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Resumen

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) abarca
un amplio espectro clinico-patol6égico, en cuyo desarrollo,
progresion y gravedad influyen el ambiente, estilo de vida y
progresion genética. Varios polimorfismos que codifican para
isoenzimas de la familia Glutation-S-transferasa, involucradas
en la desintoxicacion de compuestos nocivos y productos del
estrés oxidativo, han sido asociados a la proteccion o a la
susceptibilidad aumentada al desarrollo de la EHGNA, con
resultados controversiales. Para contribuir a dilucidar este
aspecto, se investigaron los polimorfismos de los genes GSTT1
y GSTM1 y su asociacion con datos antropométricos,
bioquimicos y clinicos, en 53 individuos con EHGNA (26 obesos
- 27 no obesos) y 17 controles sin EHGNA, de 3 centros
hospitalarios del municipio Maracaibo, edo. Zulia. EI ADN
gendémico extraido de la sangre periférica fue amplificado
mediante PCR-SSP y las frecuencias genotipicas fueron
contadas. En individuos con EHGNA, se observo una frecuencia
significativamente menor del alelo GSTT1- (OR: 0.19, IC 95%:
0.03-1.24, p<0.02) asi como la ausencia de la combinacion
GSTT1-/GSTM1- (OR: 0.06, IC 95%: 0.002-1.27, p<0.001) con
respecto a los controles, sugiriendo que estos alelos de la
Glutation-S-Transferasa podrian conferir proteccion contra el
desarrollo de la enfermedad del higado graso no alcohdlico en
la poblacién estudiada.

Palabras clave: Enfermedad del higado graso no alcohdlico,
EHGNA, Glutatién-S-transferasa, Polimorfismos, GSTT1,
GSTM1, Estrés Oxidativo.

Fecha de revision: 15/08/2022

Fecha de Aprobacién: 21/09/2022

DO THE POLYMORPHISMS OF GSTT1 AND
GSTM1 GENES OF GLUTATHIONE-S-
TRANSFERASE PROTECT AGAINST NON-
ALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE?

Abstract

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) covers a wide clinical-
pathological spectrum, whose development, progression and
severity are influenced by the environment, lifestyle and genetic
progression. Several polymorphisms that code for isoenzymes
of the Glutathione-S-transferase family, involved in the
detoxification of harmful compounds and products of oxidative
stress, have been associated with protection or increased
susceptibility to the development of NAFLD, with controversial
results. To help elucidate this aspect, the polymorphisms of the
GSTT1 and GSTM1 genes and their association with
anthropometric, biochemical and clinical data were investigated
in 53 individuals with NAFLD (26 obese - 27 non-obese) and 17
controls without NAFLD, from 3 hospitals centers from
Maracaibo municipality, edo. Zulia. Genomic DNA extracted
from peripheral blood was amplified by PCR-SSP and genotypic
frequencies were counted. In individuals with NAFLD, a
significantly lower frequency of the GSTT1- allele (OR: 0.19,
95% CI: 0.03-1.24, p<0.02) as well as the absence of the
GSTT1-/GSTM1- combination (OR: 0.06, Cl 95%: 0.002-1.27,
p<0.001) compared to controls, suggesting that these
Glutathione-S-Transferase alleles could confer protection
against the development of non-alcoholic fatty liver disease in
the population studied.
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Introduccién

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA),
consiste en el almacenamiento de vacuolas de grasa en forma
de triacilglicéridos en el citoplasma de los hepatocitos,
excediendo el 5% del peso del higadol. La EHGNA es
considerada un problema de salud publica debido a que afecta
significativamente a la poblacion y su prevalencia mundial oscila
entre el 20% y 30%2. Se caracteriza por causar una serie de
cambios histolégicos y patolégicos que engloban un amplio
espectro de lesiones hepéticas, que comprenden distintas
formas de manifestacion clinica dependiendo el estadio
evolutivo, como: a) esteatosis hepatica simple caracterizada por
la presencia de vacuolas grasas en el parénquima hepatico, b)
esteatohepatitis que ademas del depdsito graso existe infiltrado
inflamatorio, lesién hepatocelular y en algunas ocasiones
fibrosis, c) cirrosis hepatica y d) cancer de higado?®.

