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Resumen

Introduccién: La obesidad es una de las causas mas frecuentes de dafio hepatico hoy en dia. La metformina podria
tener efectos positivos en la regulacion del proceso inflamatorio causado por el acumulo de &cidos grasos en los
hepatocitos. Materiales y métodos: Se realizé un experimento con seis conejos hembra Nueva Zelanda sometidos a
un régimen de alimentacion alto en grasas durante nueve semanas con la finalidad de inducir alteraciones en la
expresion de enzimas indicadoras de dafio hepatico asi como la reduccion de proteinas sintetizadas por el higado.
Resultados: Observamos un aumento de peso considerable aunque variable entre los sujetos de investigacion que se
relacion6 con el aumento de concentraciones séricas de enzimas hepaticas. Seleccionamos los dos controles que
mejor evolucionaron para el tratamiento con metformina durante una semana. Conclusiones: Una vez completado el
tratamiento, concluimos que el uso diario de metformina reduce los niveles de ALT, un indicador especifico de la
integridad de los hepatocitos, sin embargo el tiempo del que disponiamos no fue suficiente para observar cambios en
las funciones sintéticas del higado ya que se requiere de un tiempo mayor de progresion de la enfermedad para que
ocurra un dafio hepatico severo.

Abstract

Introduction: Obesity is one of the most common causes of hepatic injury nowadays. Metformin may have positive
effects on the regulation of the inflammatory process that hepatocytes undergo triggered by free fatty acids infiltration.
Materials and methods: The experiment was conducted with six New Zealand white female rabbits that underwent a
high-fat diet for nine weeks to induce the expression of serum enzymes indicators of hepatic injury and the reduction of
liver synthetized proteins such as albumin. Results: We observed a considerable weight gain although variable among
our subjects which correlated to the expression of their serum enzymes. We selected the two subjects with the most
elevated measurements for a treatment with metformin for a duration of one week. Conclusions: Once the treatment
was completed, we were able to conclude that metformin use diminishes alanine aminotransferase (ALT) serum
expression levels, a hepatocyte-specific integrity indicator. However, we did not observe any significant changes in
hepatic protein synthesis which indicates that a longer exposure to disease is needed for the subjects to suffer any
severe liver damage.
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INTRODUCCION

Higado graso no alcohdlico (HGNA),
Diagndstico, definicion y epidemiologia.

La obesidad se ha consolidado como uno
de los mayores problemas de salud publica que
enfrentamos hoy en dia a nivel mundial. Es cada
vez mas comun ver que se consuman alimentos
con mayor cantidad de grasas en la dieta occidental
por su facilidad de obtencion, repercutiendo en la
salud de la comunidad. A medida que aumenta la
cantidad de personas con sobrepeso/obesidad, se
puede observar un aumento relacionado en la
incidencia de higado graso no alcohdlico (HGNA).
Aproximadamente un 30% de la poblacién adulta
sufre de dicha alteracion, convirtiéndose en la
causa mas comun de dafio hepatico superando
incluso al alcoholismo [1]. Igualmente, la poblacion
pediatrica se ve cada vez mas afectada por esta
patologia llegando a presentarse hasta en un 10%
de la poblacion muestreada en algunos estudios [2]
e incluso un 5% de la poblacion total la padece de
manera asintomatica [3]. El HGNA comprende una
serie de alteraciones en los hepatocitos que van
desde una leve infiltracibn de triglicéridos
(esteatosis), hasta una afeccion hepatica grasa mas
avanzada que se presenta con inflamacion derivada
de la respuesta inmune que se genera contra los
acidos grasos libres, la cual puede progresar a un
dafio hepatico irreversible y potencialmente letal
(cirrosis). Solo una porcidon de las personas con
HGNA desarrollaran esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA), asi como solo unos pocos llegaran al
grado de cirrosis [4]. Se ha propuesto que hay
diversos factores involucrados en la progresion de
la enfermedad como son la edad, el sexo, el tipo de
obesidad (abdominal o central) y susceptibilidad
genética [5]. Es decir, personas pertenecientes a
ciertos grupos étnicos se encuentran con mayor
predisposicibon a progresar a etapas mas
avanzadas de la enfermedad por presentar
diferentes alelos del gen PNPLAS3, particularmente
los latinos [6]. En contraste, una poblacion de bajo
riesgo para desarrollar HGNA es descrita como
joven, de bajo consumo de alcohol y ausente de

