macroarrays de ex-
presión génica y QPCR hemos visto sobreexpresión del
VEGF, sin embargo la sobreexpresión del FGF sólo la he-
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mos encontrado en los macroarrays y no en los ensayos en
PCR en tiempo real. El FGF se ha visto en modelos experi-
mentales que está sobreexpresado en la fibrosis hepática
inducida por concanavilina A, al igual que el TGFβ1
(50,51); sin embargo no hay trabajos que muestren la im-
plicación de estos dos genes (VEGF y FGF) en el desarro-
llo del NASH y se debería hacer un análisis más detallado
de estos genes en la patogenia de NASH.

Los genes inhibidos en los pacientes con NASH con y
sin fibrosis con respecto a los pacientes sin daños en el
hígado son factores de crecimiento relacionados con la
insulina, el IGFI y el IGFII. Estos factores de crecimiento
son hormonas anabólicas, marcadores del estatus nutri-
cional y de la función hepática, cuya biodisponibilidad
está reducida en la cirrosis del hígado (52-54). Bajos ni-
veles de IGF1 y altos niveles de IGFBP-1 (proteína de
unión al IGF1) han sido descritos previamente en asocia-
ción con la cirrosis y la resistencia a la insulina (55,56).
La insulina es la principal reguladora de la expresión del
IGFBP-1 hepático, mediante un descenso en el plasma
del IGFBP-1 en respuesta al estado nutricional. Los efec-
tos del incremento en la expresión del IGFBP-1 se deben
a un descenso en la disponibilidad intracelular del IGF1
libre y la consecuente resistencia a la insulina (57). Sree-
kumar fue el primero que documentó una sobreexpresión
del IGFBP-1 en los pacientes con NASH sin cirrosis res-
pecto a los pacientes sin daño hepático (58). En este sen-
tido, nosotros encontramos una inhibición del IGF1 en
los pacientes con NASH sin cirrosis. Estos resultados su-
gieren que la esteatohepatitis está asociada con alteracio-
nes en la expresión del IGF1 y otros mediadores de la ac-
ción de la insulina. Sin embargo, también cabe la
posibilidad de que los genes relacionados con la resisten-
cia a la insulina se expresen de forma diferente en los su-
jetos obesos a como se expresan en personas totalmente
sanas. En este sentido, un trabajo que analizara las dife-
rencias en la expresión génica entre sujetos totalmente
sanos, obesos y pacientes obesos con EHNA podría acla-
rar este aspecto.

En resumen, nuestros resultados revelan que en la pro-
gresión del NASH intervienen genes implicados en vías
proinflamatorias, proapoptóticas y profibrogénicas y con
la resistencia a la insulina. Los pacientes obesos con
NASH respecto a los controles muestran activación de ci-
toquinas inflamatorias y apoptóticas e inhibición de ge-
nes implicados en la resistencia a la insulina. Los pacien-
tes con NASH y fibrosis respecto a los controles
muestran también activación de citoquinas fibróticas.
Además la sobreexpresión del gen de la prohibitina su-
giere la disfunción mitocondrial en los todos pacientes
con NASH con y sin fibrosis.
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