Universidad deValladolid

~—<2SDUVa

Escuela de Doctorado Universidad de Valladolid

PROGRAMA DE DOCTORADO EN INVESTIGACION EN CIENCIAS DE LA SALUD

TESIS DOCTORAL:

ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y
GENOTIPICAS EN PACIENTES CON HIGADO GRASO NO
ALCOHOLICO CON SOBREPESO VS. OBESIDAD

Presentada por
Beatriz Burguefio GOmez

Para optar al grado de Doctora por la Universidad de Valladolid

Dirigida por:
Dra. Rocio Aller de la Fuente

Valladolid, 2023






A mis padres






En primer lugar, me gustaria agradecer a los Doctores Rocio Aller y Daniel
de Luis por su tiempo dedicado, sus consejos, su paciencia, su motivacion, su

buen hacer, y la oportunidad de poder emprender este proyecto.

A mis compairieros del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, y en
especial a mis compaieras de Residencia con las que empecé la aventura, habéis

sido un apoyo clave en estos afos, ademas de grandes amigas.

A mis compaiieros del Hospital Universitario Rio Hortega, donde he encon-

trado a personas que han sido todo un ejemplo.
También quiero agredecer el apoyo incondicional de mis padres, sin voso-
tros nada de esto hubiera sido posible, infinitas gracias por todo vuestro sacrifi-

cio y por creer en mi.

A mis amigos del alma, y casi familia, por sus animos y su comprension,

gracias por ayudarme en este camino.

A todos, muchas gracias.

Vil






CONCEPTO E HISTORIA NATURAL DEL HIGADO GRASO
NO ALCOHOLICO (HGNA) Y ESTEATOHEPATITIS ...........

Concepto .......

Historia natural

EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO................

Epidemiologia . .

Factores de riesgo asociados a HGNA y su epidemiologia ... ...
Diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) ...................

Hipertensidn arterial ................. .. .. .. .. ...

Obesidad ...

Sindrome metabOlico. ...t

PATOGENIADELHGNA ......ciiiiiiiiiiiiiiiineens

Nivel extrahepatico.......... ..o

Obesidad e inflamacion . ......coovvene ...

Distribucion delagrasa ..........................

Estado proinflamatorio: citoquinas y adipocitoquinas.

RIy desarrollo de esteatosis. . .............ccovuiinn...

Nivel hepatico . .

Cambios en el metabolismo lipidico y lipotoxicidad. . .. ...

Estrés oxidativo . . .. oot et

Disfunciéon mitocondrial. . ...,

Estrés del reticulo endoplasmico (RE) ..............

Peroxidacion lipidica ............ ... ... oLl

Déficit de antioxidantes ..............covvv....

Papel de la microbiota y disbiosis intestinal: eje

intestino-higado

w

e o NN

10

13

16
17
17
17

25
28
29
31
31
31
32
34

35



DIAGNOSTICODELHGNA. ........coiiiiiiieiiiiinee,
Pruebas de laboratorio............... ... ... ool
Pruebasdeimagen ......... ... .. .. .. il

Ecografia abdominal. ............... . ..ol
Tomografia computerizada (TC) .......................
RM: imagen y espectroscopia..............ooiiiun...
DeMILI® (Detection of Metabolic-Induced Liver Injury) . . ..
Métodos elastograficos. ...,
Diagnostico histoldgico . ...............o ool
Combinacién de marcadores séricos y clinicos para la

prediccion de HGNA: Indices no invasivos . . ....................

TRATAMIENTODELHGNA ...ttt
Efectos dela pérdidadepeso ...l
Tratamiento dietético.......... ... .. ..o il
Efectos del ejercicio fisico ...t
Tratamiento farmacologico............. ... .ot

Farmacos para frenar progresion: EHNA vy fibrosis. . ... ...
Farmacos para controlar factores de riesgo y comorbilidades
Otros tratamientos . .......... ..o
Cirugfa baridtrica ........... ... . ool
Endoscopia bariatrica y metabdlica.....................

Trasplante hepatico. ....... ...,

Diseiodel estudio .........coitiiiiii i
Ambito de realizacion . ...
Poblacionde estudio ..........cviiiiii i
Criterios de inclusién y exclusion . .........................

Variables estudiadas. ...

35
36
36
36
37
37
38
38
39

4]

44
44
45
46
47
47
50
51
51
52
53

67
67
67
68
69



Variables epidemiologicas ............ ...l
Variables clinicas . .......... ..ol

Variables antropométricas ............. ...,

ANALISIS DESCRIPTIVO . ...t eee e eieeeeene

Caracteristicasbasales ..ot

ESTADISTICA INFERENCIAL . ........ooviiaiainnnn.,

Caracteristicas de la muestra en funcién del indice de masa
corporal (sobrepeso vs obesidad) . ......................
Factores asociados a la presencia de ESTEATOHEPATITIS
en la biopsia hepatica en pacientes con sobrepeso y
Enfermedad por higado graso no alcohdlico .............
Andlisis univariante............... .. ..o

Analisis multivariante. Factores asociados a la

esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso.................

Factores asociados a la presencia de FIBROSIS hepitica en
pacientes con sobrepeso y Enfermedad por higado graso no
alcohdlico ............ i
Andlisis univariante. ........... ... .. .. oo
Analisis multivariante................. ... ...
Factores asociados a la presencia de ESTEATOHEPATITIS
en la biopsia hepatica en pacientes con OBESIDAD y
Enfermedad por higado graso no alcohdlico .............
Andlisis univariante. . .......... .. ..o
Andlisis multivariante................ .. .. ...
Factores asociados a la presencia de FIBROSIS hepitica en
pacientes con OBESIDAD y Enfermedad por higado graso
no alcohdlico ............ ... il
Analisis univariante. ............ .. ... oL

Analisis multivariante. . ............oooviiiii...

69
69
69

99
99
107

107

117
117

123

124
124
129

129
129
135

135
135
141

X



Xil

Aspectos generales. .......... ... ... i
Hallazgos histolégicos en relacion con el IMC en nuestra
muestra de pacientescon HGNA. .................. ... ...
Presencia de SM y factores de riesgo cardiovascular: relacion
con el IMC en nuestra muestra de pacientes con HGNA ..........
Relacion entre las variables analiticas estudiadas y el indice de
masa corporal en nuestra muestra de pacientes con HGNA........
Antropometria y su relacion con el IMC en nuestra muestra de
pacientescon HGNA. ... ... .. i
Adherencia a la dieta Mediterranea y su relacion con el IMC en
nuestra muestra de pacientes con HGNA. . ......................
Indices nO iNVASIVOS . . .« ..ot et

Papel de las adipocitoquinas en relacion con el IMC en el

Adiponectina . ... i
Leptina. .. ..o e
Resistina ...
Polimorfismos de los genes PNPLA3 y TNFa: relacion con
nuestra muestra de pacientes con HGNA obesos vs sobrepeso y los
hallazgos histologicos ...
PNPLA3 .
TNFalfa.........cooo i

145

146

148

151

154

155
160

161
161
162
164

165
166
167



Definicién de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (1999). ...

Definicion del Programa Nacional de Educacién en Colesterol
(NCEP-ATP III) (National Cholesterol Education Program — Adult
Treatment Panel IIT) (2001).. . ....vri it

NAS- SCOTE ittt

Variables antropométricas realizadas. m: metro, Kg: kilogramo, cm:

centimetro, IMC: Indice de masa corporal, ICC: indice cintura-cadera, mm:

milimetro, mm: MiliMELros. . ...

Resumen de las variables analizadas por BIA (andlisis de impedancia
bioelécrica) *L: litros; Kg: kilogramos; %: porcentaje del total, Kcal:
kilocalorias. . ...

Valores de referencia de las variables examinadas en el laboratorio.
PCR: proteina C reactiva; g: gramos; mg: miligramos; pg: microgramos;
UI: unidades internacionales, ng: nanogramos, dL: decilitros, ml:
MULLETOS.. .. e

Concentraciones del calibrador enbasealvial......................
Cuestionario de adherencia a la dieta mediterranea (PREDIMED). . ..

Variables (micro y macronutrientes) analizadas respecto a la
composicion de la dieta, g:;gramos, mg: miligramos. . ..................

NAS-scorede Kleiner. ...........oviiiiiiiiiiiiiiiiiiaannn.
Estadiaje de fibrosis. .........coovuiniiii i

Factores de riesgo cardiovascular presentados por la NCEP- ATP III,
con sus pertinentes limites. FRCV: factores de riesgo cardiovascular;
TAS: tension arterial sistélica; TAD: tension arterial diastolica; ': limite
por encima del cual se considera patoldgico; % limite por debajo del cual
se considera patolOgico. ..... ... i

14

14
40

69

74

75
81
86

87
90
90

92

X



Xiv

Variables epidemioldgicas de nuestra muestra.. ....................
Nuamero de criterios segin ATP III para la definicion de SM. ... .....
Pacientescon DM-2........o i
Medidas de TA sistolica y diastdlica................oooviiiiio....
Pacientescon HTA.......... .. ... o i,
Variables bioquimicas de nuestra muestra de pacientes..............

Variables antropométricas incluidas en nuestro estudio. IMC: indice
de masa corporal. ICC: indice cintura cadera. ........................

Evaluacién nutricional con cuestionario de adherencia a dieta
mediterrdnea (cuestionario MEDAS - Mediterranean Diet Adherence
Screener- PREDIMED). .. ..ottt

Proporcion de macronutrientes (proteinas, grasas e hidratos de
carbono), vitamina E, calorias de la dieta y gasto energético basal.. ... ...
Medias de los valores de los indices no invasivos (FLI: Fat liver
index, LAP: Lipid acumulation product, NAFLD ES: Non alcoholic fatty
liver disease, FIB4: Fibrosis 4). ...ttt
Esteatosis (<5% = 0, de 5a 33% = 1,> 33 al 66% = 2,> 66% = 3)......
Balonizacién o degeneracién hidrépica (ninguna célula = 0; pocas
células balonizadas = 1, muchas células / balonizacion prominente = 2).. .
Inflamacién lobular (sin focos = 0, <2 focos de 200 por campo = 1;

de 2 a4 de 200 focos por campo = 2; > 4 focos de 200 por campo = 3)... ..

Esteatohepatitis (aquel paciente que presentara al menos un
grado 1 de las tres siguientes caracteristicas: esteatosis, balonizacién e
inflamacion lobular).. . ... ... e
Fibrosis (sin fibrosis= 0, perisinusoidal o periportal= 1,
perisinusoidal y portal/ periportal= 2, puentes de fibrosis= 3, cirrosis con
o sin fibrosis perisinusoidal=4). ....... ... .. ... i
Niveles de adipocitoquinas en plasma.. .. .............ocovvvn...
Genotipos: polimorfismos de los genes PNPLA3 y TNFa estudiados
en nuestra muestra de pacientes.. .. ...
Caracteristicas epidemioldgicas en funcién de IMC: sobrepeso vs.
obesos. Edad y seX0. . ....oouiii

DM2 en funcién de obesos vs. sobrepeso diagnosticados de EHGNA

Presencia de SM en funcién de ambos grupos: pacientes con
sobrepeso vs. obesidad diagnosticados de EHGNA. ...................

100
100
100
101
101

102

102

103

103

104

104

105

105

106

106

107

108
108

109



Tension arterial sistdlica y diastélica segiin IMC: obesos vs.
sobrepeso con EHGNA. . ... ... .o

Niveles de los diferentes parametros bioquimicos analizados segun
pacientes con sobrepeso vs. obesos con EHGNA. Valores expresados
comomediatDS.. ... .

Parametros antropomeétricos en funcion de pacientes con sobrepeso
vs. obesos con EHGNA. ICC: indice cintura-cadera....................

Evaluacion nutricional con cuestionario de adherencia a dieta
mediterrdnea (cuestionario MEDAS - Mediterranean Diet Adherence
Screener-) en funcién de pacientes con sobrepeso vs. obesos con

Proporcion de macronutrientes (proteinas, grasas e hidratos de
carbono), vitamina E, calorias de la dieta y gasto energético basal en
funcién de pacientes con sobrepeso vs. obesos con EHGNA. (g= gramos,
kcal= Kilocalorias). .. ....uuuur e

Indices no invasivos en funcién de pacientes con sobrepeso vs.
obesos con EHGNA (FLIL Fat liver index, LAP: Lipid acumulation
product, NAFLD FS: Non alcoholic fatty liver disease, FIB4: Fibrosis 4).. .

Parametros histoldgicos en pacientes con sobrepeso vs. obesos
diagnosticados de EHGNA. . ....... ...t

Adipocitoquinas segtin grupo de pacientes obesos vs. sobrepeso
diagnosticados de EHGNA. Valores expresados como media +DS. ......

Polimorfismos de los genes PNPLA3 y TNFa segtin pacientes con
sobrepeso vs. obesos con EHGNA.......... ... ...,

Andlisis univariante de factores epidemidlogos asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.. .

Analisis univariante de los factores de riesgo cardiovascular y
metabolicos asociados a la esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso
diagnosticados de EHGNA.................ooiiiiiiiiiiiii i,

Andlisis univariante de factores bioquimicos asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.. .

Analisis univariante de los factores antropométricos asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.. .

Andlisis univariante de los factores nutricionales medidos mediante
el cuestionario MEDAS asociados a la esteatohepatitis en pacientes con
sobrepeso diagnosticados de EHGNA.. .................c.oiia...

109

110

111

112

112

113

114

115

116

117

118

119

120

120

XV



Xvi

Analisis univariante de las proporciones de los diferentes
macronutrientes analizados, vitamina E, calorfas de la dieta y gasto
energético basal asociados a la esteatohepatitis en pacientes con
sobrepeso diagnosticadosde EHGNA..................... .. .. .....

Andlisis univariante de las medidas de los indices no invasivos
asociados a la esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados
de EHGNA. (FLI: Fat liver index, LAP: Lipid acumulation product, NFS:
Non-alcoholic fatty liver disease fibrosis score, FIB4: Fibrosis 4). ........

Andlisis univariante de las adipocitoquinas analizadas asociadas a la
esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.. .

Analisis univariante de los polimorfismos de riesgo de PNPLA3
y TNFa asociados a la esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso
diagnosticados de EHGNA. . ....... ...,

Andlisis multivariante del HOMA-IR asociado a la esteatohepatitis
en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.................

Andlisis multivariante de los factores nutricionales medidos
mediante el cuestionario MEDAS asociados a la esteatohepatitis en
pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA. ..................

Analisis univariante de factores epidemi6logos asociados a la fibrosis
hepatica en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA..........

Analisis univariante de los factores de riesgo cardiovascular y
metabolicos asociados a la fibrosis hepatica en pacientes con sobrepeso
diagnosticados de EHGNA......... .. .. ... . ... i,

Andlisis univariante de factores bioquimicos asociados a la fibrosis
en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.................

Andlisis univariante de los factores antropométricos asociados a la
fibrosis hepatica en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA..

Analisis univariante de los factores nutricionales medidos mediante
el cuestionario MEDAS asociados a la fibrosis en pacientes con sobrepeso
diagnosticados de EHGNA. . ... ... ..o i,

Andlisis univariante de las proporciones de los diferentes
macronutrientes analizados, vitamina E, calorfas de la dieta y gasto
energético basal asociados a la fibrosis en pacientes con sobrepeso
diagnosticados de EHGNA......... .. ...,

Analisis univariante de las medidas de los indices no invasivos
asociados a la fibrosis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de
EHGNA. (FLI: Fat liver index, LAP: Lipid acumulation product, NFS:
Non-alcoholic fatty liver disease fibrosis score, FIB4: Fibrosis 4). ........

121

121

122

122

123

123

124

124

125

126

126

127

127



Analisis univariante de las adipocitoquinas analizadas asociados a la
fibrosis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA..........

Analisis univariante de los polimorfismos de riesgo de PNPLA3
y TNFa asociados a la fibrosis hepética en pacientes con sobrepeso
diagnosticados de EHGNA. .. ... ... ..ot

Analisis multivariante del factor bioquimico HOMA-IR como factor
asociado a fibrosis hepatica en pacientes con sobrepeso diagnosticados
de EHGNA vy de los factores nutricionales medidos mediante el
cuestionario MEDAS asociados a la fibrosis en pacientes con sobrepeso
diagnosticados de EHGNA......... ... ...,

Analisis univariante de factores epidemidlogos asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA. ..

Analisis univariante de los factores de riesgo cardiovascular y
metabolicos asociados a la esteatohepatitis en pacientes con obesidad
diagnosticados de EHGNA. . ... ... ..ot

Andlisis univariante de factores bioquimicos asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA. ..

Andlisis univariante de los factores antropométricos asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.
IMC: indice de masa corporal. ...t

Andlisis univariante de los factores nutricionales medidos mediante
el cuestionario MEDAS asociados a la esteatohepatitis en pacientes con
obesidad diagnosticados de EHGNA. ...............cooiiiiiiinn...

Analisis univariante de las proporciones de los diferentes
macronutrientes analizados, vitamina E, calorias de la dieta y gasto
energético basal asociados a la esteatohepatitis en pacientes con obesidad
diagnosticados de EHGNA. .. ........ ..ot

Andlisis univariante de las medidas de los indices no invasivos
asociados a la esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados
de EHGNA. (FLIL: Fat liver index, LAP: Lipid acumulation product, NFS
Non-alcoholic fatty liver disease fibrosis score, FIB4: Fibrosis 4). ... .....

Andlisis univariante de las adipocitoquinas analizadas asociados a la

esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA. ..

Analisis univariante de los polimorfismos de riesgo de PNPLA3
y TNFa asociados a la esteatohepatitis en pacientes con obesidad
diagnosticadosde EHGNA...... ...,

128

128

129

129

130

131

132

132

133

133

134

134

Xvil



Xxvii

Analisis multivariante del HOMA-IR asociado a la esteatohepatitis
en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA. ................
Analisis univariante de factores epidemidlogos asociados a la fibrosis
hepatica en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA..........
Analisis univariante de los factores de riesgo cardiovascular y
metabolicos asociados a la fibrosis hepatica en pacientes con obesidad
diagnosticados de EHGNA ... ... ...,
Andlisis univariante de factores bioquimicos asociados a la fibrosis
en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA. ................
Analisis univariante de los factores antropométricos asociados a la
fibrosis hepatica en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.. .
Analisis univariante de los factores nutricionales medidos mediante
el cuestionario MEDAS asociados a la fibrosis en pacientes con obesidad
diagnosticados de EHGNA.................oooiiiiiiiiii ..
Andlisis univariante de las proporciones de los diferentes
macronutrientes analizados, vitamina E, calorias de la dieta y gasto
energético basal asociados a la fibrosis en pacientes con obesidad
diagnosticados de EHGNA. . ... ... ..o i,
Analisis univariante de las medidas de los indices no invasivos
asociados a la fibrosis en pacientes con obesidad diagnosticados de
EHGNA. (FLI: Fat liver index, LAP: Lipid acumulation product, NFS
Non-alcoholic fatty liver disease fibrosis score, FIB4: Fibrosis 4). ... .....
Andlisis univariante de las adipocitoquinas analizadas asociados a la
fibrosis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA...........
Analisis univariante de los polimorfismos de riesgo de PNPLA3
y TNFa asociados a la fibrosis hepatica en pacientes con obesidad
diagnosticados de EHGNA. . ... ... ..o i,
Andlisis multivariante para la edad asociado a la fibrosis en pacientes
con obesidad diagnosticados de EHGNA, y de los factores nutricionales
medidos mediante el cuestionario MEDAS asociados a la fibrosis en
pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA. ...................