Estudios recientes sugieren que el ambiente, la predisposicion
genética y el estilo de vida juegan un papel fundamental en el
desarrollo y progresion de la enfermedad, explicando la
variacion considerable en la gravedad de la misma y la tasa de
progresion en diferentes grupos familiares y étnicos#. Entre los
factores de progresion se han encontrado alteraciones
metabdlicas, la liberacion de citoquinas, mediada por
endotoxinas, y el estrés oxidativo®.

Se ha demostrado que los polimorfismos de genes que
codifican para enzimas implicadas en la proteccion celular y
desintoxicacion, tanto de compuestos exdgenos y enddgenos,
como los productos del estrés oxidativo, aumentan la
susceptibilidad a enfermedades relacionadas con el higado®.
Entre las enzimas de gran importancia en mecanismos de
desintoxicacion celular se encuentran la familia Glutation-S-
transferasas (GST), expresadas en la mayoria de los tejidos de
todos los mamiferos y sintetizadas a partir de sus aminoacidos
precursores (Glutamato, Cisteina y Glicina)’.

Dado a que el balance entre la produccion y eliminacion de las
especies reactivas de oxigeno estan relacionadas con la
progresion y desarrollo de la enfermedad. En la actualidad se
han realizado estudios de asociacion entre los polimorfismos de
los genes que codifican las enzimas Glutation-S-Transferasas
M1y T1 (GSTM1 y GSTT1) y el desarrollo de la EHGNA. Sin
embargo, no se ha podido dilucidar el papel del polimorfismo de
los genes que las codifican debido a que los resultados
obtenidos son contradictorios y varian segin la poblacion de
estudio®10,

El objetivo del presente estudio fue determinar la variabilidad de
los genes GSTT1 y GSTM1 en pacientes con enfermedad de
higado graso no alcohdlico (EHGNA), procedentes de diferentes
centros hospitalarios del municipio Maracaibo, Edo. Zulia.
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Pacientes y Métodos

Tipo de estudio: estudio prospectivo, de casos y controles, de
asociacion y descriptivo.

Poblacion de estudio: en la presente investigacion se incluyeron
70 individuos venezolanos, no relacionados, procedentes del
Estado Zulia, sin antecedentes de enfermedades infecciosas,
hepaticas, autoinmunes o neoplasicas. Clasificados en 3
grupos: un grupo control conformado por 17 individuos sanos y
dos grupos de pacientes con EHGNA, clasificados en obesos
(26 individuos) y no obesos (27 individuos), de acuerdo a su
IMC y circunferencia de cintura. Los pacientes acudieron,
durante el periodo comprendido entre Julio 2016 y agosto 2017,
al Servicio Auténomo del Hospital Universitario, Fundacion
Centro de Investigacion Endocrino Metabdlicas y Hospital
Coromoto, ubicados en el municipio Maracaibo, Edo. Zulia. Los
pacientes diagnosticados con EHGNA fueron seleccionados
bajo una rigurosa historia clinica realizada por un especialista
en hepatologia, tomando en cuenta la evaluaciéon ecografica y
pruebas bioquimicas, tales como: glicemia, insulina,
transaminasa oxalacética y transaminasa glutdmico-piravica,
perfil lipidico, asi como la exclusién de otras enfermedades
hepaticas mediante la realizacion de todas las pruebas
existentes de descarte.

Criterios de inclusion: individuos nacidos en Venezuela. No
emparentados, de cualquier grupo etario y sin consideracion de
sexo. Aquellos que participaron voluntariamente y firmaron el
consentimiento informado.

Criterios de exclusion: individuos no venezolanos. Indigenas
Individuos con Enfermedades autoinmunitarias, neoplasicas,
con enfermedades hepéticas causadas por alcohol o
infecciones. Individuos que no quisieron participar en la
investigacion. Pacientes que no completaran todas las pruebas
para descartar otras patologias. No se incluyeron pacientes con
cirrosis hepética ni cancer de higado.