obesidad [7]. El gold standard para la deteccién de
higado graso no alcohélico es la biopsia hepatica,
en la cual podemos observar hepatocitos en globo
y cuerpos de Mallory-Denk [8]. Sin embargo, la
biopsia cuenta con la limitacién de que no se puede
distinguir la causa alcoholica de la no alcohdlica y
se debe reservar para los casos en los que exista
una intensa sospecha de higado graso [9]. En
segundo lugar para la deteccion del HGNA se
encuentra el uso de las transaminasas ALT /AST
que se elevan de manera anormal durante un
periodo de tiempo previo al uso de la biopsia
hepatica [10]. La herramienta mas Uutil para la
diferenciacion del HGNA y el Higado graso
alcohdlico es la anamnesis de los habitos higiénico
dietéticos del paciente [11]. En teoria, esperamos
observar una elevacion de los marcadores de dafio
hepatico coherente con el aumento de peso de los
sujetos de estudio, resultado de una mayor
infiltracion de acidos grasos libres
desencadenantes de inflamacion en los
hepatocitos.

Fisiopatologia

El adipocito hipertrofiado disminuye la
produccion de adiponectina, que origina la
desensibilizacion a la insulina y la alteracion en el
metabolismo de los lipidos [12]. Asimismo,
comienza a secretar citocinas como TNF-a e IL-1,
que activan a los macréfagos localizados en el
estroma vascular del tejido adiposo. La activacion
de los macrofagos circundantes al tejido adiposo
libera citocinas que interactian a su vez con el
adipocito, causando la liberacion de acidos grasos
libres. Dichos acidos grasos viajan por la circulacion
hasta posarse en el parénquima hepatico
provocando la esteatosis. Una infiltracion
prolongada, en conjunto con el deficiente
metabolismo de los lipidos en el tejido hepatico,
ocasiona la activacién de las células de Kupffer,
macréfagos especializados del higado, encargados
de la regulacién de los procesos de inflamacién y
reparacion, generandose la esteatohepatitis y la
consiguiente expresion de enzimas indicadoras de
dafo hepatico como ALT, AST y una isoenzima de
ALKP presente en higado. Posteriormente, las
citocinas secretadas por las células de Kupffer
activan a las células estrelladas del higado, cuya
funcién consiste en el depdsito de colageno en el
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tejido daflado, generandose asi el potencial de
desarrollar cirrosis. [13]
Metformina

La metformina (MFN) es actualmente el anti-
hiperglicémico mas cominmente prescrito y uno de
los farmacos mas frecuentemente recetados a nivel
mundial [14]. Se introdujo por primera vez en
Europa como tratamiento para la Diabetes Mellitus
tipo 2 (DM2). Sin embargo, ademas de su uso
antidiabético, son cada vez més los efectos de la
metformina que se descubren en diferentes tejidos
debido a las diferentes vias de sefializacion en las
que se ve involucrada [15]. La principal via
molecular por la cual la metformina ejerce su efecto
aun no ha sido completamente esclarecida aunque
existe el consenso de que induce la sensibilidad a
la insulina por medio de la activacion y fosforilacion
de la protein cinasa dependiente de AMP (AMPK)
[16]. Ademas, se ha demostrado que posee
propiedades protectoras para el higado, siendo un
regulador de la expresion de la proteina relacionada
con la diferenciacion adiposa (ADRP) [17], una
proteina acopladora de acidos grasos que favorece
el depdésito de triglicéridos en tejidos no adiposos
como puede ser el higado [18]. Mediante el
entendimiento de lo anterior, podemos esperar la
disminucién de los niveles indicadores de dafio
hepatico una vez empezado el tratamiento con
metformina asi como la regresion de la enfermedad
de higado graso no alcohdlico en etapas
tempranas.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevé a cabo durante 10 semanas
en el laboratorio de quimica clinica de la Divisién de
Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de
Guanajuato, utilizando un equipo de quimica seca
VITROS para la medicion de enzimas y proteinas.
La muestra estuvo conformada por un total de 6
conejos hembra nueva Zelanda (CHNZ) la cual fue
dividida en dos partes, quedando dos como el grupo
control y los cuatro restantes como grupo de
estudio. El primer grupo se mantuvo con una
alimentacion normal (AN), mientras que el segundo
fue sometido a una alimentacion alta en grasas
(AAG). El grupo control recibié Unicamente una
alimentacion restringida a 150 gramos de conejina

turbo (marca Purina) por dia, mientras que el de
estudio recibié una AAG conformada por 40 gramos
de mantequilla, 45 gramos de grasa vegetal, 15
gramos de manteca animal y 7.5 gramos de azUcar
refinada afadidos a la alimentacion base de 250
gramos de conejina turbo. Ambos grupos fueron
pesados cada semana para registrar su evolucion
en el incremento de peso. Cada tercera semana se
recolectaron las muestras sanguineas de ambos
grupos para medir los valores de fosfatasa alcalina
(ALKP), Alanina aminotransferasa (ALT) vy
albumina.  Transcurridas 9 semanas, se
seleccionaron los dos CHNZ del grupo de estudio
gue presentaron mayor elevacion porcentual en las
pruebas ya mencionadas para iniciar un tratamiento
con metformina a razon de 0.25mg/kg de peso
durante una semana.