MedDietScore, cuestionario utilizado para evaluar la adherencia a
la dieta mediterranea en el estudio griego ATTICA (243). El rango de
la puntuacién de la dieta estd entre 0 y 55. Los valores mas altos de la
puntuacion de la dieta sugerida indican una mayor adherencia a la dieta

MediterTanea. . ... ... i

135

135

136

137

138

138

139

140

140

141

141

159



Historia natural de EHGNA. El término EHGNA engloba un amplio
espectro de escenarios, desde el simple depdsito de grasa (“higado graso”
o esteatosis) hasta la EHNA, la fibrosis y la cirrosis con sus consecuencias
clinicas. A pesar de la alta prevalencia de EHGNA en la poblacién general,
la gran mayoria de los pacientes presentan esteatosis simple, que no se
relaciona con una menor supervivencia. Solo el 5-10% de los pacientes
diagnosticados con EHGNA desarrollarin EHNA y el 30% de estos
desarrollaran cirrosis, de estos tras 10 afos del diagnéstico de cirrosis, 5-10%
presentaran descompensaciones hepaticas y 1-5% desarrollaran CHC. .....
Prevalencia global y regional de EHGNA entre pacientes con DM2.
Los datos se muestran como prevalencia (IC del 95 %). ................
Prevalencia obesidad Espaa: Estudio ENRICA 2012 (encuesta tIf) (48).
Estudio estudio ENPE, en poblacion representativa espaiola entre
25 y 64 afios, ha estimado la prevalencia de sobrepeso en 39,3%; de
obesidad en un 21.6%, siendo mayor entre los hombres (22,8%) que en
las mujeres (20,5%) y han evidenciado que ésta aumenta con la edad. ...
Prevalencia del SM en los Estados Unidos, 2003-2012. De 2003 a
2012, la prevalencia general del SM en los Estados Unidos fue del 33 %
(IC del 95 %, 32,5 %-33,5 %), con una prevalencia significativamente
mayor en mujeres que en hombres (35,6 % frente a 30,3 %,
respectivamente, P<.001) (55).. ..o veeintne i
Contribucién de los diferentes tipos celulares a la inflamacién local a
nivel del tejido adiposo. ..............
Contribucién del tejido adiposo blanco (WAT) a la obesidad y sus
complicaciones metabdlicas y vasculares asociadas. ...................
Rutas moleculares que componen el estrés oxidativo y la respuesta
inflamatoria con la labor de la insulina. IRS-1 e IRS-2 son moléculas
activadas por el receptor de insulina. Los pacientes obesos presentan
altos niveles de TNF-aq, IL-6, lipidos y ROS, que activan receptores y
cinasas (IKK, PKC y JNK) que fosforilan residuos de serina en las IRS1
e IRS-2. Como resultado la sealizacion de la insulina se ve inhibida.
IRS: Sustratos del Receptor de Insulina; JNK: JUN-amino terminal; ROS:
especies reactivas de oxigeno; AP-1: proteina activada-1; IKK: cinasa beta
del inhibidor del factor kappa B; NF-kB: Factor Nuclear kappa B; LXR:
Receptor X del higado. ...

10
12

12

15

18

20

XX



Modelo de metabolismo de lipidos hepéticos, inflamacién y fibrosis.
El contenido de lipidos hepaticos es un equilibrio entre la captacién y la
sintesis de lipidos y la eliminacién/exportacién de los mismos. ......... 30

1) Al desencadenar los radicales libres del oxigeno (RLO) la
peroxidacion lipidica, la liberacién de malondialdehido (MDA) y de
4-hidroxinonenal (HNE) causa toxicidad directa. Tanto MDA y HNE
producen reacciones inmunitarias al acoplarse covalentemente a las
proteinas, también intervienen en la formacion de los cuerpos de
Mallory, formados por la agregaciéon de monémeros de citoqueratinas,
asi como una mayor sintesis de colageno por parte de las células
estrelladas. 2) Los RLO estimulan la formacién de citosinas por parte de
las células de Kupffer y por los hepatocitos. El factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento tumoral beta (TGF-f) activan
caspasas y la lisis de los hepatocitos. El TGF-p también impulsa la sintesis
de colageno por las células estrelladas. El HNA y la interleucina o (IL-

8) favorecen la quimiotaxis de los nettrofilos. 3) Los RLO originan
la expresion de ligandos Fas en los hepatocitos; los ligandos Fas de un
hepatocito tienen la capacidad de interaccionar con los ligandos de otros

hepatocitos activando el programa de apoptosis entre ellos.............. 33
Imagen histoldgica de los diferentes estadios de HGNA. .......... 41
Métodos no invasivos de diagndstico de esteatosis en el HGNA (8). 41

Caracteristicas metodoldgicas de los estudios incluidos en el

metaanalisis llevado a cabo por Yan-Yan Maycol. (189) ............... 49
Realizacion de bioimpedanciometria. ................ ... ..... 71
Interpretacién de bioimpedanciometria. ............... ... .. ..... 72
Procedimiento para la determinacion del valor de adiponectina. . . .. 79
Procedimiento para la determinacién del valor de resistina. ........ 83

Realizacion de biopsia hepatica percutanea con aguja de biopsia tipo
Menghini ... 88



El estado metabdlico impacta en el riesgo de lesion hepatica en
pacientes EGHNA mas alld delaobesidad. ..........................

Predictores independientes de fibrosis hepatica. La figura muestra
el odds ratio con un intervalo de confianza del 95 % de los predictores
independientes en el analisis multivariante para (a,b) fibrosis significativa
y (c,d) fibrosis avanzada. (a,b) El modelo 1 no incluye SM y el modelo
2 lo incluye. (c,d) El modelo 1 no incluye la diabetes y el modelo 2 la
incluye. ALT, alanina aminotransferasa; IC: intervalo de confianza;
HOMA-IR, modelo de homeostasis para la RI; MS, SM; EHNA,
esteatohepatitis no alcohélica; TCH, colesterol total.. . .................

Piramide de la dieta mediterranea (244).................. ... .....

Niveles plasmaticos de adiponectina, resistina y leptina (pg/ml) en
sujetos delgados (n = 24), con sobrepeso (n = 30) y obesos (n = 50). ... ...

150

153
158

163

XXI






XX

INDICE DE ABREVIATURAS

AASLD American Association for the Study of Liver Diseases
ACT Agua corporal total

AEC Agua extracelular

AGL Acidos grasos libres

AIC Agua intracelular

ALT: Alanino aminotransferasa

ARFI: Acoustic Radiation Force Impulse

ARNm Acido ribonucleico mensajero

AST Aspartato aminotransferasa

ATP III Adult Treatment Panel

AUROC Area under the receiver operator characteristic curve
BAT Tejido adiposo pardo

BIA Impedancia bioeléctrica

CAP Control Attenuation Parameter

CEH Células estrelladas hepaticas

CHC Carcinoma hepatocelular

CK-18 Citoqueratina -18

DeMILI® Detection of Metabolic-Induced Liver Injury
DGAT2 Diacylglycerol acyltransferase 2

DL Dislipemia

DM-2 Diabetes mellitus tipo 2

DS Desviacion estandar

ECV Enfermedad cardiovascular

EDTA Acido etilenodiaminatetraacético

EHGNA Enfermedad por higado graso no alcohélico

EHNA Esteatohepatitis no alcohdlica

ENPE Estudio Nutricional de la Poblacion Espafiola
ENRICA Estudio de Nutricién y Riesgo Cardiovascular en Espafia
FA Fosfatasa Alcalina

FIB-4 Fibrosis-4

FLI Fatty Liver Index




XXIV

P

ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y GENOTIPICAS

EN PACIENTES CON HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO CON SOBREPESO VS. OBESIDAD

FRCV Factores de riesgo cardiovascular
FXR Farnesoid X Receptor

GWAAs Genome-wide association studies
GGT Gamma-Glutamil Transferasa
GLP-1 Péptido similar al glucagén 1
GLUT-4 Glucose transporter type 4
HbAlc Hemoglobina glicosilada

HCUV Hospital clinico universitario Valladolid
HDL High Density Protein

HDL Lipoproteinas de alta densidad
HGNA Higado graso no alcoholico
HOMA-IR  Homeostatic Model Assesment insuline resistance
HSI Indice de esteatosis hepatica
HRM High-resolution melting analysis
HTA Hipertension arterial

IC Intervalo de Confianza

ICC Indice Cadera Cintura

IDF International Diabetes Federation
IKKb Quinasa IkB-b

IL-6 Interleucina-6

IMC Indice de masa corporal

IRS Insulin Receptor Substrate

JNK c-Jun N-terminal kinase

kPa Kilo pascales

LAP Liver Accumulation Product-
LDL Low Density Protein

LDN Lipogénesis hepética de Novo

LPS Lipopolisacaridos

MELD Model for End-stage Liver Disease
MG Masa grasa

MLG Masa libre de grasa

MM Masa magra

MTP Microsomal Transference Protein
NAFLD-FS  Non-alcoholic fatty liver disease fibrosis score




NCEP National Cholesterol Education Program

NF-kB Nuclear factor- kappaB

NFS NAFLD Fibrosis Score

NHANES National Health and Nutrition Examination Survey
NICE National Institute for Health and Care Excellence
Nrf2 Nuclear factor-erythroid-derived 2-related factor 2
OMS Organizaciéon Mundial de la Salud

OR Odds Ratio

PCR Proteina C reactiva.

PNPLA3 Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3
POSES Primary Obesity Surgery Endolumenal

PPAR Perosyxomel proliferator activated receptors
PREDIMED  Prevencion con dieta mediterranea

PUFA Acidos grasos poliinsaturados

RE Retidulo Endosplasmatico

RI RI

RLO Radicales libres de oxigeno

RM Resonancia Magnética

SAF Esteatosis, actividad y fibrosis

SEEDO Sociedad Espaiiola para el Estudio de la Obesidad
SGLT2 Cotransportador 2 de glucosa y sodio

SM SM

SNP Polimorfismo de un tnico nucleétido

SREBP-1 Sterol regulatory element-binding protein 1

TAD Tension Arterial Diastdlica

TAS Tension Arterial Sistdlica

TC Tomografia computarizada

TG Triglicéridos

TLR Toll-like receptors

TNEF-a Tumor Necrosis Factor alfa

UBE Unidad de Bebida Estandar

UPR Unfolded Protein Response

VLDL Very Low Density Lipoprotein

WAT Tejido adiposo blanco







1. INTRODUCCION






El higado graso no alcohélico (HGNA) se caracteriza por la acumulacién de
grasa a nivel hepatico, después de excluir otras causas secundarias, fundamental-
mente el consumo significativo de alcohol. El HGNA abarca un amplio espectro
de enfermedad, desde la esteatosis simple a la esteatohepatitis hepatica cuando se
suman procesos inflamatorios, la cual puede degenerar a cirrosis y es probable-
mente una importante causa de cirrosis criptogenética, y la causa mds frecuente

de hepatopatia crénica en nuestro medio (1) (2) (3) (4).

El HGNA incluye un amplio espectro de lesiones histoldgicas que definiran
el estadio y severidad al diagnostico de la enfermedad (Figura 1.1). La esteatosis
simple es el primer estadio, el mas benigno y de curso habitualmente estable con
un bajo riesgo de evolucionar a fibrosis en 15 a 20 afios. El siguiente estadio es
la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), que se caracteriza por la presencia de
inflamacion y dafo celular con balonizacion de los hepatocitos; en este estadio es
mas probable la evolucion a fibrosis, pudiendo llegar a cirrosis hepatica e incluso
carcinoma hepatocelular (CHC). En estos pacientes con EHNA la progresion a
fibrosis también es lenta, evolucionando de un estado de fibrosis a otro mas avan-
zado en un periodo de 6-15 afos, si bien, existe un 20% de estos pacientes que

presentan una rapida progresion a fibrosis en el curso de 5 afios. (5)

Singh y col. realizaron en 2015 una revisién sistemdtica y metaanalisis de
11 estudios de cohortes que incluian un total de 411 pacientes diagnosticados de

HGNA por biopsia hepatica (150 pacientes con esteatosis y 261 con EHNA). Los



autores encontraron que los pacientes con EHNA progresaron a fibrosis en un
33.6% y observaron una mejoria de la fibrosis en un 22.3% de estos pacientes (6).
Otro estudio de 2016 de McPherson y col. que incluia 108 pacientes observaron
que el 44% que presentaban esteatosis simple en la biopsia inicial diagnostica
progresaba a EHNA, con una evolucion a fibrosis en un 37% y a fibrosis avanzada

en un 22% en un tiempo medio de seguimiento de 6.6 aflos (7).

La mortalidad asociada a HGNA depende del estadio de la enfermedad,
en los casos de pacientes con esteatosis simple existe un riesgo muy bajo de
muerte a los 10 afos; sin embargo, aquellos pacientes en estadios mas avanza-
dos como EHNA entre el 5-10% desarrollardn cirrosis descompensada y 1-2%
tendran CHC (5), ademas presentan una mortalidad estimada de 10-12% a los
10-15 anos del diagndstico (8). La mortalidad secundaria a hepatopatia de los
pacientes en estadio de EHNA se sitta hasta el 18% en comparacién con el 3%
sin EHNA a los 18.5 afos de seguimiento (9). Aquellos pacientes en estadio de
cirrosis hepatica el riesgo de presentar una complicacion en relacion a la hiper-
tension portal aumenta con los afios de evolucion, siendo del 17%, 23% y 52%
alos 1, 3y 10 afos (10); asi mismo su supervivencia desciende drasticamente
tras la presentacion de su primera descompensacion, con una supervivencia de

2 afios tras la misma (11).

La comorbilidad de los pacientes con HGNA, especialmente aquellos en es-
tadio de EHNA, va a condicionar su supervivencia. Los factores ambientales y
de estilo de vida juegan un papel importante en el desarrollo y progresion de la
enfermedad, estando estrechamente relacionada con la obesidad y la RI (RI) y, por
tanto, asociada al SM. Por todo ello, se ha descrito en varias series que la primera
causa de muerte de estos pacientes es la enfermedad cardiovascular (ECV), segui-
da de neoplasias extrahepaticas y la asociada a cirrosis. Ekstedt y col. observan en
su estudio que pacientes con esteatosis simple la mortalidad no es superior a la de
la poblacién general, sin embargo, aquellos pacientes en estadio de EHNA tenian

el doble de probabilidades de morir por ECV en comparacién con la poblacion



general (15.5% versus 7.5%) durante un periodo de seguimiento medio de 13.7
anos (12). Asi mismo se ha descrito una mejoria del estadio histologico y de las
alteraciones analiticas en estos pacientes tras una pérdida de peso, observandose
una disminucién de los valores de transaminasas tras una pérdida de peso del
5% y una mejoria en la inflamacion e incluso fibrosis perisinusoidal en pérdida
de peso del 10%, particularmente si la pérdida es gradual y se asocia dieta con

ejercicio fisico (13).

La progresion de la enfermedad depende principalmente de la severidad
del daio histolégico al diagndstico, aunque la edad mayor de 40 afos, hiper-
glucemia, mayor indice de masa corporal (IMC) y la ratio Aspartato amino-
transferasa (AST)/ Alanino aminotransferasa (ALT) han sido validados como
factores de riesgo independientes de progresion de la fibrosis y evolucion a
cirrosis hepatica (14). Otros estudios han demostrado que la presencia conco-
mitante de DM-2 es un factor prondstico de la enfermedad, asociandose con
inflamacion severa y fibrosis en la biopsia hepatica y con progresion mas rapi-

da; asi como un mayor riesgo de complicaciones relacionadas con cirrosis (15).

Actualmente se ha postulado la teoria de los “multiples impactos”, nume-
rosos impactos paralelos y diferentes como los favorecedores del desarrollo
de esteatosis e inflamacion hepética (RI, cambios en el metabolismo lipidico,
estrés oxidativo, estrés en el reticulo endoplasmico, disfuncién mitocondrial,

inflamacidn, liberacion de endotoxinas de la microbiota intestinal...) (16).

Ademas, numerosos genes con multiples polimorfismos se han asociado
con el HGNA gracias a los estudios de asociacion del genoma completo (en in-
glés genome-wide association studies - GWAAs -), en concreto para dos genes:
patatin-like phospholipase domain-containing 3 (PNPLA3) y transmembrane 6
superfamily member 2 (TM6SF2) (18). Se ha evidenciado que la presencia del
polimorfismo rs738409 de un unico nucleétido (SNPs) del gen PNPLA3 (19)
y el polimorfismo rs58542926 SNPs del TM6SF2 (20) confiere susceptibilidad



para el desarrollo de la enfermedad y aumento de la progresion a formas mas
severas. Ademas, existen ensayos clinicos que indican que la variante de riesgo
de PNPLA3 puede estar asociada a la respuesta a intervenciones en el estilo de
vida y al tratamiento farmacolégico (21). Un reciente estudio ha evidenciado
la variante 1148M de PNPLA3 como factor de riesgo para fibrosis en pacientes

obesos con HGNA, pero sin esteatohepatitis en el estudio histopatolégico (22).

NAFLD

20-30% general

“ Type 2 diabetes

population ~
CVD

®

SIMPLE STEATOSIS NASH
(90-95%) (5-10%)
Stable disease Non cirrhotic HCC (<1%) Fibrosis (38%)

l Cirrhosis (30%) I

Decompensation (5-10%*) HCC (1-2%")

Figura 1.1. Historia natural de EHGNA. El término EHGNA engloba un amplio
espectro de escenarios, desde el simple depdsito de grasa (“higado graso” o esteatosis)
hasta la EHNA, la fibrosis y la cirrosis con sus consecuencias clinicas. A pesar de la
alta prevalencia de EHGNA en la poblacién general, la gran mayoria de los pacientes
presentan esteatosis simple, que no se relaciona con una menor supervivencia. Solo
el 5-10% de los pacientes diagnosticados con EHGNA desarrollaran EHNA y el 30%
de estos desarrollaran cirrosis, de estos tras 10 afos del diagnéstico de cirrosis, 5-10%
presentaran descompensaciones hepaticas y 1-5% desarrollaran CHC.