Aspectos bioéticos: se realizé una base de datos con la
informacion del paciente, la cual fue usada exclusivamente por
los investigadores, respetando la confidencialidad de la misma.
Se recopild informacion personal, se realiz6 evaluacion
adipomeétrica, clinica y paraclinica. Los individuos participantes
fueron informados del proyecto y del interés por parte de los
investigadores, de su participacion como voluntario en la
investigacion, también que dicha investigacion no tenia
consecuencias sobre la salud y ni inversiéon econdémica por parte
del paciente. Los individuos estuvieron de acuerdo con
participar, se le citd al centro correspondiente, donde firmaron
el consentimiento, donaron la muestra de sangre y se hicieron
las evaluaciones correspondientes. Previo a la recolecciéon de
las muestras del grupo de pacientes y controles, se les solicito
la firma de un consentimiento informado, aprobado por el
Comité de Bioética de cada Centro Hospitalario. A cada
individuo se le inform6 del estudio y del destino que se le daria
a la muestra de sangre voluntariamente donada.
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Pardmetros antropométricos: A cada uno de los individuos
participantes, en colaboracién con un nutricionista, se les
determind las siguientes medidas antropométricas: peso,
estatura, indice de masa corporal y se traficaron segun los
criterios de Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017) en
normopeso, con sobrepeso y obesos.

Parametros bioguimicos: Los valores bioquimicos, tales como
glicemia, pruebas de funcionalismo hepatico, como enzimas
hepaticas como aspartato aminotransferasa o transaminasa
glutdmico oxalacética (AST o TGO) y alanina aminotransferasa
0 transaminasa glutdmico piravica (ALT o TGP), fueron
determinadas (incluyendo los controles) asi como pruebas no
invasivas para estimar esteatohepatitis como APRI y FIB-4.
También se realizaron una serie de pruebas que permitieron
descartar otras enfermedades hepaticas y se excluyeron
paciente con antecedente de consumo de alcohol.

Determinacién de los polimorfismos GSST1y GSTM1:

Recoleccién y almacenamiento de la muestra: se extrajo por
puncién venosa 5 ml de sangre periférica a los pacientes y
controles, respectivamente, utilizando EDTA-Na: (acido etilen-
diamino-tetra-acético di sédico) como anti-coagulante. La
muestra fue almacenada en condiciones apropiadas
(temperatura de refrigeracion entre 4-8°C) y posteriormente
trasladada al Centro de Medicina Experimental, del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).

Extraccion del ADN gendmico: el ADN gendmico fue extraido
de las células blancas por la Lic. Maria Hernandez, siguiendo el
protocolo Bunce, método en el que se utiliza cloroformo como
solvente organico (Bunce, 2000). La muestra de sangre
periférica se centrifugd durante 10 min a 800 g para obtener los
glébulos blancos (leucocitos y linfocitos), los cuales fueron
lavados con 10 ml de buffer de lisis de células rojas (RCLB, red
cell lysis buffer). Luego se centrifugd a 800 g durante 10 min, se
descart6 el sobrenadante y se repitio el lavado con RCLB hasta
que el precipitado de glébulos blancos quedé de color blanco.
El precipitado se resuspendio en 3 ml de buffer de lisis nuclear
(NLB, Nuclear Lysis Buffer) y se dejo en bafio a 56°C hasta que
se disolvié. Luego se afiadio 1 ml de cloruro de sodio (NaCl 5,25
M), se agité durante 20 segundos y se afiadieron 2 ml de
cloroformo, se volvio a agitar hasta formar una solucion lechosa,
en seguida se centrifugé durante 20 min a 1000 g, se tomé la
fase acuosa y se transfirié a un tubo de polipropileno. A la fase
acuosa extraida se le afiadieron 2 volumenes de etanol 95%
frio, se roto el tubo hasta que precipito el ADN, se atrap6 el ADN
en forma de malla con una pipeta de transferencia de
polipropileno y se pasé a un tubo estéril de 1,5 ml. EI ADN se
resuspendié en etanol 70% y se centrifugé durante 5 min a
maxima velocidad y se volte6 el tubo sobre una servilleta para
eliminar el exceso de etanol. Finalmente, se resuspendio el
ADN en buffer TE 1X para su dilucion.