RESULTADOS Y DISCUSION

Pudimos concluir que nuestro modelo de induccion
de alimentacion alta en grasas (AAG) fue
satisfactorio para nuestros propésitos, asi como la
utilizaciéon del conejo como modelo experimental ya
gue tiene la capacidad de ir aumentando de peso
desde la primera semana de AAG, presentando los
resultados que se muestran a continuacion. (Tabla
1)

Pesos CHNZ

Semana 3 | Semana 6 | Semana 9
AN 1 101.55% 106.97% 108.52%
AN 2 102.22% 102.96% 102.96%
AAG 1 98.24% 100.75% 103.25%
AAG 2 105.61% 109.55% 105.61%
AAG 3 104.92% 119.01% 119.71%
AAG 4 104.48% 109.61% 104.48%

Tabla 1.- Registro de aumento de peso porcentual ambos
grupos.

Se presentan los niveles obtenidos en las pruebas
de funcién hepatica cada 3 semanas y después del
tratamiento con Metformina. (Tablas 2-4)
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v
Fosfatasa Alcalina
Basal Semana | Semana 6 | Semana9 MFN
3
AN1 | 100% | 129% 83.64% 80.0%
AN2 | 100% | 58.8% 35.29% 49.2%
AAG1 | 100% 75.5% 55.56% 71.1%
AAG | 100% | 91% 86.57% 82.9%
2
AAG | 100% | 134% 107.8% 115% 297%
3
AAG | 100% | 121% 90.63% 84.3% 106.%
4
Tabla 2-- Niveles porcentuales de fosfatasa alcalina
Albimina
Basal Semana Semana Semana MEN
3 6 9
AN1 | 3.6 3.5 3.5 3.3
AN2 | 2.8 3.7 3.3 3.2
AAG | 3.24 | 3.2 3.4 3.2
1
AAG | 3.35 | 3.6 4.1 3.4
2
AAG | 3.1 3.6 3.7 3.4 2.7
3
AAG | 3.34 | 3.8 35 3-3 3
4

Tabla 3- Niveles indicadores de la funcién sintética del higado,
albuimina (ALB)

Alanina Aminotransferasa

Basal Semana Semana Semana MFEN
3 6 9
AN1 | 100% 96.97 190.91 121.21
AN 2 | 100% 75% 116.67% 72.22%
AAG | 100% 92% 160% 132%
1
AAG | 100% 77-78% 72.22% 77.77%
2
AAG | 100% | 78.95% 110.53% 118.42% | 871.05%
3
AAG | 100% 55.77% 78.85% 55.76% 42.30%
4

Tabla 4.- Aumento porcentual de ALT

Es importante mencionar que el sujeto del grupo de
estudio con AAG 3 desarrollé6 una infeccion poco
después de la primera administracion de
metformina lo que condujo a una falta de apetito que

derivd en un ayuno prolongado de cuatro dias
previo a la toma de muestras sanguineas, que
caus6 una anormalidad evidente en las pruebas de
funcion  hepatica.  Independientemente  del
tratamiento con Metformina el ayuno provocé un
aumento muy por arriba de lo esperado a conseguir
con la AAG. En lo concerniente al sujeto con AAG 4
y la medicion de sus niveles, los resultados fueron
los esperados segun lo reportado en otros estudios
ya que disminuyo el total de enzimas séricas de ALT
con respecto a las mediciones previas y la
tendencia al alta previa al tratamiento. En el caso
de la albimina no hubo una variacion significativa
lo que nos lleva a pensar que 9 semanas no es
tiempo suficiente para inducir un estado de falla
organica causado por infiltracién de acidos grasos.

CONCLUSIONES

El uso diario de metformina ayuda a reducir los
niveles de enzimas en suero sugerentes de dafio
hepatico, principalmente ALT. ES necesario un
mayor tiempo de la infiltracion de triglicéridos en el
higado para comenzar a observar indicios de falla
organica como hipoalbuminemia.
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