Abreviaturas imagen: NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; CVD, cardiovascular disease; NASH,
non-alcoholic steatohepatitis; HCC, hepatocellular carcinoma; (% prevalencia/ incidencia).

Fuente: Imagen de Buzzetti y col. (17)



La prevalencia global de HGNA es elevada, si bien, la estimacion de la pre-
valencia varia segun el método diagnoéstico utilizado, la poblacién estudiada
(edad, sexo, raza y comorbilidades) y las diferencias geograficas. La mayoria de
estimaciones proceden de estudios donde se han utilizado técnicas diagnosticas
no invasivas, principalmente ecografia o resonancia magnética (RM); la preva-
lencia de HGNA en aquellas series que usaron exclusivamente ecografia varia
de entre un 17 a un 46% (8). Recientemente se han publicado los resultados de
un metaanalisis que analiz6 un total de 86 estudios, con una muestra de mas de
8 millones de individuos de 22 paises diferentes, que muestra una prevalencia
global de HGNA del 25% (23). Esta prevalencia es superior en pacientes con SM
y particularmente en aquellos pacientes con obesidad, alcanzando el 91%, y hasta
en un 40-70% en individuos con DM-2 (24).

Respecto a la edad, su presencia aumenta con la misma, y es frecuente el
diagndstico entre los 40 y 60 afos (25). En los tltimos afios se esta describiendo
con mayor frecuencia HGNA en la poblacién pediétrica debido a la epidemia
de obesidad infantil actual de los paises desarrollados (26). En este momento no

existe consenso en cuanto a la distribucion por sexos.

La prevalencia de HGNA varia segun las distintas razas. El HGNA es mas
frecuente en la poblacion hispana (45%), seguida de caucasicos (33%) y pobla-
cion afroamericana (24%) (27). Estas diferencias encontradas pueden deberse a
la distribucion de la grasa corporal o bien a diferentes habitos alimentarios; va-
rios estudios evidencian que los pacientes asidticos afectos de HGNA presentan

mayor adiposidad visceral con IMC menores que en la poblacion caucasica (28).



En cuanto a la distribucion geografica, el HGNA es la hepatopatia més co-

mun en los paises industrializados del mundo occidental (29).

Todos los estudios poblacionales y distintos metaanalisis demuestran que
el HGNA y la EHNA se encuentran fuertemente asociadas con los factores que
constituyen el SM, aumentando su prevalencia paralelamente (30) (31). Espe-
cial mencidn a la RI, base de la patogenia del SM, la cual se ha asociado con la
severidad del dafio hepatico, la presencia de EHNA, cirrosis hepatica e incluso
la apariciéon de complicaciones como CHC (9) (32). En general, el 80% de los
pacientes presenta alguno de los factores de riesgo cardiovascular que componen
el SM (RI, obesidad, dislipemia e hipertension arterial) (33) (34), y la prevalencia
de HGNA aumenta directamente con el nimero de estos factores metabolicos
asociados (35) (36).

La DM-2 es un desorden metabdlico que se caracteriza por la hiperglucemia
crénica asociada a alteraciones en el metabolismo de hidratos de carbono, protei-
nas y grasas. Es secundaria a la insulinorresistencia en los tejidos periféricos, con
mayor o menor medida de una secrecién compensatoria deficiente de insulina.
Tiene una importante agrupacion familiar, con causas multiples y de genética no

totalmente definida (37).

La relacion entre el HGNA y DM2 esta ampliamente demostrada, sin em-

bargo, es compleja y bidireccional.

Un estudio de una cohorte, prospectiva, clinica e histologicamente bien
caracterizada de 1069 pacientes con HGNA confirmada por biopsia, demos-

tré que tanto los antecedentes personales, como los antecedentes familiares



de DM2 estan asociados con la presencia de EHNA vy fibrosis entre pacientes
con HGNA, y sugieren que los factores de riesgo familiares podrian ayudar a
esclarecer mecanismos genéticos y ambientales compartidos con el desarrollo
de EHNA, progresion a fibrosis avanzada y CHC. (38). Aunque no es claro si el
HGNA es causa y/o consecuencia de la RI, la NICE (National Institute for Heal-
th and Care Excellence) recientemente ha catalogado al HGNA como un factor
de riesgo independiente para DM2, tanto para hombres como para mujeres,
cuando se ajusta con los parametros de edad, sexo, IMC, tabaquismo, ejerci-
cio fisico, toma de alcohol, hipertension arterial, dislipemia, ALT, HOMA-IR,
creatitinina e historia familiar de DM2. (39). Hay muchos pacientes con HGNA
que no son obesos o no presentan DM2, Sung y col. han analizado en un grupo
de 12853 pacientes no diabéticos el impacto de la esteatosis hepatica, RI y la
obesidad y el riesgo de desarrollar DM2 durante 5 afios, evidenciando que cada
factor se asocia de manera independiente con DM2, y cuando los tres factores
se presentan de manera conjunta el riesgo de desarrollar DM2 es 14 veces mas
alto (40).

En cuanto a la mortalidad, hay estudios donde han evidenciado que las per-
sonas diabéticas tenfan un riesgo aproximadamente tres veces mayor de morir de
enfermedades hepaticas crénicas, principalmente asociadas con una etiologia no

relacionada con virus ni alcohol, que es en gran parte atribuible al HGNA (41).

La DM2 es la forma mas prevalente de diabetes (90 - 95%) y el riesgo de
desarrollarla se eleva con la edad, la obesidad y el sedentarismo. Younossi y col.
realizaron un metaanalisis, analizando hasta un total de 80 estudios de 20 paises
diferentes, para estimar la prevalencia de HGNA, EHNA vy fibrosis en pacientes
con DM2, concluyendo una prevalencia global de HGNA entre pacientes con
DM2 de 55.5%, EHNA en el 37,3%, y fibrosis avanzada en el 17%. En un estudio
europeo se observo igualmente prevalencias mas elevadas de HGNA en pacien-
tes con DM2 (42) (Figura 1.2).
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En Espafiala DM2 es un importante problema de salud ptblica ya que afecta
alrededor de 3,5 millones de personas, siendo unos de los paises europeos con
una prevalencia mas alta, alcanzando un 10,4% segutn la Federacion Internacio-
nal de Diabetes (43).
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X _ \> !) %,, |
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67.3% (60.4 to 73.6)

TP [ )
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Africa
30.4% (11610 67.1)

Prevalencia global y regional de EHGNA entre pacientes con DM2. Los datos
se muestran como prevalencia (IC del 95 %).
Imagen de Younossi ZM y cols. (41).

Hipertension arterial

El HGNA vy la hipertension arterial (HTA) estan asociados con el SM, defi-
nida en el contexto de éste como TA >130 mmHg/ > 85mmHg por la NCEP-ATP
I (National Cholesterol Education Program, American Heart Association). La
base patogénica del SM es la RI, que también se encuentra intimamente relacio-
nado con el desarrollo de HTA. La hiperinsulinemia secundaria a la RI estimula
la proliferacion de las células endoteliales e induce un desequilibrio entre el 6xido
nitrico y la endotelina I, provocando una disfuncion endotelial grave a nivel arte-
rial por el aumento de produccion de endotelina I que da lugar a respuestas vaso-
constrictoras. Hay estudios realizados in vitro donde se ha puesto de manifiesto
que el hiperinsulinismo estimula la actividad del sistema simpatico, la retencién

de sodio ademads del aumento de endotelina I (44).



Los mecanismos por lo que se desarrolla HTA en el contexto del HGNA en
pacientes sin SM no esta esclarecido, si bien se ha sugerido que al igual que en el

propio SM la RI tenga un papel en su patogénesis.(45).

Existen trabajos acerca de la prevalencia de la HTA en Espaia, entre ellos el
estudio Di@bet.es es un estudio de base poblacional que engloba toda la pobla-
cion adulta. La prevalencia de la HTA en este estudio fue del 42,6% (16,5 millo-
nes de personas), siendo significativamente mayor entre los varones que entre las

mujeres (46).

La obesidad se define por un exceso de adiposidad corporal, superior a un
25-33% de la masa corporal total tanto en hombres como en mujeres. El indica-
dor mas util y manejado es el indice de masa corporal, se define obesidad cuando
el IMC es > 30 kg/m’.

En cuanto a la epidemiologia actualmente, segun la OMS existe una epi-
demia mundial de obesidad. la OMS calcul6 en 2005 a mas de 1600 millones
de personas con sobrepeso, 400 millones con obesidad y 20 millones de nifios

menores de 5 afios con sobrepeso a nivel mundial.

En Espana, las caracteristicas demogréficas asociadas a la obesidad han
ido cambiando a lo largo de los ultimos afios, observando un incremento cre-
ciente en su prevalencia. En el estudio SEEDO 2007 se estim6 una prevalencia
global del 15,5% de obesidad en Espafia, con una distribucién por sexos de
13,2% en hombres y 17.5% en mujeres(47). En el estudio ENRICA publica-
do en 2012, se analiz6 un total de 11.991 personas en el periodo de junio de
2008 a octubre de 2010, estimandose una prevalencia del 39,4% sobrepeso y un
22,9% obesidad. Siendo mayor la prevalencia tanto el sobrepeso con obesidad
en hombres (Figura 1.3) (48).
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Figura 1.3. Prevalencia obesidad Espana: Estudio ENRICA 2012 (encuesta telefonica)
(48).
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Figura 1.4. Estudio estudio ENPE, en poblacién representativa espafiola entre 25 y 64
aflos, ha estimado la prevalencia de sobrepeso en 39,3%; de obesidad en un 21.6%, siendo
mayor entre los hombres (22,8%) que en las mujeres (20,5%) y han evidenciado que ésta
aumenta con la edad.

Fuente: (49).



En cuanto a la obesidad en la infancia, la situacién es alarmante, el estudio
Aladino, realizado entre el 2010/2011 a 7659 nifios entre 6 y 9 afos, estim6 una

prevalencia del 24,6% de sobrepeso y del 18,4% de obesidad (50).

Las altas tasas de prevalencia de HGNA y EHNA entre la poblacién obesa
se han confirmado en un estudio de pacientes obesos intervenidos de cirugia
bariatrica; la prevalencia de HGNA alcanzaba un 91% y de EHNA un 37% en

estos pacientes (24).

Todos estos datos dan cuenta del importante impacto que tiene y tendra el

HGNA en los proximos afos.

El SM es un conjunto complejo de alteraciones metabolicas, tales como
obesidad, diabetes, hipertension arterial y dislipemia) que se pueden presentar
de manera secuencial o en un mismo tiempo en un individuo que cuenta con
predisposicion enddgena, por carga genética y condicionada por factores am-
bientales. La base patogénica del SM es la RI y el hiperinsulinismo secundario
compensador y que comprende alteraciones en el metabolismo de hidratos de
carbono, presion arterial alta, alteraciones en el metabolismo lipidico (hipertri-
gliceridemia, colesterol- HDL disminuido, colesterol-LDL aumentado, elevacion
de acidos grasos libres y lipemia postpandrial) y obesidad, con un aumento de
la morbimortalidad secundaria de causa arterioesclerética (51). La patogenia se

explicara detalladamente mas adelante.
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En 1999 la OMS emiti6 la primera definicion del SM unificada:

Tension arterial: > 140/90 mmHg.

Dislipemia: definida por triglicéridos > 150 mg/dL (= 1,7 mmol/L) y/o colesterol
HDL< 35 mg/dL (< 0,9 mmol/L) en hombres o < 40 mg/dL (< 1,0 mmol/L) en mujeres.

Microalbuminuria: > 20 pig/min o ratio albumina / creatinina > 30 mg/g.

Obesidad: IMC> 30 kg/m2 y / o relacién cintura /cadera > 0,9 en hombres y > 0,85 en
mujeres.

Definicion de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (1999).

En el 2001, en el Tercer Informe Del Programa Nacional De Educacion En
Colesterol (NCEP, del inglés National Cholesterol Education Program) en el Panel
De Expertos En Deteccion, Evaluacion Y Tratamiento De La Hipercolesterole-
mia En Adultos (Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High
Blood Cholesterol in Adults; Adult Treatment Panel III) (NCEP-ATP III, 2001),
actualizados por la American Heart Association (52), se define SM ante la pre-

sencia de 3 o mas de los siguientes criterios:

Obesidad: perimetro abdominal > 88 cm en mujeres y > 102 cm en hombres.
Triglicéridos > 150 mg/dL (= 1,7 mmol/L).

Colesterol HDL < 40 mg/dL (< 1,03 mmol/L) en hombres y < 50 mg/dL (< 1,29
mmol/L) en mujeres.

Tension arterial > 130/85 mmHg o diagndstico previo.
Glucosa basal > 110 mg/dL (= 6,1 mmol/L).

Definicion del Programa Nacional de Educacién en Colesterol (NCEP-ATP
III) (National Cholesterol Education Program — Adult Treatment Panel III) (2001).
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El HGNA es considerado como la manifestacion hepatica del SM. El SM
se ha asociado en numerosos estudios con el riesgo de EHNA y de progresion a

fibrosis (13) (53).

En cuanto a la epidemiologia, a pesar de estar infradiagnosticado, la pre-
valencia del SM es elevada y ésta varia en funcién de sexo, edad, raza y estilo de
vida. Los datos de la encuesta nacional americana, NHANES (National Heal-
th and Nutrition Examination Survey) de los afios 1999-2006 informaron una
prevalencia del SM del 34% (54). Estudios americanos posteriores, como el de
Aguilar y col. informaron una prevalencia estable respecto a NHANES, un 35%
de la poblacién general estadounidense entre 2003-2012 presenta SM, viéndose

aumentada hasta el 50% en los mayores de 60 anos (Figura 1.5)(55).

La prevalencia de SM y HGNA aumenta con la obesidad. Otras causas para
ambos trastornos incluyen la ingesta en exceso de aztcares y la inactividad fisica.

Ambos trastornos predicen DM2, enfermedad cardiovascular, EHNA vy carcino-

ma hepatocelular (56).
Ages 20-39y Ages 40-59 y Ages 260y
60 Sex 60 60
B vales
[] Females s 5o o 50+
Race/ethnicity S s
I Non-Hispanic white B i - 1
I Black £l _ = o |
5 = P T o =
2 5l Mnmm( 255l | 2.
2 0 her o = ]
= = il =
o 2 = = 220 | s 20
g | e 5
& ) =
3 | 3 10- | 2 104
= | o &
0 ]
Overall Race Ethnicity Overall Sex Race/Ethnicity Overall Race/Etl hm(\ Y

Error bars indicate 95% confidence intervals. Comparisons of prevalence estimates were performed using )(‘ tests; patients aged 20-39 years in each group were
used as the reference. All comparisons yielded P < .001

Prevalencia del SM en los Estados Unidos, 2003-2012. De 2003 a 2012, la
prevalencia general del SM en los Estados Unidos fue del 33 % (IC del 95 %, 32,5 %-33,5
%), con una prevalencia significativamente mayor en mujeres que en hombres (35,6 %
frente a 30,3 %, respectivamente, P < .001) (55).
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En el pasado, el mecanismo patogénico del HGNA se explicaba mediante
la teoria del “doble impacto”. En el “primer impacto’, la RI y su hiperinsulinemia
compensatoria secundaria, actuaba sobre la lipasa sensible a hormona (LSH) del
tejido adiposo, desencadenando la lipolisis con la captacion de dcidos grasos li-
bres (AGL) a nivel hepatico. Se produce un aumento de la transformacion de los
AGL en triglicéridos (TG), viéndose, a su vez, saturado el sistema de exportacion
de los mismos; esta alteracion en el metabolismo de los lipidos es la base de la
esteatosis hepatica (57). El “segundo impacto” proviene del estrés oxidativo, la
produccion de citoquinas proinflamatorias y de la liberacion de endotoxinas de
la microbiota intestinal, conduciendo a una progresion de la enfermedad desde
esteatosis a EHNA (58) (59).

Cada vez es mas indudable que los diferentes patrones histologicos, estea-
tosis simple y EHNA, no solo tienen un riesgo diferente de progresion, sino que
también pueden reflejar diferentes mecanismos patogénicos. En el momento ac-
tual la teoria del “doble impacto” ha sido remplazada por la teoria de los “multiples
impactos”, de acuerdo con esto y como se ha mencionado previamente en el apar-
tado de historia natural, numerosos impactos paralelos y diferentes favorecen el
desarrollo de esteatosis e inflamacion hepatica (RI, cambios en el metabolismo
lipidico, estrés oxidativo, estrés en el reticulo endoplasmico, disfuncién mitocon-

drial, inflamacidn, liberacion de endotoxinas de la microbiota intestinal...) (60).

Se expondran a continuacion los diferentes impactos patogénicos, en fun-
cion del nivel en el que se desarrollan, distinguimos: nivel extrahepatico y nivel

hepatico.



El tejido adiposo se divide en dos tipos: tejido adiposo blanco (WAT) y el
tejido adiposo pardo (BAT), ambos tejidos se diferencian segtin su morfologia,
distribucion y funcién. El WAT es el principal reservorio de energia y ademas
actia como 6rgano endocrino secretando una amplia variedad de moléculas con
funcion metabdlica (hormonas y citoquinas). El BAT presenta funcion termogé-
nica encargandose del gasto energético. Dichas funciones pueden verse alteradas

en pacientes con obesidad, ya que se pierde el balance entre ambos tejidos.