Determinacion de la concentracién y pureza de ADN: La
concentracion de ADN se estimé por la lectura de la densidad
optica (DO), midiendo la absorbancia a 260 nm y a 280 nm de
cada muestra (2 pl) utilizando un nanodrop modelo
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(NanoDrop™, 2000). La concentracion del ADN (pg/ml) se
determiné a través de la siguiente férmula: (ADN) doble
cadena= 50 pg/ml (factor constante) x DO 260nm. DO:
densidad optica / 1 DO 260 nm = 50 pug de ADN/ ml. La pureza
del ADN se calculé mediante la relacion DO260nm / DO280nm.
Esta relacion debe ser mayor o igual a 1.7 para garantizar la
pureza del ADN aislado (Termo Scientific, 2009).

Calidad del ADN genomico: la calidad del ADN gendmico,
extraido de las muestras de sangre, se evalu6 mediante
electroforesis en gel de agarosa (Agarosa LE, ACTGENE) al
0,75% en buffer TBE 1X (Tris-Acido Bérico- EDTA), coloreado
con bromuro de etidio (0,5 pyg/ml). En cada pozo del gel se
colocaron 2 pl de buffer de carga con 5 pl de ADN. En uno de
los pozos del gel se colocd, como control, 5 ul del fago lambda
(Promega) sin digerir y ajustado a una concentracion de 200
ug/ml. La corrida electroforética se realizé a 100 voltios, por 30
minutos. (Figura 1).

145

Fago
Lambda 2 3 4 5 6 7

Figura 1. Visualizacion de los ADN gendmicos, mediante
electroforesis en gel de agarosa (0,75%) en buffer TBE 1X.

El carril 1 corresponde al fago lambda ajustado a 200 pg/ml (marcador de
referencia), los carriles 2 al 7 corresponden a las muestras de ADN de algunos de
los individuos incluidos en el estudio.

Método para el analisis de los polimorfismos: Para el analisis de
los polimorfismos genéticos se utilizé la técnica PCR-SSP
(reaccion de cadena de polimerasa utilizando iniciadores de
secuencia especificas), la cual permitié distinguir directamente
la presencia o ausencia del gen. Se fundamenta en que solo los
iniciadores cuyas secuencias son perfectamente
complementarias a la muestra del ADN, hibridan y producen el
fragmento correspondiente al gen de interés!l, Cabe destacar,
que en este tipo de PCR es incluido un par de iniciadores que
amplifican un control interno, éste par de iniciadores amplifica
una region conservada de un gen constitutivo, que esta
presente en todas las muestras de ADN humano y se utiliza
para verificar la eficacia de la reaccion de PCR?2 (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores utilizados?2.

Gen Iniciadores Secuencia (5’-3%) Ta(r";ﬁ\)no
F1 GAACTCCCTGAAAAGCTAAA GC

el R1 GTTGGGCTCAAATATACGGTGG 21
F1 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC

S R1 TCACCGGATCATGGCCAGCA GrE

Al F1 GCCCTCTGCTAACAAGTCCT A 350
R1 GCCCTAAAAAGAAAATCGCCAATC

F: iniciador forward (sentido), R: iniciador reverse (anti-sentido), pb: pares de base,
indica el tamafio del producto amplificado correspondiente, asi como las
caracteristicas de los iniciadores para Albumina, como control interno de la
reaccion.
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PCR-SSP de los genes GSTT1/GSTM1: Para detectar la
presencia o ausencia de los genes GSTM1 y GSTT1 se utilizd
el método PCR muiltiplex, siguiendo el protocolo modificado y
los iniciadores especificos publicados (12). La PCR se realiz
empleando la siguiente mezcla de reaccion: Buffer 1X, 0.75 yM
de cada uno de los iniciadores para los genes GSTM1 y
GSTT1, 0.2 uM de los iniciadores de Albumina, 0.2 mM de
dNTPs, 2.5 mM de KCI, 0.4 mM de Tris-HCI, 3.25 mM de MgCl.,
0.02 U/yL de la enzima Taq polimerasa Platinum (Invitrogen), 2
pl de muestra de ADN gendmico (50-100 ng) y agua destilada
para completar un volumen total de reaccién de 20 pl (12). Los
productos amplificados fueron visualizados en un gel de
agarosa (Agarosa LE, ACTGENE) al 2 %, coloreado con
bromuro de etidio. La corrida electroforética se realizé por 40
min a 100 voltios. Tabla 2 y Figura 2.

Tabla 2. Protocolo de PCR multiplex utilizado12.

Paso TEMPETETITE Duracién (min N° Repeticiones
(°C)

Desnaturalizacion 95 °C 2 min

Inicial

Desnaturalizacién 94 °C 1 min

Hibridacién 64°C 1 min x 30 ciclos
Extensién 72°C 1 min

Extensién Final 72°C 5 min

p GSTTL(480pD)
mny-  AlbUimina (350 ph)
m—  GSTM1 (215 pb)

Visualizacion de
correspondientes al polimorfismo de los alelos GSTT1y GSTM1
mediante electroforesis de geles de agarosa al 2%.

Figura 2.- los productos amplificados

El carril PM corresponde al marcador de 100 pb (Lucigen), los carriles 3, 5, 7, 8,9
y 10 corresponden a individuos con el genotipo GSTM1+/ GSTT1+ (presencia de
las bandas de 215 pb y 480 pb, respectivamente); los carriles 1 y 4 corresponden
a individuos con el genotipo GSTM1-/GSTT1+ (presencia de la banda de 480 pb).
En todos los bolsillos se observa la presencia del control interno, Albumina (350
pb).

Andlisis Estadistico: La frecuencia alélica de los genes, asi
como las combinaciones genotipicas, se obtuvo por contaje
directo a partir de los fenotipos asignados a cada individuo.
Para evaluar las diferencias y establecer la asociacion se
calcularon valores de significancia (probabilidad p < 0,05)
mediante la prueba exacta de X2 Mantel-Haenszel y Odds
Ratio (OR) intervalos de confianza (95%). La base datos y los
calculos fueron procesados utilizando el paquete estadistico
SPSS Statistics 20.0.
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Resultados

La tabla 3 muestra la distribucién de los alelos del gen GSTM1
(alelo presente +, alelo nulo -), el gen GSTT1 (alelo presente +,
alelo nulo -) y las posibles combinaciones GSTM1/ GSTT1 en
individuos sanos y con EHGNA incluidos en el estudio. En los
controles la frecuencia de los alelos GSTM1-y GSTT1- (32.3%
y 8,9%, respectivamente) fue mayor que en los pacientes con
EGHNA (25.5% y 1.9%, respectivamente). Se observd cuatro
combinaciones de genotipos en los controles
(GSTT1+/GSTM1+, GSTT1+/GSTM1-, GSTT1-/GSTM1+ vy
GSTT1-/GSTM1-), mientras que en EGHNA sélo se observo
tres de ellas (GSTT1+GSTM1+, GSTT1+/GSTM1-, GSTT1-
/GSTM1+). Se evidencié una frecuencia significativamente
menor del alelo GSTT1- en los pacientes con EHGNA con
respecto a los controles (1.9% versus 8.9%, respectivamente,
OR: 0.19, 1C95%: 0.03-1.24, p= 0.02). La ausencia de la
combinacién GSTT1-/GSTM1- en los pacientes con EHGNA
con respecto a los controles (0% versus 11.7%,
respectivamente, OR=0.06, IC95%: 0.002-1.27, p= 0.001).

Tabla 3. Distribucion de frecuencia de los alelos nulos de
GSTT1 y GSTML1 y sus posibles combinaciones en pacientes
con EHGNA y controles.

Allos ey Coan cew
GSTM1 + (242_2%) (17_65%) (0.571.—54.06) 020
GSTMI - o @23 ©al-iee O
GSTT1 + (485%%) (411,‘21%) (o.ecl)'fzz.sg) 0-24
GSTT1 - (1;%) (8,3%) (0.003'391.24) 0.02
Combinaciones EHCNA Controles o P
(n=53) (n=17) IC 95%
T1+/M1+ ( 452_§%) (29_54%) (0.611 ?86.43) 012
T1-/M1- (0(34,) (11.27%) (0.08 fiz?) 0.00
T1+/M1- (502_;%) (52_99%) (0.3? ?22.75) 044
T1-/M1+ (3_5%) (5_;%) (0.05?f27.38) 0.35

La frecuencia estd expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre
paréntesis indican el numero de veces que se repite el alelo o el nimero de
individuos portadores del genotipo para el sitio polimorfico estudiado. OR: Odds
Ratio, IC: intervalo de confianza 95%, p< 0.05: significativo.