El tejido adiposo blanco, a su vez, se diferencian otros dos tipos, el visceral
y el subcutaneo. Ambos tejidos se diferencian en cuanto a la capacidad para la
liberacion de acidos grasos, sensibilidad a la accién lipolitica de las catecolami-
nas y antilipolitica de la insulina, asi como una diferente secrecion de citoquinas
proinflamatorias. El aumento de tejido adiposo subcutdneo, también denomina-
do obesidad periférica o ginoide, mas caracteristico en mujeres, produce mayor
secrecion de adiponectina (adipocitoquina antiinflamatoria), mayor sensibilidad
a la insulina y presenta propiedades antiateroesclerdticas, por lo que el riesgo de
DM2 y SM es menor. Por otro lado, el acimulo de grasa a nivel visceral, caracte-
risticos de la obesidad central o androide, produce mayor liberacion de citoqui-
nas y células inflamatorias, todo ello produciendo un aumento en la RI, HTA, y
consecuentemente mayor riesgo cardiovascular y mortalidad. (61). El IMC y el
perimetro de cintura, que mide el depdsito visceral de grasa, muestra una aso-
ciacién positiva con la presencia de HGNA (62), asi mismo, existen pacientes no
obesos, con IMC < 30 kg/ m* (o incluso < 25 kg/ m?) pero con un aumento del
deposito de grasa visceral o un tejido adiposo disfuncional que pueden presentar

HGNA con o sin enzimas hepaticas alteradas (63) (64).
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3.1.1.2. Estado proinflamatorio: citoquinas y adipocitoquinas

El tejido adiposo visceral también se ha asociado con inflamacion a nivel
hepatico y la progresion a fibrosis en pacientes con EHNA, independientemente
de que presentaran RI, probablemente como consecuencia de la accién de ci-
toquinas proinflamatorias como la interleucina-6 (IL-6) liberadas por el tejido
adiposo (65), si bien, en otros trabajos se ha demostrado que la sobreexpresion
de IL-6 empeora la RI (66) (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Contribucion de los diferentes tipos celulares a la inflamacion local a nivel
del tejido adiposo.



La obesidad es un estado cronico de inflamacion de baja intensidad, donde
tanto los adipocitos como macroéfagos, linfocitos infiltrados y células endotelia-
les proximos a los adipocitos estan favoreciendo a esa inflamacion local con la
secrecion de las diferentes citoquinas y adipocitoquinas proinflamatorias (67)

(Figura 1.7).

Muchos de los mecanismos relacionados con el desarrollo de HGNA contri-
buyen a promover y mantener un estado de inflamacién tanto a nivel sistémico
como a nivel local en el higado. En el HGNA la inflamacién crénica hepatica se
relaciona con diferentes citoquinas, incluyendo tanto las liberadas por el higado
como por el tejido adiposo. (68) (69). El aumento de la adiposidad activa la res-
puesta inflamatoria no solo en el adipocito, sino también por medio de la circu-
lacién portal (70). Asi mismo, el acamulo lipidico en el hepatocito o esteatosis
podria inducir una respuesta inflamatoria local, similar a la inflamacién en el

tejido adiposo producida por la acumulacion lipidica en el adipocito.

La mayoria de estos procesos proinflamatorios convergen en la activacion
de proteinas quinasas liberadas por estrés, c-Jun NH2- terminal kinasa (JNK)
-1 y el inhibidor kappa kinasa (IKK)-beta. La sobreactivacion de JNK-1 provo-
ca la desactivacion de la senalizacion de insulina, mientras que la activacion de
IKK-beta induce la translocacion del factor NF-kappaB al nucleo del hepatocito,
activando la expresion de genes que codifican citoquinas proinflamatorias como
Factor de necrosis tumoral a (TNF-a), IL-6 o IL-1 beta causando un estado de
inflamacion crénica hepatica y sistémica (71). Estas citoquinas activan a los ma-
crofagos hepaticos, llamados células de Kupfter. En la obesidad, dado el aumento
de la adiposidad, aumenta la activacion de las células de Kupffer, no su nimero,

participando en la patogénesis de la inflamacion y fibrosis hepatica (72).
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Figura 1.7. Contribucion del tejido adiposo blanco (WAT) a la obesidad y sus
complicaciones metabdlicas y vasculares asociadas.

Papel de las citoquinas y adipocitoquinas

1. TNF-a

El gen TNF-a se localiza en el cromosoma 6p21.3 y codifica una citoquina
proinflamatoria. Como biomarcador de inflamacion sistémica, el TNF-a
esta involucrado en la fisiopatologia del SM y cardiovascular, incluyendo
el HGNA (73). El TNF-a regula diferentes efectos bioldgicos: efectos me-
tabdlicos, inflamatorios, viabilidad celular, asi como efectos necréticos y
expresion de otras citoquinas. TNF-a se describié en un primer lugar en
macrofagos, pero posteriormente se ha demostrado que el tejido adiposo es
una importante fuente, asi como los hepatocitos, células de Kupffer y otras

lineas celulares en respuesta a una inflamacion cronica (66).

Crespo y cols. concluyeron en su estudio realizado a 52 pacientes obe-

sos que la expresion intrahepdtica de ARNm de TNF-a también se ve



incrementada en pacientes con HGNA, y mdas aun entre pacientes con
fibrosis hepatica (74). Anteriores estudios han asociado la sobreexpre-
sién de TNF-a con el desarrollo de HGNA, aterosclerosis y enfermedad
coronaria al afectar el metabolismo de los lipidos y aumentar la RI (75).
Valenti y cols. al mostraron la asociacion entre la presencia del alelo A
de TNF- a rs238 con mayores indices HOMA-IR en 99 pacientes diag-
nosticados de HGNA por ecografia y confirmados por biopsia (76).

Leptina

La leptina es una hormona peptidica secretada principalmente por el teji-
do adiposo blanco. Cuando aumenta el depésito de tejido graso aumenta
la sintesis y secrecion de leptina, regulando el consumo de energia y el
apetito a nivel central. El papel que desempenia la leptina en la patogénesis
del HGNA contintia siendo controvertido ya que existen varios estudios

con resultados contradictorios.

Uygun y col. (77) elaboraron un estudio en humanos estudiando los ni-
veles de leptina en pacientes con EHNA, demostraron que los niveles de
leptina sérica en pacientes con esteatohepatitis era mds elevado que en la
poblacion general y sugirieron que la leptina podria ser un factor indepen-
diente predictor de EHNA. Sin embargo, en posteriores andlisis de los re-
sultados se objetivd que éstos podrian estar influenciados por el hecho que
los sujetos del grupo control presentaban un menor peso que los pacientes
con EHNA, por lo que un subgrupo del estudio utilizé un grupo control
homogéneo con el grupo de pacientes con EHNA, no encontrando corre-
lacién entre los niveles de leptina y la histologia hepatica, niveles séricos
de transaminasas, niveles en ayunas de insulina o los niveles de RI. Similar
a éste, otro estudio disefiado para investigar la posible asociacion entre la
leptina con la RI y los cambios histologicos en pacientes con HGNA no lo-
gro mostrar ninguna asociacion entre el nivel sérico de leptina con el nivel
de insulina en ayunas y la gravedad de los cambios histoldgicos hepaticos

(78). Sin embargo, existen otros estudios que relacionan la leptina con la
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resistencia del higado a la insulina (79) o que sugieren que los niveles de
leptina estan directamente relacionados con la gravedad de la esteatosis y
valores elevados pueden conducir a tasas mas altas de esteatosis hepatica y
EHNA (28) (80), sin embargo, no se correlacionan con el grado de fibrosis,
por todo esto, se ha llegado a exponer la teoria de la resistencia a la leptina,
que se asocia a la obesidad, RI y niveles de glucosa elevados en pacientes
con HGNA (81).

En estudios en animales, como el de Asilmaz y cols. evidenciaron que la ad-
ministracion de leptina en el sistema nervioso central de ratones con HGNA
corrigié la RI y mejoré a nivel histologico el HGNA, mientras que la admi-
nistracion de leptina por via periférica no lo hizo (82). Estos datos sugieren
que la resistencia a la leptina a nivel central podria ser mas relevante que la

resistencia a nivel hepatico en la patogénesis del HGNA.

Con todos estos datos, en el momento actual, el papel que juega la leptina
en la patogenia del HGNA atin no es claro, por lo que se necesitan mas

estudios que puedan esclarecer su funcién.
Adiponectina

La adiponectina es una hormona derivada exclusivamente del tejido adi-
poso, con efectos beneficiosos ampliamente descritos antiinflamatorios,
antilipogénicos, antiateroescleréticos e hipoglucemiantes, actuando sobre
receptores identificados a nivel de adipocitos, células musculares y hepato-
citos. En cuanto al metabolismo lipidico, aumenta el aclaramiento de lipidos
del plasma y la beta-oxidacion de las grasas en el musculo. Sobre sus efectos
antiinflamatorios, actua suprimiendo la sintesis de TNF-a a nivel hepatico.
(83). En numerosos estudios se ha identificado que el nivel sérico de adi-
ponectina se encuentra disminuido en personas obesas y muestra unos ni-
veles mas bajos en pacientes con esteatosis y esteatohepatitis (84) (85) (86),
siendo mayor en pacientes con grados mas bajos de esteatosis (87). En otro

estudio se ha demostrado que niveles bajos de adiponectina es un factor



predictivo de necroinflamacion hepitica y grados mas severos de fibrosis,
incluso tras la exclusion del efecto de variables como edad, IMC vy el peri-
metro abdominal (88). Se ha demostrado que la administraciéon de piogli-
tazona aumenta los niveles de adiponectina, que se asocia con mejoria de la
esteatosis hepatica, necroinflamacion y fibrosis (89) (90). Existe un estudio
en ratones obesos ob/ob (con deficiencia de leptina), en la que la expresion
de adiponectina se encontraba disminuida en su tejido adiposo, demostrd
mejoria significativa en la esteatosis hepitica, hepatomegalia y niveles de

transaminasas tras la administracion de adiponectina (91).

Ademas, la adiponectina parece jugar un papel fundamental en la modu-
lacién de la sensibilidad a la insulina, se ha evidenciado que los niveles de
adiponectina en plasma se correlacionan significativamente con la sen-
sibilidad a la insulina en el higado (89), en otro trabajo, niveles bajos de
adiponectina se asociaron a un mayor riesgo de enfermedades cardiovas-
culares y parece ser un factor clave en el SM (87). La expresion de ARNm
de la adiponectina se encuentra disminuida en pacientes con HGNA, y su
reposicion en ratones con RI disminuye el contenido de triglicéridos a ni-
vel musculas y hepatico. Asi mismo, se ha propuesto que el TNF-a puede

disminuir la expresion de la adiponectina potenciando atin mas la RI (92).
Resistina

La resistina es una proteina secretada por el tejido graso, que se caracteriza
por tener propiedades proinflamatorias y se ha implicado en la modula-
cion de la accion de la insulina, la glucosa y el metabolismo de los lipidos,
relacionandose con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, DM2
y el SM. (93). La expresion de resistina en niveles suprafisioldgicos en un
modelo de ratones se relacioné con hiperinsulinemia, intolerancia a la

glucosa e hipertrigliceridemia (94).

En otro estudio, la administraciéon de oligonucledtidos contra ARNm

de la resistina revirtié totalmente la hiper-resistinemia y la RI que se
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desencadend en ratones alimentados con dietas ricas en grasas (95).
En un estudio de 214 pacientes obesos diagnosticados de HGNA por
biopsia hepatica, se observé una correlacion positiva entre la expresion
de resistina con el grado histologico (basado en NAS-score), niveles de
transaminasas, IMC, glucosa, niveles de insulina, HOMA-IR, TG y he-
moglobina glicosilada (HbA1Ic); la expresion de resistina fue mayor en
los pacientes con DM2 y DL obesos respecto ---al grupo control.(96) La
resistina probablemente juega un papel clave en la patogenia de la RI a

nivel hepatico y agrava el dafo hepatico en pacientes con HGNA.
Interleucina-6

Es una citoquina con multiples funciones, principalmente proinflamato-
rias, estd producida por diferentes tipos celulares, entre ellos los adipo-
citos, hepatocitos, células del sistema inmunitario y endoteliales. Se ha
observado que mayores niveles séricos de IL-6 tienen una correlaciéon con
la R, al igual que ocurre con TNF-a (97) (98). Los adipocitos del tejido
adiposo visceral producen mayor nivel de citoquinas que los adipocitos
subcutaneos, observandose que pacientes con HGNA obesos y delgados
presentan un perfil similar de produccién de IL-6. Por otro lado, en la
obesidad se produce una endotoxemia secundaria a la proliferacion de
la microbiota intestinal, todo ello estimula macréfagos por medio de los
receptores toll-like que induce a la sintesis de TNF-a y secundariamente
produccion de IL-6 por parte de adipocitos y macrdfagos infiltrados en
el tejido adiposo (66). Zamora-Valdés y cols. en 2007 evidencié que la
hipoxia intermitente crénica secundaria a la apnea obstructiva del suefio
aumentaba los niveles séricos de IL -6, jugando un papel como factor de
riesgo para HGNA (99). Otro estudio, objetivé un aumento en el nivel
sérico de TNF-a e IL-6, asi como de sus receptores solubles en esteatohe-
patitis, en comparacion con la esteatosis simple, pero no se encontrd co-
rrelacion entre los niveles circulantes de estas citoquinas y sus receptores

con el grado de actividad de la enfermedad o etapa de fibrosis. Similar a



dicho estudio, existe otro en el que si hallaron correlacién entre los nive-
les de IL-6 y el grado de esteatosis hepatica hasta que los pacientes con
obesidad moérbida cumplian criterios de EHNA, si bien, los pacientes con
EHNA redujeron la concentracion de IL-6 en sangre (100). Sin embargo,
otro estudio no encontrd ninglin aumento en la transcripcion y expresion
de ARNm hepdtico de IL-6 en pacientes con EHNA en comparacion con

pacientes con esteatosis simple (80).

Con todos estos datos, la relacion de la IL-6 en la patogenia del HGNA se
ha demostrado, pero los datos respecto a su correlacion con las diferentes

etapas de la evolucion de la enfermedad atin son discordantes.

La insulinorresistencia se define como la disminucion de la capacidad de la
insulina para producir una respuesta fisioldgica en sus 6rganos diana (musculo
esquelético, higado y tejido adiposo) para el mantenimiento de la homeostasis de
la glucosa, y se define por unos niveles plasmaticos mayores a 20 U/ ml de insu-
lina; se encuentra asociada fuertemente con la obesidad y a otros componentes
del SM. A nivel celular, esta resistencia puede deberse a una menor sensibilidad
ala insulina, a una sensibilidad a la insulina conservada, pero con una disminu-
cién en la capacidad de respuesta maxima, o bien a una combinacién de ambos

fendmenos (101).

La RI es el elemento patogénico fundamental y reproducible en las etapas
iniciales de la esteatosis hepatica, ya que se asocia a un aumento de los depésitos
de lipidos a nivel hepatico, la consecuencia de esto es un aumento de los acigos
grasos libres (AGL) en el interior de los hepatocitos, esto causa lipotoxicidad y
consecuentemente un aumento del estrés oxidativo, estrés en el reticulo endo-

plasmico, disfuncién mitocondrial y autofagia (102).
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Figura 1.8. Rutas moleculares que componen el estrés oxidativo yla respuesta inflamatoria
con la labor de la insulina. IRS-1 e IRS-2 son moléculas activadas por el receptor de
insulina. Los pacientes obesos presentan altos niveles de TNF-a, IL-6, lipidos y ROS, que
activan receptores y cinasas (IKK, PKC y JNK) que fosforilan residuos de serina en las
IRS1 e IRS-2. Como resultado la sefializacion de la insulina se ve inhibida. IRS: Sustratos
del Receptor de Insulina; JNK: JUN-amino terminal; ROS: especies reactivas de oxigeno;
AP-1: proteina activada-1; IKK: cinasa beta del inhibidor del factor kappa B; NF-kB:
Factor Nuclear kappa B; LXR: Receptor X del higado.

Figura de Contreras E y cols. (103).

La insulina actia sobre las células efectoras a través de su propio receptor de
membrana. Cuando la insulina se une a su receptor éste se autofosforila y activa
una proteina tirosina cinasa local, que, a su vez, fosforila a otras, entre ellas un sub-
grupo denominado sustratos del receptor de la insulina (IRS, de insulin-receptor

substrates); existen varios en funcion de su localizacién, siendo el mejor estudiado



el IRS-1 (células adiposas y musculo esquelético), que activa al trasportador de
glucosa GLUT-4 que facilita la entrada de glucosa a las células, en ellas es utilizada
como fuente de energia o bien se almacena en forma de glucégeno. Cuando existe
una RI, la fosforilacion del IRS-1 no se lleva a cabo, deteniéndose la entrada de
glucosa en la célula lo que provoca hiperglucemia con el consecuente aumento de
sintesis de insulina por parte de las células  del pancreas. La DM2 surgen cuando
se agota la capacidad del pancreas para secretar insulina de forma compensatoria.
La insulina sobre el higado posee otros efectos algo diferentes a los del tejido adi-
poso y musculo esquelético, principalmente porque el receptor de insulina fosforila
en tirosina a otro sustrato, el IRS-2, permitiendo que aumente la actividad de la
glucogeno sintetasa al dejarla de inhibir. Por todo esto, la insulina en el higado
aumenta la sintesis de glucdgeno. La RI a nivel hepatico hace que la insulina sea
incapaz de inhibir la gluconeogénesis, aumentando por tanto la sintesis hepati-
ca de glucosa que se libera al torrente sanguineo, provocando la hiperinsulinemia

compensatoria.

Otro de los mecanismos fundamentales que contribuye a la RI es el esti-
mulo crénico de la enzima IKK-f, que activa al factor de transcripcién nuclear
NEF-kappaB (NF- kB), activando la expresion de genes que codifican citoquinas
proinflamatorias, en especial el TNF-q, interfiriendo en la transmision intra-
celular de la senal de la insulina, al producir fosforilazion de la serina en lugar
de la tirosina en el ISR-1. Como previamente se ha mencionado, los estados
de inflamacidn crénica, provocados por la formacion de radicales libres del
oxigeno (RLO), tienen la capacidad de activar la IKK-p. Las propias citoquinas
proinflamatorias, como el TNF-a, también activan IKK-p por lo que favorece

de manera persistente la RI y contribuye a la patogenia del HGNA (57).

En recientes estudios se ha analizado la accidn de la proteina timosina-f4
(TB4), por su capacidad de mejorar la sensibilidad a la insulina y la tolerancia
a la glucosa en un modelo de ratén con DM2 (104). Tp4 es un péptido bioldgi-

camente activo que regula la polimerizacion de actina en las células, desempefia
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un papel fundamental en la angiogénesis, migracion celular, cicatrizacién y la
fibrosis (105). Jiang Y. y cols. confirmaron que los niveles de T4 en suero eran
significativamente mas bajos en pacientes con EHNA en comparacion con los
controles de HGNA, y se correlaciond negativamente con el estado de oxidacion
y RI a nivel hepatico; también han sugerido que T4 podria usarse para tratar
ratones afectos de HGNA al inhibir la via NF-kappaB y reducir asi la expresion
de TNF-a mejorando la RI (106).

La hiperinsulinemia, por mecanismos atn no del todo definidos, activa un
aumento de la sintesis de acidos grasos a nivel del hepatocito (sintesis de novo).
Los mecanismos que se cree implicados son la activacion de la acido graso sin-
tetasa y la induccion de SREBP (sterol regulatory element binding protein), este
ultimo es un factor de transcripcion con un rol fundamental en la activacion de
genes participantes en la lipogénesis. Se ha demostrados que dicha lipogénesis

de novo a nivel hepatico se encuentra aumentada en pacientes con HGNA (107).