En la tabla 4, se muestra la distribuciéon de los alelos del gen
GSTM1 y combinaciones en pacientes con y sin sindrome
metabdlicos (SM) incluidos en el estudio. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas y los valores de OR
no indican una relacion entre la variabilidad de los genes
GSST1 y GSTM1 y el sindrome metabdlico. Sin embargo,
observamos una frecuencia incrementada, aunque nho
estadisticamente significativa, de la combinacién GSTT1 +/
GSTM1+ (OR: 2.68; 1C95%: 0.78 — 9.18).
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Tabla 4. Distribucién de frecuencia de los alelos nulos de
GSTT1 y GSTM1 y sus posibles combinaciones en los
individuos con y sin Sindrome Metabdlico.

Alelos SM No SM OR p
(n=36) (n=17) IC 95%
35 16 1.06 0.44
GSTTL + (48.6%) (47.1%) (0.47 - 2.4)
20 6 1.79
GSTML + (27.8%) @a76%)  (064-498) OB
1 1 0.46
GSTTL - (1.4%) (2.9%) ©o02-766)  02°
16 11 0.59
ESmiL - (22.2%) (32.4%) (029-148 %13
Combinaciones S N® 1 Ol p
(n=36) (n=17) IC 95%
19 5 2.68
Ul (52.8%) (29.4%) ©78-918 %06
16 ik 0.43
AL (44.4%) (64.7%) ©013-143 008
1 1 0.45
UL (2.8%) (5.9%) ©o02-777) 028
0 0
T1/M1- @ W - -

La frecuencia estd expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre
paréntesis representan el nimero de individuos portadores del genotipo para el
sitio polimérfico estudiado o el nimero de veces que se repite el alelo. SM:
sindrome metabdlico, OR: Odds Ratio, IC: intervalo de confianza, p: probabilidad,
p< 0.05: significativo.

Se observé diferencias significativas al comparar las
frecuencias de los polimorfismos estudiados entre pacientes no
obesos con y sin sindrome metabdlico (Tabla 5).

Tabla 5. Distribucién de frecuencia de los alelos nulos de
GSTT1 y GSTM1 y sus posibles combinaciones en los
individuos no obesos con y sin Sindrome Metabdlico.

No No
Alelo/ obesos obesos OR .
Combinacion  con SM sin SM IC 95% p Sletnil 27
(n=24) (n=3)
0.08 0.03
GSTT1 - 2(1;/" 1?'17)% (0.00— Proteccion
1.98)
9.66 0.01
0,
T1+/M1+ 5?1'3')& 0 (0.44 - Susceptibilidad
207.73)
0.08 0.03
T1-/M1+ 42% - 333% 5003 Proteccion
@ @ “10s)

La frecuencia estd expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre
paréntesis representan el niumero de individuos portadores del genotipo para el
sitio polimérfico estudiado o el nimero de veces que se repite el alelo. SM;
sindrome metabdlico, OR: Odds Ratio, IC: intervalo de confianza, p: probabilidad,
p< 0.05: significativo.

El alelo GSTT1- se esta incrementado en los pacientes no
obesos sin SM con respecto a los no obesos con SM (OR: 0.08,
1C95%: 0.006-1.97, p= 0.03), confiriendo la presencia del
mismo, proteccion contra el desarrollo de SM en los pacientes
no obesos. Se aprecid una frecuencia incrementada de la
combinacion GSTT1+/GSTM1+ (OR: 9.66; 1C95%: 0.44 -
207.73, p=0.001) en los no obesos con SM con respecto a los
nos obesos sin SM, sugiriendo que los pacientes no obesos con
esta combinacion tienen ~10 veces mayor posibilidades de
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desarrollar el sindrome metabdlico. Se confirmé una frecuencia
incrementada de la combinacion GSTT1-/GSTTM1+ en los
pacientes no obesos sin SM con respectos a los no obesos con
SM (OR: 0.08, 1C95%: 0.003 — 1.98, p= 0.03) sugiriendo que la
presencia de dicha combinacion confiere proteccion contra el
desarrollo del SM.

Discusion

Considerando que el estrés oxidativo juega un papel importante
en la patogénesis de las alteraciones vasculares, resistencia a
la insulina y la produccion de energia alterada, se ha propuesto
como un factor desencadenante de los procesos bioquimicos
gue acompafian al sindrome metabdlico y la progresién de la
EGHNAIL,

Los resultados del presente estudio, demuestran que el alelo
GSTT1 nulo y la combinacién GSTT1-/GSTML1- parecen estan
asociados con proteccion para el desarrollo EGHNA y sindrome
metabdlico en individuos no obesos, mientras que la
combinacion  GSTT1+/GSTM1+ estd asociado con
susceptibilidad a desarrollar sindrome metabdlico en individuos
no obesos.

Estudios realizados en Latinoamérica han mostrado una
frecuencia incrementada del alelo GSTM1 nulo (GSTM1-) en la
poblacién general, siendo mas alta en México y Venezuela, con
valores de 42.6% y 51%, respectivamente. Para el polimorfismo
GSTT1 nulo, reportan frecuencias de 9.6 en México %y 11 %
en Venezuela. Para la combinacion de los dos alelos nulos se
reportaron en México un 4.2 %415,

La ausencia de la actividad de las enzimas codificadas por los
genes GSTM1y GSTT1 sera compensada por otras isoenzimas
de la familia GST, debido a que estas enzimas presentan altos
niveles de homologia de secuencia y actlan sobre los mismos
sustratos?®. Por lo tanto, es relevante estudiar la variabilidad de
los distintos genes GST y establecer haplotipos que pudiesen
explicar la susceptibilidad y/o proteccién conferida por los
polimorfismos de estos genes a desarrollar esta patologia
hepética.

En relacién a la asociacion de estos genes con EGHNA, un
estudio reciente sugiere que el polimorfismo GSTM1- y
polimorfismo funcional lel05Val del gen GSTP1+ pueden
contribuir a la vulnerabilidad a NAFLD en una muestra de
sujetos iranies!®. Los polimorfismos de los genes xenobidticos
(GSTM1 y GSTP1) y proinflamatorios se asocian con EGHNA
en la poblacion irani y parece ser una herramienta util para la
prevencion y atenciong. En el presente estudio no se encontré
asociacién de riesgo o proteccion entre los polimorfismos
estudiados y la esteatohepatitis (datos no mostrados).

En la poblacion estudiada el 67.92% (36) de los pacientes con
EHGNA presentan sindrome metabdlico, mientras que en un
32.07% (17) de los pacientes y el 100% de los controles el
sindrome metabdlico estd ausente. El Sindrome metabdlico
predomind en el grupo de pacientes no obesos con sobrepeso
(37.73%) en comparacion con los pacientes obesos (22.64%) y
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los no obesos sin sobrepeso (7.54%). No se observo asociacion
entre los polimorfismos estudiados y otras variables del
sindrome metabdlico.

Tomando en cuenta la alta heterogeneidad de la variabilidad de
los genes GSTM1y GSTT1 que ha sido descrita en estudios de
poblacionales clasificados por regidon geografica y grupos
étnicos, es importante estimar las frecuencias de estos
polimorfismos en distintos estados de Venezuela, debido a que
la poblacién venezolana es producto del mestizaje de una
poblacién amerindia original, la cual ha recibido genes europeos
y africanos en distinta proporcién, de acuerdo al area geografica
gue se considere.

Los genes GST estan organizados en grupos cromosémicos, y
en su mayoria son genes altamente polimérficos, observandose
con mayor frecuencia los polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) y con menor frecuencia, eliminaciones!®. En base a esto,
los resultados obtenidos pueden comprenderse considerando el
hecho de que los genes GSTT1 y GSTM1 presentan
polimorfismos que generan alelos funcionales que pudiesen
disminuir la actividad enzimatica y, por tanto, explicar las
asociaciones observadas con la susceptibilidad o proteccién a
desarrollar sindrome metabdlico en pacientes no obesos.

Conclusioén

Los resultados obtenidos en el presente estudio, sugieren que
el alelo GSTT1- y la combinacion GSTT1-/GSTM1- confieren
una posible proteccion contra el desarrollo de la enfermedad de
higado graso no alcohdlico en la poblacién estudiada. Se
recomienda ampliar el tamafio de muestra, determinar otros
polimorfismos asociados a los genes GSTT1 y GSTM1 asi
como realizar un estudio en individuos venezolanos procedentes
de distintas regiones del pais.
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