La RI esta caracterizada por un aumento de los dcidos grasos libres como
consecuencia del incremento de la lipdlisis, asi como la imposibilidad por parte
del musculo periférico e higado para oxidar acidos grasos libres. Como conse-
cuencia del aumento del depdsito de dcidos grasos libres a nivel muscular y hepa-
tico se produce una alteracion en el metabolismo de la glucosa, contribuyendo a
ello la RI. Igualmente, el hiperinsulinismo asociado a la RI da lugar a una dismi-
nucion en la sintesis de la apolipoproteina B-100, un componente fundamental
de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lo cual restringe el transporte

de TG fuera de la célula y contribuye a su acumulacion en el higado (17) (108).

A nivel hepatico, la patogénesis del HGNA es un proceso complejo donde
participan varios procesos diferentes y paralelos en la progresion de la enferme-

dad, que se explica en la actualidad con la hipétesis de los “mdltiples impactos”



como se menciond con anterioridad. De manera simplificada el acimulo hepa-
tico en niveles toxicos de acidos grasos libres (AGL) y sus metabolitos desen-
cadena estrés del reticulo, produccion de RLO, dafo en rutas de sefializacion
celular y disfuncién mitocondrial, todo ello con la consiguiente activacion de las

respuestas proinflamatorias.

El papel del higado en la regulacion del metabolismo de los lipidos se basa
en: captacion de AGL de sangre periférica y lipogénesis de novo, eliminacién
de AGL mediante su oxidacion o transformacion a TG y por tltimo el envio de
nuevo a la circulacién en forma de TG por medio de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL).

Segun la antigua teoria del “doble impacto” el depdsito de TG a nivel hepati-
co, resultantes de la esterificacion de glicerol y acidos grasos libres (AGL), supone
el impacto inicial para el desarrollo del HGNA en forma de esteatosis simple.
Si bien, en tdltimos estudios se estd observando que la acumulacion de TG no
produce dafo hepatico per se; en un estudio donde se impidi6 la incorporacion
de TG en nuevas VLDL mediante el bloqueo de MTP (del inglés Microsomal
Transference Protein; proteina de transferencia microsomal) en higado de rato-
nes, provocando una exportaciéon de TG imperfecta y acumulacién de TG, no
se evidenci6 dafio hepatico (109). En otro trabajo llevado a cabo en ratones que
sobreexpresaban el gen de la DGAT?2 (diacylglycerol acyltransferase 2), enzima
implicada en la biosintesis final de TG, dio como resultado el acimulo de TG a
nivel hepatico sin llegar a producir RI; los ratones no presentaron alteracion en
los niveles plasmaticos de insulina ni de glucosa, aunque si mostraron esteatosis
simple hepatica con acumulo de TG (110). Todo esto hace pensar que existe una
lipotoxicidad no asociada a TG como patogénesis de la EHNA. De acuerdo con
la teoria de la lipotoxicidad, el depésito de TG no provoca automdticamente la

progresion de HGNA a EHNA, incluso pueden jugar un papel protector, como se
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ha visto en numerosos estudios, mientras que los metabolitos téxicos derivados
de los ACG si que podrian participar en la progresion a esteatohepatitis al pro-
vocar estrés oxidativo y del reticulo endoplasmico, inflamacion, muerte celular
y apoptosis (102) (111) (112). En un estudio se evidencié que la inhibicion de la
expresion de DGAT?2 en modelos de ratones obesos con EHNA, dio como resul-
tado una reduccion de los TG intrahepaticos con el consiguiente aumento de la
oxidacion de AGL, inducia un empeoramiento de la esteatohepatitis. (113). Es-
tudios in vitro han observado que el tratamiento con acidos grasos insaturados
implica un aumento significativo del depésito hepatico de TG sin que se produz-
ca un aumento de la muerte celular; por el contrario, la toma de 4cidos grasos
saturados conlleva un aumento significativo de la apoptosis sin observarse un au-
mento del acimulo de TG (114) (115) (116) (117). Estos resultados sugieren que

la patogenia y el tratamiento de la esteatosis y de la EHNA pueden ser diferentes.
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El estrés oxidativo se produce por un desequilibrio entre la produccion ex-
cesiva de sustancias oxidantes y los sistemas antioxidantes. En el HGNA existe
un gran depdsito de AGL en el hepatocito que deteriora la capacidad oxidativa
de las mitocondrias, produciéndose un desequilibrio en los sistemas redox con el

consiguiente aumento de produccién de RLO (119).

Se ha evidenciado que las mitocondrias de pacientes con HGNA presen-
tan alteraciones estructurales y funcionales (120), que ocasiona un fallo en la
cadena respiratoria con aumento de produccién de RLO. Con el exceso de flujo
de AGL intrahepatocitarios se produce un colapso de la funciéon mitocondrial,
deteriorandose la homeostasis de las grasas, generando metabolitos téxicos de
los lipidos y la sobreproduccion de RLO; todas estas moléculas activan vias pro-
inflamatorias que contribuyen a la necrosis de los hepatocitos, pueden activar
las células Kupfter y las células estrelladas hepaticas, provocando inflamacion y
fibrosis (121), asi como al dafo mitocondrial (17). Se ha demostrado que existe
una correlacion entre la RI, la obesidad, los niveles de TNF-a y la disfuncién
mitocondrial (122). La mitocondria participa tanto en la oxidacion de los AGL
como en la generacion de RLO, por lo que el desbalance en la cadena respirato-
ria mitocondrial es la principal fuente de soperoéxido, peréxido de hidrégeno e
hidroxilo (OH -). Los AGL son oxidados tanto por mitocondrias como por la via
del citocromo P450 2E1 (CYP2E1), y ambas vias producen RLO tdxicos para el
higado (123).

Los AGL ademads de inducir estrés oxidativo, también desencadenan estrés del
RE (reticulo endoplasmico) que igualmente favorece la patogénesis de la EHG-

NA (124) (125). La disfuncion del RE afecta a la sintesis y correcto ensamblaje de
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proteinas secretoras y de membrana, lo que conduce a un cimulo de proteinas mal
plegadas en su interior; la acumulacion de estas proteinas mal estructuradas activa
la UPR (del inglés Unfolded Protein Response), el cual es un mecanismo adaptati-
vo que activa sefales intracelulares para aumentar la trascripcion de chaperonas
del RE. En el HGNA, los factores que inducen la UPR incluyen hiperglucemia,
disfuncién mitocondrial que agota el ATP, hipercolesterolemia, agotamiento de
fosfatidilcolina y estrés oxidativo. En un estudio experimental se evidencié que la
exposicion cronica a concentraciones elevadas de acidos grasos saturados (acido
palmitico y acido estearico) causaban estrés del RE y la muerte de células hepaticas
HAIIE y hepatocitos primarios de rata debido a la redistribucion del calcio del RE
(126). Otra consecuencia de la UPR es la activacion de las vias de transcripcion
SREBP-1c (del inglés sterol regulatory element-binding protein 1 c) de genes reque-
ridos para la lipogénesis, y, por tanto, el mantenimiento de la acumulacion de grasa

hepatica, con un mayor agravamiento del estrés del RE y de la UPR (127).

Los RLO son moléculas muy inestables y reactivas, con avidez por acidos
grasos insaturados, pudiendo provocar peroxidacion lipidica con dafio secunda-
rio de las membranas ya que éstas se encuentran formadas principalmente por
dichos dcidos grasos. Todo ello comporta alteraciones tanto en la estructura como
en la funcién de las membranas. Ademas, los productos de la peroxidacion li-
pidica (malondialdehido y el 4-hidroxinonenal) (128), con una vida media mas
larga que los RLO, consiguen bloquear parcialmente el flujo de electrones dentro
de la cadena respiratoria, favoreciendo la disfunciéon mitocondrial existente en
los pacientes con HGNA. Asi mismo, estos metabolitos poseen un efecto toxico
directo al acoplarse covalentemente a las proteinas, desencadenando un aumento
de TNF-q, aflujo de células inflamatorias, un déficit de antioxidantes naturales
como el glutation, promoviendo la formacion de cuerpos de Mallory (por agru-
pacion de citoqueratinas), y pueden activar las células estrelladas hepaticas (CEH)

aumentando la sintesis de colageno y favoreciendo la progresion de HGNA. La



peroxidacion lipidica también puede provocar lisis proteica de las apolipoprotei-
nas B a nivel del RE por lo que se reduce la exportacion de VLDL, favoreciendo el

deposito de TG en el hepatocito. (129).

Toxicidad directa

MDA
HNE HNE
Muerte Cuerpos de Fibrosis Infiltrado de
Hepatocitos Mallory polimorfonucleares
A (agrupacion de (activacion de (quimiotaxis)

citoqueratinas) células estrelladas)

TNF-a.
TGF-B

TGF- TGF-p IL-8

Liberacion de citocinas

m =Y

Ligandos Fas RLO

1) Al desencadenar los radicales libres del oxigeno (RLO) la peroxidacién
lipidica, la liberacién de malondialdehido (MDA) y de 4-hidroxinonenal (HNE) causa
toxicidad directa. Tanto MDA y HNE producen reacciones inmunitarias al acoplarse
covalentemente a las proteinas, también intervienen en la formaciéon de los cuerpos de
Mallory, formados por la agregacion de mondmeros de citoqueratinas, asi como una
mayor sintesis de colageno por parte de las células estrelladas. 2) Los RLO estimulan la
formacion de citosinas por parte de las células de Kupfler y por los hepatocitos. El factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento tumoral beta (TGF-f) activan
caspasas v la lisis de los hepatocitos. E1 TGF-p también impulsa la sintesis de colageno
por las células estrelladas. El HNA vy la interleucina o (IL-8) favorecen la quimiotaxis de
los neutrofilos. 3) Los RLO originan la expresion de ligandos Fas en los hepatocitos; los
ligandos Fas de un hepatocito tienen la capacidad de interaccionar con los ligandos de
otros hepatocitos activando el programa de apoptosis entre ellos.

(Pérez Aguilar y col) (129).
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La formacion de RLO en exceso junto con una menor capacidad antioxi-
dante en las tltimas etapas de la disfuncion mitocondrial induce la inflamacién y
muerte celular favoreciendo la progresion deL HGNA. (122) (130) (120). Los RLO
también producen la peroxidacion de cardiolipina y la inhibicion de expresion de
genes antioxidantes, afectando ambos mecanismos a la funcién de la cadena de
electrones mitocondrial.(119). Por lo que la disminucién de enzimas antioxidan-
tes como el glutation, vitamina E, beta-caroteno, vitamina C conlleva una mayor
susceptibilidad para el dafo oxidativo. Se ha evidenciado niveles mas elevados de
xantina oxidasa, un generador de especies reactivas del oxigeno, en pacientes con
EHNA comparando con los controles, en cambio presentaban niveles mas ba-
jos de enzimas antioxidantes (131). En un trabajo estadounidense publicado en
2012 se ha estudiado las propiedades del 6xido de cerio, un agente con capacidad
antioxidante hepatoprotectoras a nivel experimental (132), en modelos de ratas
con HGNA. El tratamiento con cerio en las ratas fue capaz de reducir el tamafo
y contenido de las gotas de lipidos de los hepatocitos, la concentracion hepatica
de triglicéridos y ésteres de colesterol y la expresion de varios genes implicados
en las vias de sefalizacion de citocinas, adipocinas y quimiocinas, con todo esto
los autores sugieren que el tratamiento con dicho antioxidante podria tener un
valor beneficioso en HGNA (133). Existe otro trabajo donde evidenciaron que la
dieta mediterranea en 50 pacientes con sobrepeso y HGNA mejor6 los parame-
tros antropométricos, el perfil lipidico y redujo la acumulacion de grasa hepatica
y la rigidez hepitica, si bien, el grupo al que se le afiadié ademas un complejo
antioxidante diario (silymarin, chlorogenic acid, protopine, L-methionine, L-gluta-
thione) mostrd, aparte de una mejora significativa en la sensibilidad a la insulina,
también una reduccién mas consistente de los pardmetros antropométricos en

comparacion con los pacientes sin antioxidantes (134).



La microbiota intestinal juega un papel fundamental como drgano metabili-
co interactuando el hospedador y la flora con el objetivo de mantener funciones
esenciales: metabdlicas, para el desarrollo del sistema inmune (inmunidad innata
e inmunotelerancia), mantenimiento de la barrera intestinal y para facilitar la
correcta respuesta inmune contra microorganismos patégenos. Desde la etapa
fetal se forja una estrecha relacion higado-tracto gastrointestinal, lo que se cono-
ce como el eje intestino-higado, el cual posee un rol primordial en la patogénesis
del HGNA (135).

El higado es el primer 6rgano en recibir los antigenos que provienen del
intestino, por lo que es uno de los mas expuestos a numerosos factores toxicos,
como son bacterias o productos bacterianos como los lipopolisacaridos (LPS) y
el etanol (136). Se ha observado en diferentes hepatopatias crénicas, incluyen-
do HGNA, sobrecrecimiento bacteriano con translocacion bacteriana y aumen-
to sérico de sus toxinas (como LPS) en la circulacién sistémica y portal, con la
consiguiente activacion de varios receptores, incluidos Toll-like (TLR) como el
TLR-4, que participan en la sefalizacion de vias proinflamatorias (TNF-a e IL-6),
activacion del sistema inmune, RI, depdsito graso en el higado y en la fibrogéne-
sis, por todo ello, desdrdenes en la microbiota intestinal se relacionan tanto con

la etiopatogenia como con la progresion del HGNA (137) (138).

Es posible realizar un diagnéstico inicial de HGNA gracias a un conjunto
de datos clinicos (esencial la exclusion de otras causas de hepatopatia), pruebas
de laboratorio y de imagen, si bien, catalogar el estadio de la enfermedad tnica-

mente se puede llevar a cabo, a dia de hoy, por medio de la biopsia hepatica. Sin
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embargo, no es eficiente realizar a todos los pacientes con diagnostico inicial de
HGNA una biopsia hepatica ya que la prevalencia de la enfermedad es muy ele-
vada y se trata de una prueba invasiva; por lo que en los tltimos tiempos se estan
desarrollando diferentes métodos no invasivos para diferenciar esteatosis, EHNA

y fibrosis y asi predecir la progresion de la enfermedad.

El principal hallazgo analitico en los pacientes con HGNA es una leve ele-
vacion de las transaminasas (ALT y AST). Con frecuencia elevan también de
manera discreta enzimas de colestasis, en especial la GGT; existen estudios que
relacionan dicha elevacion con el espectro de alteraciones secundarias a la RI,
principalmente pacientes obesos y con DM2. Ninguna de estas enzimas hepa-
ticas diferencia el estadio de la enfermedad; en un estudio de 46 pacientes con
obesidad moérbida con diagnéstico de HGNA por biopsia hepatica se evidencid
que el 54% contaban con niveles de transaminasas en rango a pesar de presentar
esteatohepatitis en el estudio histologico (139). También es frecuente encontrar
alteraciones en el metabolismo del hierro, un 21-40 % de los pacientes muestran
un aumento moderado de ferritina y del indice de saturacion de la transferrina
sin que se demuestre a nivel hepatico un aumento de los depésitos de hierro
(140).

En cuanto a técnicas diagnésticas de imagen destaca la ecografia, es sencilla
de realizar, accesible, segura y barata. Es la prueba de imagen que se realiza ini-
cialmente en caso de sospecha diagndstica de HGNA. Los criterios ecograficos

para diagnostico de esteatosis incluyen:



Hiperecogenicidad del parénquima hepatico, mas evidente al contrastar
con el parénquima renal, en la esteatosis el parénquima hepatico es mas

ecogénico respecto al rifdn.

Atenuacion de la transmision del haz de ultrasonidos a los segmentos he-

paticos posteriores.

Borrosidad de las paredes del arbol vascular intrahepatico y de la vesicula

biliar.

La ecografia es una técnica sensible, alcanzando una sensibilidad de hasta el
94% para detectar esteatosis, sin embargo, en casos de esteatosis leve (< 20% de
los hepatocitos) disminuye. Es posible realizar ecografia con contraste en caso de

diagndstico diferencial de lesiones focales vs. deposito focal de grasa.

La TC sin necesidad de utilizar contraste posee buen rendimiento para diag-
nosticar esteatosis > 30% (sensibilidad 73-100% y especificidad 95-100%) similar

a la ecografia, pero es mas costosa y con el inconveniente de la radiacion.

El estudio de imagen con RM no requiere la utilizacién de contraste, ademas
de no radiar al paciente, y tiene la capacidad de diagnosticar esteatosis > 15% con

alta fiabilidad, si bien, es mds cara y menos accesible que la ecografia y la TC.

La espectroscopia por RM del hidrdgeno es una técnica que permite cuanti-
ficar la grasa del higado gracias al andlisis de espectros que miden la proporcién
de agua y grasa del tejido hepatico. Es la prueba no invasiva mas precisa para
cuantificar la esteatosis hepatica y puede ser una alternativa a la biopsia hepati-
ca, ya que se correlaciona estrechamente con el grado histologico de esteatosis

y es capaz de identificar niveles de contenido hepatico en TG > 5 %; también

37



38

es flable para detectar los cambios (> 0,5%) tras una pérdida ponderal. Como
inconvenientes es necesario instalar un software especifico para la lectura de las

imagenes, es costosa y estd poco disponible (140).

Se basa en el analisis de imagenes de RM con un software diagnoéstico me-
diante la combinacién de un andlisis dptico con la arquitectura de redes neu-
ronales artificiales, lo que permite cuantificar el grado y la distribucion tanto
de esteatohepatitis como de fibrosis en pacientes con HGNA segtin resultados
preliminares (141) (142).

Los métodos elastograficos nos aportan informacion sobre el grado de ri-
gidez de los tejidos, lo que nos permite cuantificar el grado de fibrosis a nivel

hepatico.

Elastografia de transicion (FibroScan °)

Es una técnica que utiliza la tecnologia de los ultrasonidos para cuantificar
la consistencia del tejido hepatico, calculando la velocidad de propagacion
de una onda mecénica expresada en kilo Pascales (kPa). Cuanto mayor es
la velocidad de propagacién mayor es la rigidez hepatica, aportando una
estimacion del estadio de fibrosis. El FibroScan ha sido validado para su
uso en el HGNA.

La elastografia es una prueba til para descartar fibrosis (alto valor pre-
dictivo negativo) ya que posee una alta precision diagndstica para esta-
dios avanzados (F3- F4), asi como para monitorizar su progresion. Se ha
evidenciado que el principal factor relacionado a fallos en la técnica es la

obesidad. Wong y cols. identificaron hasta un 25% de fallos en pacientes



con IMC > 30 kg/ m?®. La implementacion de sondas XL mejora los resul-

tados en pacientes obesos (143) (144).
ARFI (Acoustic radiation force impulse imaging)

Es una técnica basada en la sonoelastografia que permite acoplarse en un
equipo de ecografia convencional. Segun resultados preliminares es eficaz
para cuantificar la fibrosis hepatica, aunque sus puntos de corte no estan

aun validados (145).
CAP (Controlled attenuation parameter)

Es un nuevo parametro que se basa en la medicién del componente vis-
coelastico hepitico, se encuentra disponible en los aparatos de FibroScan®

de ultima generacion, permitiendo valorar eficientemente la esteatosis.

Los resultados publicados revelan que el CAP es competente para identificar
esteatosis en estadios leves (> 11%), pudiendo diferenciar esteatosis leve y

grave. Un CAP > 248 db/ m es significativo de esteatosis hepatica (146).

La biopsia hepatica es el gold standard para el diagndstico de HGNA, y en
particular para la identificacion EHNA vy los diferentes estadios de fibrosis. La
biopsia nos permite catalogar a los pacientes en funcion de la intensidad de la
esteatosis, grado de inflamacion y estadio de fibrosis, asi como establecer el pro-

nostico hacia cirrosis (147).

La esteatosis hepatica se define histopatolégicamente como la presencia de
> 5% de hepatocitos esteatosicos; los criterios minimos para el diagnostico de
esteatohepatitis, aparte de la presencia de esteatosis, se aflade dafio del hepato-
cito (degeneracion balonizante, apoptosis o necrosis) o inflamacién lobular. Es
frecuente identificar grados de fibrosis leves en presencia de esteatohepatitis,

aunque no es un requisito indispensable para el diagndstico anatomopatoldgico.

39



40

La biopsia hepatica no deja de tener sus limitaciones, tales como el error de
muestreo, tamaio del espécimen, la morbilidad inherente a toda técnica invasi-
va, y la variabilidad dependiente del observador. Para disminuir la variabilidad
interobservador se ha propuesto el uso de protocolos de diagnéstico aceptados
a nivel internacional, como el “NAFLD activity score” (NAS score) de Kleiner
(148), que comprende las tres caracteristicas patologicas de la EHNA: esteatosis,
inflamacion lobular y la balonizacién (degeneracion hidrdpica). Otro de los pro-

tocolos aceptados es el SAF (steatosis, activity and fibrosis) score (149).

0 <5%
ESTEATOSIS 1 5-133%

2 >33 - 66%

3 > 66%

0 ninguna
BALONIZACION 1 Pocas células

2 Muchas células, balonizacién prominente
INFLAMACION 0 Ningin foco
LOBULAR 1 < 2 focos/ 200x

2 2 - 4 focos/200x

3 > 4 focos/200x

NAS- score

Como se ha mencionado anteriormente, la fibrosis no es considerada requi-
sito para el diagnostico de HGNA por la mayoria de patélogos. Se ha demostra-
do en diferentes estudios que la fibrosis supone un factor independiente para la
mortalidad de causa hepatica, ademas de ser el mejor predictor de progresion de
la enfermedad, de fallo hepatico y de CHC; por todo ello, la presencia de fibro-

sis es de especial importancia que se describa cuidadosamente en las muestras
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histolégicas. También se cuenta con una gradacioén en 4 estadios de fibrosis: 1.

Pericelular, 2. Portal, 3. Presencia de puentes, 4. Cirrosis. (150) (151).

Esteatosis simple Fibrosis

Figura 1.11. Imagen histologica de los diferentes estadios de HGNA.

4.4. Combinacion de marcadores séricos y clinicos para la
prediccion de HGNA: Indices no invasivos

Prediccion de esteatosis hepatica

Se han desarrollado diferentes paneles de biomarcadores que estan prepara-
dos para determinar la presencia de esteatosis con alta especificidad, si bien, no
son capaces de determinar la gravedad de ésta. Destacan: Hepatic Steatosis Index
(HSI) y el Fattly Liver Index (FLI) (152) (153).

Variables Formula

Hepatic Steatosis AST B x (ALT/AST ratio) + IMC (+2, si mujer; +2, si DM)
Index (HSI) ALT
IMC
5exo
DM2
Fatty Liver Index Trigllcéridos FLI = (E a.m-me (triglicéridos) + 0,139°IMC + n.)‘l!'lnge (GGT) + 0,053 circunferencia de cintura — 15.1151 /
(FLI) IMC (1 + @9953log_ itriglicéridos) + 0,139IMC + 0,718l0g _ (GGT) + 0,053 circunferencia de cintura —~ 15,745 )
GGT 100
Cintura (cm)

Figura 1.12. Métodos no invasivos de diagnéstico de esteatosis en el HGNA (8)
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Estos indices pueden ser utilizados para el cribado de HGNA en poblacio-
nes de riesgo, tales como pacientes obesos o con DM-2, aunque siempre de una

manera individualizada.

Prediccion de esteatohepatitis

A dia de hoy, no se ha identificado ningin biomarcador capaz de determinar
la presencia de EHNA, por lo que la biopsia hepatica sigue siendo necesaria para

su confirmacion histoldgica.

Existen marcadores bioquimicos de apoptosis, que juega un rol fundamental
en la patogenia de la EHNA, como es la citoqueratina-18 (CK-18). Los pacientes
con EHNA presentan de manera significativa mayores niveles séricos de CK-18
en comparacion con pacientes con esteatosis; un metaanalisis del afio 2011 ha de-
terminado una sensibilidad del 78% y una especificidad del 86% para los niveles
de CK-18, con un AUROC de 0,82 para determinar EHNA. Sin embargo, no se
encuentra comercializado y la Asociacién Americana para el estudio del higado

no recomienda su uso generalizado (154).

Por todo ello, el estudio anatomopatoldgico sigue siendo necesario para va-

lorar la presencia de EHNA y su gravedad.

Prediccion de fibrosis hepatica

Actualmente existen dos test validados para estadificar el grado de fibrosis
en el HGNA, son paneles seroldgicos basados en marcadores bioquimicos, y son:
NAFLD Fibrosis Score (NFS) y el FIB-4. Determinar el grado de fibrosis es pri-
mordial, ya que los pacientes con fibrosis avanzada tienen mayor riesgo de pro-
gresion y complicaciones. Estos test son capaces de predecir mortalidad global,

mortalidad de causa hepatica y mortalidad cardiovascular.



Estos métodos no invasivos podrian usarse en la practica clinica como he-
rramientas de primera linea para evaluar a los pacientes con HGNA vy ayudar a

determinar aquellos que puedan requerir una biopsia hepatica.

El NES es el panel mas ampliamente estudiado, comprende seis variables:
edad, IMC, plaquetas, glucemia, albimina, relacion AST/ALT) y es facilmente
obtenible por medio de la férmula publicada en la web (http://nafldscore.com).
Presenta una sensibilidad del 85% y especificidad del 90% (14).

Estos test para el diagnostico no invasivo de fibrosis presentan un alto valor
predictivo negativo por lo que son utiles para descartar enfermedad hepatica avan-

zada, sin embargo, son menos rentables en fases iniciales de fibrosis (155) (156).
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La pérdida de peso conlleva efectos beneficiosos a distintos niveles, mejora
la sensibilidad a la insulina, el perfil lipidico, ademds de disminuir el estrés oxi-
dativo (157). La Guia de la AASLD recoge que la disminucién de peso comporta
una mejora en la esteatosis hepatica, en especial cuando se acompaia de una die-
ta hipocaldrica o actividad fisica (grado de recomendacién 1 A), por lo que debe
indicarse como una de las primeras opciones terapéuticas. Ademas de mejorar la
esteatosis, la pérdida de peso también mejora la inflamacion e incluso la fibrosis

hepatica, y consecuentemente la evolucion de la enfermedad (13).

La intensidad de disminucion de peso se relaciona de manera directa y pro-
porcionada con la mejoria del dafio histologico, la pérdida de un 3-5% del peso
mejora la esteatosis, para mejorar la EHNA es preciso reducir un 7-10% del peso,
y si el objetivo es mejorar la presencia de fibrosis se ha de bajar al menos un 10%.
Un estudio en el que se realiz6 un seguimiento de 7 afios a 213 pacientes, 147 sin
HGNA al inicio y 66 con HGNA diagnosticada desde el inicio, evidenciaron que
la incidencia o remision de HGNA se relacion6 con la ganancia o pérdida de peso
respectivamente (158); También existen otros estudios de pacientes con EHGNA
que cuentan con biopsia hepatica donde evidencian que una pérdida de 7-10%
de peso mejora la inflamacidn, la balonizacién y la EHNA, e incluso la fibrosis
disminuyd en al menos la mitad de los pacientes que perdieron al menos un 10%
de su peso (159) (160) (161) (162).



La dieta es el pilar fundamental en el tratamiento de pacientes con HGNA,
se recomienda una dieta hipocalérica, y todavia mas importante la composicion
ha de ser baja en carbohidratos (50- 60%) y en grasas (20-25%) con predominio
de grasas poli- o monoinsaturadas. Varios estudios han asociado dicha propor-
cién en la composicion de hidratos de carbono y lipidos con mejoria en el control
glucémico y lipidico. La dieta mediterranea, rica en aceite de oliva, acidos grasos
monoinsaturados y fibra, cumple con las proporciones y composicion propuesta
para el control de la HGNA. En varios estudios se ha demostrado que la dieta
mediterranea mejora la sensibilidad a la insulina y consigue una reduccién de la
esteatosis hepatica, independientemente de la pérdida de peso asociada, por todo
ello, la dieta mediterranea es la dieta recomendada para el paciente con HGNA
(163) (164) (165).

Hay evidencia acerca del beneficio de los acidos grasos poliinsatura-
dos (PUFA, del inglés polyunsaturated fatty acids), especialmente omega 3 (n3
PUFA), acidos grasos monoinsaturados (MUFA, del inglés monounsaturated fat-
ty acids), como el aceite de oliva, pescado azul, frutos secos, verduras, junto con
la disminucion de la ingesta de colesterol en la mejora de la esteatosis hepatica
(166) (160). Aunque la dosis adecuada no se ha esclarecido, los suplementos con
omega 3 mejoran el HGNA. Parker y col. en un metaanalisis evidenciaron que
los suplementos con omega 3 redujeron la cantidad de grasa en el higado medido
por ecografia, RM y biopsia ademas de mejorar los niveles séricos de ALT y AST
(167). En diferentes estudios se ha dilucidado los mecanismos por los que los
acidos grasos monoinsaturados son utiles para el HGNA, induciendo cambios
epigenéticos tales como la regulacion de genes que favorecen la sensibilidad a la
insulina y produciendo un efecto inhibitorio sobre el NF-kappaB, reduciendo asi
el estrés oxidativo (168) (169) (170).
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Respecto a la fructosa, hidrato de carbono de absorcion rapida presente en
una amplia variedad de alimentos y bebidas procesadas, se debe desaconsejar su
consumo, ya que en varios estudios se ha relacionado con un aumento de la grasa

visceral, RI e hipertrigliceridemia (171).

Se sabe que el café cuenta con propiedades antifibréticas en pacientes con
HGNA, por lo que se debe aconsejar su consumo habitual, aunque tampoco atin

esta establecida su dosis recomendada (172).

En cuanto al consumo de alcohol, se debe recomendar el abandono de bebi-
das alcoholicas. En caso de pacientes con HGNA sin EHNA ni fibrosis se puede
recomendar un consumo moderado, en especial de vino tinto (<21 UBE semana

en varones, <14 UBE semana en mujeres).

Se ha demostrado en multiples estudios, que el ejercicio fisico independien-
temente de si se asocia a pérdida de peso, es beneficioso para los pacientes con
HGNA, ya que mejora la sensibilidad a la insulina y mejora el perfil histoldgico
(173) (174) (175) . En un metaanalisis basado en 28 ensayos clinicos, el ejercicio
fisico se asoci6 con una reduccion significativa de los niveles séricos de enzimas
hepaticas y de la esteatosis hepatica identificada tanto por métodos no invasivos
como histologicos (176). En un estudio llevado a cabo por Sungy col. de 169347
pacientes con un seguimiento con ecografia durante 5 afios, evidenciaron que
42536 que presentaban HGNA, ésta se resolvié en un 34% con al menos 5 dias de

ejercicio fisico semanales (177).

Se debe recomendar, al igual que aboga la Asociaciéon Americana del Cora-
z6n (American Heart Association) una actividad fisica aérobica moderada-inten-
sa de al menos 150 minutos a la semana. Se ha demostrado que el ejercicio de

alta intensidad, pero de menor duracién es igual de efectivo que aquel de menor



intensidad y mayor duracion, por lo que es preferible una combinacion de ejerci-

cio aer6bico y anaerdbico (178) (179).

Los pacientes con HGNA que han comenzado un tratamiento inicial basado
en dieta y ejercicio se debe reevaluar mediante métodos no invasivos la respuesta
y asi valorar la necesidad de otras intervenciones, tales como asociar un trata-

miento farmacoldgico (180).

Dado que el dafio histolégico en forma de lesiones inflamatorias, baloni-
zacién y fibrosis son los factores anatomopatoldgicos mas determinantes de
progresion de la enfermedad como empeoramiento del riesgo cardiovascular, el
objetivo del tratamiento farmacolégico debe ser la resolucion de la EHNA y la
regresion de la fibrosis. Por todo ello, el tratamiento farmacoldgico no esta indi-
cado en pacientes con esteatosis simple, sino en aquellos que presenten esteato-
hepatitis, fibrosis significativa o bien en caso de ausencia de respuesta a dieta y
actividad fisica en 1 afio. Actualmente no hay ningtin tratamiento con indicacién
aprobada para el HGNA.

La vitamina E es un antioxidante ampliamente estudiado como tratamien-
to en el HGNA, a dosis de 800 mg/ dia a lo largo de 96 semanas ha demostrado
mejorar los niveles de transaminasas, la esteatosis y la inflamacion portal, sin
embargo, no se obtuvo beneficio en cuanto a la fibrosis hepatica (181). Hay
estudios sobre la seguridad de un tratamiento prolongado con vitamina E que
han evidenciado un aumento de la mortalidad global, asi como un aumento del
riesgo en ictus hemorragicos y cancer de prostata. Por lo que las guias interna-

cionales recomiendan el tratamiento con vitamina E en pacientes con EHNA
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confirmada con biopsias, sin DM2 ni cirrosis hepatica en periodos cortos de
tiempo y con un control estrecho para evitar la aparicion de efectos adversos
(182) (183) (146).

En cuanto a la pioglitazona, un PPAR-g agonista que regulan la homeostasis
de lipidos y glucosa, la inflamacién y la diferenciacion del adipocito , existen
ensayos donde se ha utilizado como tratamiento para pacientes no DM2 con
EHNA, evidenciando la disminucién de los niveles de transaminasas, mejora de
la esteatosis, balonizacion y actividad necroinflamaoria, pero sin mejoria para la
fibrosis (181) (184). Sin embargo, en los estudios realizados con este farmaco se
relacioné con un aumento significativo de peso en los pacientes de hasta 3-5 kg,
ademas se asocié con riesgo de fallo cardiaco, fracturas 6seas y cancer de vejiga
tras 2 afios de tratamiento, por lo que la pioglitazona podria usarse en pacientes
con EHNA confirmada por biopsia, pero en cortos periodos de tiempo (185)
(186) (187).

La pentoxifilina es un farmaco que posee propiedades anti-TNE, disminuye
el estrés oxidativo y la RI (188) y se ha ensayado como tratamiento en pacientes
con HGNA, si bien los datos contintian siendo no concluyentes respecto a su efi-
cacia, por lo que se necesitan mds estudios con mayor nimero de pacientes que

ayuden a esclarecer su ventaja.

En cuanto a los probidticos existen varios estudios y metaanalisis donde se
demuestra que pueden reducir los niveles séricos de enzimas hepaticas, de coles-
terol total, TNF-a y mejorar la RI en pacientes con HGNA (189) (190) (Figura
1.13).

No existe evidencia suficiente para recomendar tipo de cepa y dosis por lo

que son necesarios estudios adicionales.



Table 1 Methodological characteristics of the included studies in this meta-analysis

Ref. Sample size  Randomization Blinding  Diagnostic method Intervention Duration Follow-up

Aller ef al™ 28(14/14) Table of numbers Double-blind  Histological Lactobacillus bulgaricus and 3mo Yes
Streptococcus thermophilus os placebo

Vajro et al™ 20 (10/10) Yes Double-blind  Radiological Lactobacillus GG vs placebo 8wk Yes

Malaguarnera ef al™? 66 (34/32) Computer generated Double-blind  Histological  Bifidobacterium longum + Fos os placebo 24 wk Yes

Wong ef al™ 20 (10/10) Computer generated Double-blind  Histological Lepicol probiotic and prebiotic 6mo Yes

formula vs nothing

Caracteristicas metodoldgicas de los estudios incluidos en el metaanalisis
llevado a cabo por Yan-Yan Ma y col. (189)

Respecto al tratamiento con sales biliares, aunque el uso de acido ursodeoxi-
colico es sabido su efecto hepatoprotector y antioxidante, no debe recomendarse
como tratamiento del HGNA ya que los estudios no han llegado a mostrar resul-
tados consistentes, sin demostrar eficacia en la mejora del perfil histolégico de
estos pacientes (13). En cuanto al acido obeticdlico, es un agonista del receptor
X farnesoide (FXR), que posee diferentes efectos beneficiosos en el metabolismo
de los acidos biliares, energético, de la glucosa y lipidos, asi como accién antiin-
flamatoria y antifibrética en modelos animales (191). Neuschwander-Tetri y col.
han elaborado un ensayo clinico (estudio FLINT) en el que incluyeron un total
de 283 pacientes, aleatorizando 141 a tratamiento con acido obeticdlico y 142
a placebo, en el que demuestran que el acido obeticdlico a dosis de 25 mg /dia
durante 72 semanas disminuye la fibrosis en un 35% de los pacientes con EHNA,
ademas de mejorar el resto de pardmetros histologicos. Como efecto adverso evi-
denciaron un aumento del prurito, 33 (23%) de 141 pacientes tratados con acido
obeticdlico desarrollaron prurito en comparacion con nueve (6%) de 142 en el

grupo placebo (192).

En la actualidad existen diferentes estudios con modelos animales y ensayos
en fase II donde se estudian los efectos de diferentes moléculas prometedoras con

efectos anti-fibréticos, tales como Simtuzumab y GM-MD-02 (193).

\
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1. Mejorar la sensibilidad a la insulina y control DM2

La metformina se recomienda en pacientes obesos y DM2, ya que no solo
mejora el perfil metabolico, sino que facilita la pérdida de peso al inicio del tra-
tamiento, sin embargo, en diversos estudios no se ha demostrado beneficio en el
perfil histopatologico de pacientes con HGNA, por lo que en el momento actual

no se recomienda como tratamiento exclusivo del HGNA (194) (195).

Elafibranor es un agonista dual del PPARa/§ que ha demostrado poseer
efectos metabdlicos, antiinflamatorios y antifibroticos; existe un estudio en fase
2b que compara 80 mg/dia, 120 mg/dia de elafibranor y placebo, en resultados
preliminares las dosis 120 mg/dia durante 1 afio resolvié la EHNA sin empeora-

miento de fibrosis (196).

Liraglutida, agonista GLP-1, es un farmaco ampliamente utilizado en el tra-
tamiento de la DM2, especialmente en pacientes con sobrepeso ya que facilita la
pérdida de peso. En un estudio en pacientes con HGNA, se ha asociado la liraglu-
tida con una respuesta especifica en la carga aterosclerdtica medida en funcién
del grosor de la intima-media carotidea, observando una disminucién del grosor
en pacientes con HGNA, sin embargo, esta respuesta no se evidencié en pacien-
tes sin HGNA (197).

Un ensayo en fase 4, ha demostrado que la empagliflozina, un inhibidor del
cotransportador 2 de glucosa y sodio (SGLT2), a dosis de 25 mg/dia durante 24
semanas en pacientes DM2 disminuye el contenido graso hepatico, el acido urico
y aumenta los niveles de adiponectina, por lo que sugieren que sea utilizada en

fases tempranas de la enfermedad (198).



2. Mejora del perfil lipidico: dislipemia y estatinas

Las estatinas son farmacos muy eficaces para el control de los niveles de
colesterol y con buen perfil de seguridad, por lo que se recomiendan en pacientes
con HGNA y dislipemia, ya que se ha evidenciado en diferentes estudios su efec-
to beneficioso reduciendo el riesgo cardiovascular en especial en estos pacientes,
incluyendo una disminucién del riesgo de infarto agudo de miocardio, eventos

cerebrovasculares y la mortalidad de causa cardiovascular (199).

3. Control HTA

El manejo de la HTA debe realizarse igual que en la poblacién general. Los
antagonistas de los receptores de angiotensina II por su efecto antiinflamatorio y
antifibrético son los farmacos de eleccion en pacientes con HGNA e HTA si no

existe contraindicacidn.

Los pacientes con obesidad mérbida, definida como un IMC > 40 kg/ m?, o
bien aquellos pacientes con un IMC > 35 kg/ m” y que asocien comorbilidades
cardiovasculares, son candidatos a cirugia bariatrica, ya que posee efectos bene-
ficiosos en la pérdida de peso, con buenos resultados a largo plazo, mejorando
el control metabdlico con remision de DM2 y disminuye la mortalidad de causa
cardiovascular, asi como la relacionada con cancer. Tanto la eficacia como la se-
guridad va a depender de la técnica quirurgica realizada. Actualmente las técni-
cas mas frecuentemente utilizadas son el bypass gastrico, gastrectomia vertical y
la colocacion de banda gastrica, siendo mas efectivas las dos primeras, pero con

mas riesgo de complicaciones (200) (201) (202).
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En cuanto al efecto de la cirugia bariatrica y pacientes con HGNA, hay
numerosos estudios que han demostrado la mejoria histologica del dano he-
patico, disminuyendo la esteatosis y la inflamacion, resolviendo la EHNA y
logrando la regresion de fibrosis. En caso de cirrosis hepatica, se debe evaluar
la gravedad mediante el estadio Child-Pugh y/o MELD y en base al riesgo
valorar o no la cirugia. No debe indicarse cirugia bariatrica en pacientes con
cirrosis descompensada ya que la mortalidad aumenta por 21 en este caso
(203) (204) (205).

Las técnicas endoscdpicas bariatricas y metabolicas hay que valorarlas en
pacientes con HGNA en los que falla el tratamiento dietético y en los que la
cirugia esta contraindicada o bien, el paciente la rechaza. El grupo de pacientes
que optarian a dicho tratamiento serian aquellos con obesidad grado I-II (IMC
30-40 kg/m?) o bien mayor IMC con contraindicacion para la cirugia. (206). La
principal ventaja de la endoscopia bariatrica es su perfil de seguridad comparado
con la técnica quirurgica, ademas de no contar con el inconveniente técnico de la

obesidad para la propia cirugia, siendo mas sencillo llevarlo a cabo.

Existen varias técnicas endoscopicas:

Balon intragastrico: el mas empleado es el denominado Orbera, es un ba-
16n de silicona altamente resistente al acido gastrico, manteniéndose en la
cavidad géstrica durante 6 meses. Numerosos estudios demuestran que
es efectivo para la pérdida ponderal, asi como la mejora de las patologias
relacionadas con la obesidad. La mayor pérdida de peso ocurre duran-
te los primeros tres meses. Existen dos revisiones sistematicas de mas de
3.000 pacientes, donde se observé una bajada de 5-9 kg/m2 del IMC a los
6 meses (207).



Sistema de suturas:

Método POSE® (Primary Obesity Surgery Endolumenal): siste-
ma de suturas transmurales a nivel de fundus y cuerpo gastrico
distal de forma independientes, que consiguen disminuir el vo-
lumen de la cavidad gastrica, ademas de producir un enlente-
cimiento del vaciado. Algunos estudios han demostrado que la
técnica consigue modificaciones hormonales, como la disminu-
cion de niveles de ghrelina (hormona orexigena) y aumento de
niveles de péptido YY (hormona anorexigena) que disminuyen
el apetito (208).

Gastroplastia vertical endoscdpica (endosleeve) con sistema de
sutura endoscdpica OverStitch® (Apollo Endosurgery): similar
al método POSE, consiste en realizar varias suturas transmu-
rales continuas a lo largo de la curvadura mayor gastrica dis-
minuyendo el volumen de la cavidad. Existen estudios donde
se ha demostrado que mejora los niveles de glucemia en DM2,
las cifras de tension arterial y otras comorbilidades relacionadas

con la obesidad (209).

Técnicas malabsortivas como Endobarrier®, ValenTx, Duodenal mucosa

resurfacing...

Por el momento son necesarios mas estudios de calidad, que comparen las
diferentes técnicas endoscopicas entre ellas y con la propia cirugia, ademas de
esclarecer el papel y algoritmo en el tratamiento de la obesidad primaria, exis-

tiendo numerosos estudios con resultado prometedores (210).

Los pacientes con HGNA en estadio de cirrosis se debe indicar el trasplante en

base a los mismos criterios que pacientes con cirrosis hepatica de otras etiologias.
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La prevalencia del HGNA ha aumentado dramaticamente en paralelo con
el aumento de la obesidad y la diabetes a nivel mundial. Su forma progresiva,
la EHNA, es una indicacion creciente para el trasplante de higado en Europa,
con buenos resultados generales en comparacion con trasplantes por otra etio-
logia. En Estado Unidos cada vez es mas comun la indicacién de trasplante por
EHNA, solo superada por la etiologia alcoholica (211). Un reciente estudio
basado en el registro europeo de trasplante hepatico desde el 2002 al 2016, con
un total de 68,950 pacientes incluidos ha evidenciado un aumento anual en la
proporcion de trasplantes en Europa por indicacion de EHNA, de un 1,2% en
el 2002, a un 8,4% en 2016, al igual ha aumentado la indicacién en pacientes
con EHNA y CHC concomitante (212). Las tendencias estan en consonancia
con las observadas en Estados Unidos, donde la EHNA representa mas del 18%
de los trasplantes. En este estudio tampoco hallaron diferencias significativas
en las muertes post-trasplante debido a infeccion y eventos cardiovasculares /
cerebrovasculares entre los receptores EHNA y no EHNA, sin HCC (213) (214)
(215) (216).









2. JUSTIFICACION






El HGNA es la causa mas comun de patologia hepatica crénica en el
mundo desarrollado y la progresion del higado graso no alcoholico a esteatohe-
patitis y, por ultimo, la cirrosis representa un problema emergente de salud pu-
blica. Como se ha descrito previamente, prevalencia de HGNA es creciente en el
mundo occidental y varia entre un 20% -30% en la poblacion adulta en general, y
en particular en los paises del area Mediterranea y entre un 15-20% en los paises

asiaticos.

El incremento de la prevalencia va asociado al incremento paralelo de la
obesidad y la DM-2. Si bien la obesidad es un factor de riesgo reconocido para
el desarrollo de HGNA, también se puede observar en pacientes con sobrepeso

(IMC entre 25 y 30 kg/m?), e incluso con normopeso (IMC entre 18 y 25 Kg/m?).

Desconocemos las caracteristicas de la HGNA en pacientes no obesos,
asi como los factores epidemioldgicos, genéticos o de estilo de vida que pueden

influir.

En este marco surge nuestro estudio con el fin de analizar los factores epide-
mioldgicos, analiticos, genéticos, ambientales en pacientes con HGNA segrega-

dos en sobrepeso y obesidad.
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3. HIPOTESIS
Y OBJETIVOS






Los pacientes con HGNA y sobrepeso presentan caracteristicas clinicas,
antropométricas, histologicas, genéticas y dietéticas diferentes que los pacientes
con HGNA y obesidad.

El objetivo de este estudio es analizar las caracteristicas clinicas, antropomé-
tricas, bioquimicas, histoldgicas, los habitos dietéticos, adipocitoquinas y el
efecto de dos polimorfismos de un tnico nucledtido (SNP): la variante genética
[148M del Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3 (PNPLA3)
y el G308G de TNF-a en una muestra de pacientes con HGNA con sobrepeso y

obesidad, comparando estos factores en ambos subgrupos de poblacion.

63






4. MATERIAL Y METODOS






Se trata de un estudio observacional, de corte transversal y descriptivo sobre
una base de datos prospectiva de 203 pacientes diagnosticados de HGNA me-

diante biopsia hepatica.

El grupo de pacientes incluidos en el estudio proceden del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid (HCUV), desde las consultas de Aparato Digestivo
para estudio de hepatopatia crénica por sospecha de HGNA, derivados a su vez
desde Atenci6n Primaria del Area de Salud Este de Valladolid y de interconsultas
interhospitalarias de otros servicios. A todos los pacientes se les realizé biopsia

hepatica para confirmar el diagnéstico de HGNA.

Se estudiaron pacientes de entre 18 y 75 afios procedentes de la Consulta
de A. Digestivo del HCUYV, derivados a la misma por presentar elevacion de tran-
saminasas no filiada tras estudio completo de hepatopatia (ver criterios de exclu-
sién) y/o con un diagnoéstico ecografico de esteatosis hepatica, que cumplian los

criterios de inclusion y ninguno de exclusion.
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Criterios de inclusion:

Pacientes diagnosticados de HGNA mediante biopsia hepatica, de entre
18 y 75 anos de edad (muestreo no probabilistico consecutivo), que asis-

tieron a la Consulta del Servicio de Digestivo del HCUV.

Criterios de exclusion:

Se descartaron las siguientes condiciones:
Consumo significativo de alcohol definido como (>30 g alco-
hol/dia en hombres y >20 g alcohol/dia en mujeres).
Positividad al antigeno de superficie del virus B.
Positividad al anticuerpo de la hepatitis C.
Infeccion por Citomegalovirus.
Infeccion por Virus de Epstein Barr.

Saturacion elevada de transferrina (>45% en varones y >40% en
mujeres). Ferritina> 1000 ng/ml o diagnéstico de hemocroma-

tosis hederitaria.

Diabetes Mellitus tipo 1.

Positividad de autoanticuerpos no-orgnaoespecificos.
Déficit de Alfal Antitripsina.

Déficit de ceruloplasmina.



Se recogieron los siguientes datos: edad, sexo, consumo de tabaco o alcohol.

Se interrogd a los pacientes sobre antecedentes médicos y tratamientos cro-

nicos, asi como su estilo de vida. Se llevé a cabo una exploracion fisica asi como

toma de tension arterial sistolica (TAS) y diastélica (TAD).

Altura

Peso

IMC

Perimetro de cintura
Perimetro de cadera
ICC

Pliegue tricipital

Kg/m?
cm

cm

mm

Estadimetro

Bascula manual

(Peso/altura?)

Cinta métrica

Cinta métrica

Perimetro de cintura/Perimetro de cadera

Cinta métrica

Variables antropométricas realizadas. m: metro, Kg: kilogramo, cm:
centimetro, IMC: Indice de masa corporal, ICC: indice cintura-cadera, mm: milimetro, mm:

milimétros.

El peso se midi6 sin ropa con una precision de + 0,5 kg, haciendo uso de

bascula manual hasta el 0,1 kg mas cercano. La altura se midi6 con el paciente

en posicion erguida hasta el centimetro mds cercano, usando un estadimetro. El

indice de masa corporal (IMC) se hallé mediante la férmula:
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Peso (kg)

IMC =
Talla®? (m?)

El perimetro de la cintura se estableci6 con el paciente en bipedestacion,
sin ropa y relajado. Se limit6 el borde superior de las crestas iliacas y, por encima
de ese punto, se rodeo la cintura con una cinta métrica. La determinacién se
realizo al finalizar una espiracion. Se midi6 en centimetros. El perimetro de la
cadera se determind de igual forma, pero seleccionando como puntos anato6-
micos ambos trocanteres. El indice cintura- cadera (ICC) se determiné con la

siguiente féormula:

Cintura (cm)

Indice cintura-cadera =

Cadera (cm)

La relacion cintura-cadera es un método utilizado para describir la distribu-
cién, tanto subcutdnea como intraabdominal del tejido adiposo. Se calcula divi-

diendo el perimetro de la cintura por el perimetro de la cadera (en centimetros).

IMPEDANCIOMETRIA MULTIFRECUENCIA TETRAPOLAR:

A todos los pacientes se les realizé la impedanciometria (figura 1) con las

siguientes instrucciones:

Deben hacerse las mediciones siempre a la misma hora y en condiciones

ambientales lo mas similares posibles.

Los pacientes deben estar 4 horas en ayuno (como minimo).

La vejiga tiene que estar lo mas vacia posible.

No hacer ejercicio intenso en las 12 horas previas a la medicién en la tanita.

No tomar diuréticos y si los toman por preinscripcion médica se anota.



« Deben estar de pie 5 minutos antes de la medicion para equilibrar los li-

quidos corporales.

+ 12 horas antes de la medicion evitar tomar café, té, coca-cola y alcohol ya

que son alimentos diuréticos.

Figura 4.1. Realizacién de bioimpedanciometria.

Con el andlisis de impedancia bioeléctrica (BIA) (figuras 1 y 2) se estima la
resistencia, la reactancia, el angulo de fase, el agua corporal total (ACT), agua in-
tracelular (AIC), agua extracelular (AEC), la masa magra (MM) o masa libre de
grasa (MLG) y la masa grasa (MG). Se determiné mediante un equipo tetrapolar
monofrecuencia en decubito. Se utilizoé una corriente alterna de 0,8mA a 50kHz
producida por un generador de sefiales calibrado (BIA 101, Akern, Italy) y se

aplico a la piel mediante electrodos adhesivos colocados sobre el dorso de mano
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y pie derecho. Se valoraron directamente los parametros eléctricos de resistencia
(R) y reactancia (Xc) y se estimaron el angulo de fase alfa y la impedancia (Z). Se
estimo la composicion corporal y se valord la impedancia vectorial mediante el

software Bodygram Plus’.

El dngulo de fase es el formado entre los dos vectores de R y Z. Se calcula

directamente a través de la siguiente formula:

Angulo de fase= arc-tangent reactancia/resistencia x 180%/I1

Figura 4.2. Interpretacion de bioimpedanciometria.



Esta técnica se fundamenta en que la aplicacion de una corriente eléctrica al-
terna constante y de baja intensidad a través de las estructuras biologicas produce
una oposicion o impedancia (Z) al flujo de esta corriente que es dependiente de
la frecuencia. La impedancia es la combinacion de la reactancia (resistencia de las
membranas celulares al paso de la corriente), y la resistencia (resistencia de los

fluidos intra y extracelulares).

El agua corporal, debido a la presencia de electrolitos disueltos, transmite
la corriente eléctrica mientras que la grasa y el tejido dseo son relativamente no
conductores. De esta forma, la impedancia seria una medida del ACT. Asumien-
do que el cuerpo es un solo cilindro de seccién uniforme, la relacion entre el ACT
y la impedancia seria: ACT= pH?*/Z (p=coeficiente de resistividad, H=altura y

Z=impedancia).

A frecuencias bajas (0 kHz) la corriente no penetra en las membranas celu-
lares y solo circularia por los fluidos extracelulares (AEC), con lo que la Z estara
constituida exclusivamente por la resistencia del AEC; mientras que a frecuencias
muy elevadas (o tedricamente a valor infinito), la corriente atravesaria también
el interior celular, y el valor de la Z representaria la combinacién de la resistencia
de ambos compartimentos: AEC y AIC. A frecuencias intermedias de 50 kHz, la
mas utilizada en los estudios y el estaindar de BIA monofrecuencia, existe cierta
penetracion intracelular de la corriente, con lo que la Z es una medida de la R
sobre todo del AEC y sélo parte del AIC.

La BIA asume un modelo de composicion corporal en el que el cuerpo hu-
mano esta constituido por dos compartimentos principales, MG y MLG. A partir
del valor estimado de ACT se obtiene la MLG asumiendo que, en el organismo
sano y sin alteraciones de los compartimentos hidricos, el ACT supone una frac-
cién constante del 73,2% de la MLG, por lo que MLG=ACT/0,732 y MG=Peso
corporal-MLG (217).
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Teniendo en cuenta estos conceptos, se han desarrollado distintas ecuacio-

nes predictivas basadas en técnicas de referencia.

Los parametros analizados en la BIA se recogen en la siguiente tabla 4.2:

Agua corporal total/porcentaje L/%

Masa magra o libre de grasa/porcentaje Kg/% BIA 101, Akern, Italy
Masa grasa/porcentaje Kg/%

Gasto energético basal kcal/dia

Resumen de las variables analizadas por BIA (analisis de impedancia
bioelécrica) *L: litros; Kg: kilogramos; %: porcentaje del total, Kcal: kilocalorias.

Parametros analiticos
Perfil renal, hepatico, lipidico y proteinas plasmaticas.

Se tomaron muestras de sangre en tubos de Na-EDTA de pacientes des-

pués de 12 h de ayuno.

Todas las determinaciones se analizaron en la plataforma Cobas c¢701 (Ro-
che Diagnostics).
Colesterol total: método enzimatico colorimétrico.
HDL-colesterol: test colorimétrico enzimatico homogéneo.
LDL-colesterol: Formula de Friedewald:

LDL- colesterol = colesterol total - [HDLcolesterol + triglicéridos /
5 (en mg/L)] si triglicéridos <250 mg/dl

Triglicéridos: test enzimatico colorimétrico.

Creatinina: prueba cinética colorimétrica basada en el método
de Jaffé.



AST: ensayo enzimatico acoplado.
ALT: ensayo enzimatico acoplado.

GGT: método enzimatico, colorimétrico.
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Fosfatasa alcalina: test colorimétrico segin un método estanda-

rizado.
Bilirrubina: método diazo-colorimétrico.
Albumina: test colorimétrico.

Ferritina: test colorimétrico.

En la siguiente tabla se recogen los valores de referencia emitidos desde el

Laboratorio de Andlisis Clinicos:

Glucosa 75 - 110 mg/dL Albumina
LDL-colesterol 130 - 160 mg/dL  HDL-colesterol
Colesterol total 110 - 240 mg/dL. Triglicéridos
Bilirrubina total 0,3 - 1,4 mg/dL AST

ALT 1-40UI/L GGT

Insulina 2-30 pU/mL Fosfatasa alcalina
Plaquetas 150 - 400 x 10A3/ ul  Creatinina
Ferritina 15-150 ng/ml

3.5-5g/dL
35-70 mg/dL
50 - 170 mg/dL

1-37UI/L
1-50UI/L
98 - 279 UI/L

0.7 a 1.3 mg/dL

Valores de referencia de las variables examinadas en el laboratorio. PCR:
proteina C reactiva; g: gramos; mg: miligramos; pug: microgramos; UI: unidades

internacionales, ng: nanogramos, dL: decilitros, ml: mililitros.
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Metabolismo de la glucosa

Los niveles de glucosa en plasma se determinaron mediante test por radia-
cion ultravioleta (método enzimético de referencia empleando hexoquinasa) en

el analizador Cobas c701 (Roche Diagnostics).

La insulina se evalu6 mediante radioinmunoensayo (RIA Diagnostic Corpo-
ration, Los Angeles, CA) con una sensibilidad de 0.5mUI / L (rango normal 0.5-
30 mUI / L) y la evaluacion del modelo de homeostasis para la RI (HOMA-IR)
calculado usando la siguiente férmula (insulina en ayunas x concentraciones de

glucosa en ayunas / 22.5).

Para la interpretacion del HOMA-IR se consider6 un valor > 3 como indi-
cador de RL

Genotipado: POLIMORFISMOS DE UN UNICO NUCLOETIDO (SNP)

Se extrajo una unica muestra de sangre de cada paciente en tubos con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA). Las muestras de plasma se consiguieron tras
una centrifugacion apropiada. Las muestras se depositaron a -80°C hasta el ana-

lisis de los genotipos.

Determinacion de la variante genética 1148M (rs738409) de Patatin-like
phospholipase domain-containing protein 3 (PNPLA3 o adiponutrina).

Los cebadores y sondas de oligonucledtidos se disefiaron con Beacon De-
signer 4.0 (Premier Biosoft International, Los Angeles, California, EE. UU.).
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a cabo con 250 ng de
ADN gendmico, 0,5 pl de cada cebador oligonucleotidico en un volumen
final de 25 pl (Termociclador iCycler IQ, Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.).

El genotipado del rs738409 se efectud por medio de un analisis de alta re-

solucion de la disociacion de amplicones (HRM, high-resolution melting



analysis) conseguido a través de la amplificacion de una zona genémica
corta que contenia el polimorfismo en cuestion. El andlisis HRM se ejecu-

t6 con un equipo Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australia).

Con el fin de conseguir ampliaciones que inclufan el sitio del polimorfis-
mo, se amplificaron dos uL de ADN gendmico extraido para el genotipado
estandar gracias a 2 x SensiFastHRM master mix (Bioline, Reino Unido) y
se usaron los cebadores GCCTTGGTATGTTCCTGCTTC y GGATAAG-
GCCACTGTAGAAGG a una concentracion final de 200 nM. El protoco-
lo de temperatura utilizado fue la activacion de la enzima durante tres mi-
nutos a 95 °C, seguido de siete ciclos de 10 segundos a 95 °C y 30 segundos
a 67 °C, y luego 40 ciclos de 10 segundos a 95 °Cy 25 segundos a 60 °C. La
longitud del proceso de amplificacion fue de 46 pb. El analisis de las curvas
de disociacion se efectué empleando el software del equipo (Rotor-Gene
6000 Series Software 1.7.87, Corbett Research, Australia). Con la finalidad
de normalizar las curvas, escogimos una regién de predisociacién y otra
de posdisociacion, dentro de las cuales se estimo6 que la fluorescencia re-
lativa de cada curva era del 100% y del 0%, respectivamente. La region de
predisociacion se determind entre 68,5 y 69,1 °C, en tanto que la region de

posdisociacion se acotd entre 77,0 y 78,6 °C.

De forma paralela a las muestras de ADN gendmico, se examind lo si-

guiente en cada serie de reacciones:

Tres estandares de genotipado (CC, CG, GG), constituidos por mo-
léculas de ADN sintético con una secuencia que contiene la regién
genomica de 46 pb amplificada con el par de cebadores utilizados

en la reaccion;

Tres controles de genotipado (rs738409 CC, CG, GG), constituidos
por ADN gendmico muestreado con un genotipo PNPLA3 cono-
cido; un control de amplificacién negativo, en el que no se insert6
ADN.
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Determinacion de la variante genética rs180069 del polimorfismo
G308A de del gen TNFa.

Los cebadores de oligonucledtidos y las sondas fueron disefiados con el Bea-
con Designer 4.0 (Premier Biosoft International °, LA, CA). La reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) se efectué con 50 ng de ADN gendmico, 0,5
ul de cada cebador de oligonucleétidos (cebador forward: 5-CTG TCT GGA
AGT TAG AAG GAA AC-3’; cebador reverse: 5-TGT GTG TAG GAC CCT
GGA G-3),y0,25 uL de cada sonda (sonda natural: 5-Fam-AAC CCC GTC
CTC ATG CCC-Tamra-3’) y (sonda alterada: 5-Hex-ACC CCG TCT TCA
TGC CCC- Tamra -3’) en un volumen limite de 25 uL (Termociclador iCycler
IQ (Bio-Rad®), Hercules, CA). El ADN se desnaturalizé a 95°C durante 3 mi-
nutos; a esto le continuaron 50 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15
segundos, y de anillamiento a 59,3° durante 45 segundos). La PCR se efectud
en un volumen final de 25 ul. que comprendia 12,5 uL de IQTM Supermix
(Bio-Rad’, Hercules, CA) con Taq ADN polimerasa de inicio en caliente.

Adipocitoquinas.

Determinacion mediante ELISA de proteinas relacionadas con el tejido

adiposo: adiponectina, leptina y resistina.

ADIPONECTINA (R&D SYSTEMS®).

Se midi6 por ELISA (R & D systems, Inc., Mineapolis, EE. UU.) Con una
sensibilidad de 0,246 ng / ml y un intervalo normal de 8,65-21,43 ng / ml.

Preparacion de reactivos: Preparar a temperatura ambiente antes

de su uso.
Calibracion:

Reconstituir Adiponectin Standard con 2.0 mL de agua destilada
para obtener una concentracion de 250 ng/mL. Mezclar y mantener

a temperatura ambiente 15 minutos antes de su uso.



Pipetear 200 pL de Calibrador Diluent RD5-5 en cada uno de los
tubos. Anadir 200 pL del standard reconstituido en el primer tubo
de la serie de calibradores, mezclar y trasvasar 200 pL al siguiente,
realizar pases sucesivos hasta llegar al séptimo tubo. Como stan-

dard concentracion 0 puede utilizarse el mismo Calibrador Diluent.

0L 200pl  200pl  200pL 200pL 200 pL

¥ 4 ¥ ¥ ' ¥

100 ul 100 100 100 100
— — — — — Sy ﬂ
[
Standard 1 2 3 4 B 6 ')
250 ng/ml. 125 6.5 31.2 15.6 7.8 350 ]

Procedimiento para la determinacion del valor de adiponectina.

Procedimiento:

100 uL Assay Diluent RD1W.
50 uL Standard, control o muestra.

Se necesita una dilucion al 1/100 de la muestra: 1 pL muestra + 99
uL Calibrador Diluent RD6-39.

Tapar e incubar 2 horas a temperatura ambiente.

Lavar 4 veces. Retirar sobre papel secante el exceso de liquido de los
pocillos. Wash Buffer: 20 mL + 480 mL agua destilada (500 mL). La

solucion refrigerada es estable un mes.
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200 uL de Adiponectin Conjugate.
Tapar e incubar 2 horas a temperatura ambiente.

Preparar 15 min. antes de completar el tiempo Substrate Solution:
10 mL Color Reagents A + B (10 mL+ 10 mL= 20 mL). El volumen
requerido para los 96 pocillos es de 19,2 mL.

Lavar 4 veces. Retirar sobre papel secante el exceso de liquido de

los pocillos.

200 pL Substrate Solution, proteger de la luz.
Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.
50 uL Stop Solution.

Lectura a 450 nm (15 min, o color amarillo uniforme). No sobre-

pasar los 30 minutos.

Calculo de los resultados: Crear una curva standard lineal. Si las

muestras han sido diluidas, multiplicar por el factor de dilucion.

LEPTINA (DSL°).

Se midié mediante ELISA (Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Texas,
EE. UU.) Con una sensibilidad de 0,05 ng / ml y un intervalo normal de
10-100 ng / ml.

Preparacion de reactivos: Acondicionar a temperatura ambiente

antes de su uso.

Calibracion: Reconstituir el vial de calibraciéon A con 2mL de agua
destilada para obtener una concentracion de 0 ng/mL. Reconstituir
el resto de viales (B-F) con 0.5 mL de agua destilada para obtener

las siguientes concentraciones:
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0
0.5
2.5
10.0

m o 0 = >

25.0
F 50.0

Concentraciones del calibrador en base al vial.

Previo a su utilizacion se ha de mezclar y mantener a temperatura

ambiente durante 15 minutos.

Procedimiento:

25 pL Standard, control o muestra.
100 pL Assay Buffer E.

Incubar 2 horas a temperatura ambiente agitando la placa a 500-

700 rpm.

Lavar 5 veces. Retirar sobre papel secante el exceso de liquido de
los pocillos. Wash Buffer: 60 mL + 1500 mL agua destilada (30 mL

+ 750 mL). La solucidn es estable un mes a temperatura ambiente.

Preparar Antibody-Enzime Conjugate Solution. Diluir al 1:50 con
Assay Buffer E, del siguiente modo: 2,5 uL de Atibody-Enzime +
125 uL de Asay Buffer por cada pocillo.

(240 uL+12 mL para una placa de 96 pocillos). Ahadir 100 pL.

Incubar 1 hora a temperatura ambiente agitando la placa a 500-700

rpm.
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Lavar 5 veces. Retirar sobre papel secante el exceso de liquido de

los pocillos.
100 pL de TMB Chromogen Solution.

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente agitando la placa a

500-700 rpm. Proteger de la luz.
100 pL de Stopping Solution.

Lectura a 450 nm (color amarillo uniforme). No sobrepasar los 30

minutos.

Calculo de los resultados:

Crear una curva standard con el logaritmo de la concentracion en

el eje X frente a la absorbancia en el eje Y.

Silas muestras han sido diluidas, multiplicar por el factor de dilucién.

RESISTINA (Biovendor®)

Preparacion de reactivos: Acondicionar a temperatura ambiente

antes de su uso.
Calibracion:

Reconstituir Resistin Master Calibrator con 1 mL de Dilution Bu-
ffer (50 ng/mL).

Mezclar y mantener a temperatura ambiente 15 minutos antes de

su uso.

Pipetear 200 pL de Calibrador Diluent RD5-5 en cada uno de los
tubos. Aniadir 200 pL del standard reconstituido en el primer tubo
de la serie de calibradores, mezclar y trasvasar 200 pL al siguiente,
realizar pases sucesivos hasta llegar al séptimo tubo. Como estan-

dar concentracion 0 puede utilizarse el mismo Calibrador Diluent.



750ul. S00pL SO0 L 7SOpL SO0 L

¥ ' ¥ ¥ ¥
500 ul 500 p S00 500
— s
Standard 2 3 4 5 4] Blanco
50 ng'mL il 10 50 0 L0 0.0

Procedimiento para la determinacion del valor de resistina.

Diluir cada uno de los calibradores al 1:3 con Dilution Buffer antes
de su uso (100 uL +200 pL).

Muestras: Diluir las muestras a 1:3 con Dilution Buffer (50 pL+
100 pL).

Controles:

Pueden ser congelados. La concentracién de los dos niveles de con-
trol (High y Low) depende del lote de fabricacion y debe consultar-

se en la hoja adjunta al insert del producto.

Diluir ambos controles con Dilution Buffer a 1:3 (100uL + 200 puL

en el caso de duplicados).

Procedimiento:

100 uL Standard, control o muestra.

Las muestras y los controles requieren dilucién al 1:3: 50 uL mues-

tra + 100 pL Dilution Buffer.
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Incubar 1 hora a temperatura ambiente agitando la placa a 300 rpm.

Lavar 3 veces. Retirar sobre papel secante el exceso de liquido de

los pocillos.

Wash Buffer: 100 mL + 900 mL agua destilada (50 mL + 450 mL).

La solucion refrigerada es estable un mes.
100 pL de Biotin Labelled Anti-Resistin Antibody Solution.
Incubar 1 hora a temperatura ambiente agitando la placa a 300 rpm.

Lavar 3 veces. Retirar sobre papel secante el exceso de liquido de

los pocillos.
100 pL de Steptetavidin-HRP Conjugate.

Incubar 1 hora a temperatura ambiente agitando la placa a 300 rpm.
Lavar 3 veces. Retirar sobre papel secante el exceso de liquido de los

pocillos.

100 pL de Substrate Solution. Tapar con una ldmina de aluminio.

Proteger de la luz.
Incubar 10 minutos a temperatura ambiente (hasta 20 min.).
100 pL de Stop Solution .

Lectura a 450 nm (color amarillo uniforme). No exceder de los 15

minutos.

Calculo de los resultados:

Crear una curva standard oponiendo el logaritmo de la concen-
tracion (X) frente a la absorvancia (Y) mediante una funcién de
cuatro parametros. Si las muestras han sido diluidas, multiplicar

por el factor de dilucion.



Evaluacion nutricional
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Se le entregd al paciente un CUESTIONARIO DE ADHERENCIA A DIE-
TA MEDITERRANEA (PREDIMED). Adjunto archivo en Tabla 4.5.

Pregunta 1
;Usa usted el aceite de oliva como
principal grasa para cocinar?

A) Si

Pregunta 2

sCudnto aceite de oliva consume en total al dia
(incluyendo el usado para freir, comidas fuera
de casa, ensaladas, etc.)?

B) No A) 4 0 mds cucharadas
B) 2-3,9 cucharadas
C) 0-1,9 cucharadas
Pregunta 3 Pregunta 4

;Cudntas raciones de verdura u
hortalizas consume al dia? (las guar-
niciones o acompanamientos = V2
racién) 1 raciéon=200g

A) 2 0 mds raciones

B) 1-1,9 raciones

C) 0-0,9 raciones

;Cuantas piezas de fruta (incluyendo zumo
natural) consume al dia?

A) 3 0 mds raciones
B) 1-2,9 raciones
C) 0-0,9 raciones

Pregunta 5
;Cudntas raciones de carnes ro-
jas, hamburguesas, salchichas o
embutidos consume al dia? (ra-
ci6n=100-150g)

A) I racién o mds

B) 0-0,9 raciones

Pregunta 6

;Cuantas raciones de mantequilla, margarina o

nata consume al dia? (porcién individual: 12g)
A) 1 racion o mds

B) 0-0,9 raciones

Pregunta 7

;Cuantas bebidas carbonatadas y/o
azucaradas (refrescos, colas, tonicas,
bitter) consume al dia?

A) 1 racién o mds
B) 0-0,9 raciones

Pregunta 8
sBebe usted vino? ;Cudnto consume a la sema-
na? (1 copa=100ml)

A) 7 0 mds vasos
B) 3-6,9 vasos
C) 0-2,9 vasos
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Pregunta 9

;Cuantas raciones de legumbres
consume a la semana? (1 plato o
racién de 150g)

A) 3 0 mds raciones
B) 1-2,9 raciones
C) 0-0,9 raciones
Pregunta 11
;Cuantas veces consume reposteria

comercial (no casera) como galletas,
flanes, dulce o pasteles a la semana?

A) 2 raciones o mds

B) 0-1,9 raciones

Pregunta 13
;Consume usted preferentemente
carne de pollo, pavo o conejo en vez
de ternera, cerdo, hamburguesas o
salchichas? (carne de pollo: 1 pieza
o racién de 100-150g)

A) Si

B) No

Pregunta 10
;Cuantas raciones de pescado-mariscos consu-
me a la semana?(1 plato, pieza o racién: 100-
150 de pescado; 4-5 piezas: 200g marisco)

A) 3 0 mds raciones

B) 1-2,9 raciones

C) 0-0,9 raciones
Pregunta 12
sCuantas veces consume frutos secos a la se-
mana? (racién 30g)

A) 3 0 mds raciones

B) 1-2,9 raciones

C) 0-0,9 raciones
Pregunta 14
sCuadntas veces a la semana consume los vege-
tales cocinados, la pasta, arroz u otros platos
aderezados con salsa de tomate, ajo, cebolla o
puerro elaborada a fuego lento con aceite de
oliva (sofrito)?

A) 2 0 mds raciones

B) 1-1,9 raciones

C) 0-0,9 raciones

Cuestionario de adherencia a la dieta mediterranea (PREDIMED).

INTERPRETACION DEL CUESTIONARIO.

Sila puntuacién total:

Es menor de 9 puntos, significa baja adherencia. Revise las pre-

guntas con respuesta 0 e intente mejorar.

Es mayor de 9 puntos, significa buena adherencia. Mantenga

este estilo de alimentacion y procure que las raciones no sean

muy grandes.
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Composicion de la dieta:

Mediante la encuesta nutricional con el Programa Dietsource ° se analizaron

los siguientes macro y micronutrientes:

Proteinas g/dia
Lipidos g/dia
Carbohidratos g/dia
Vitamina E mg/dia

Variables (micro y macronutrientes) analizadas respecto a la composicion
de la dieta, g:gramos, mg: miligramos.

Biopsia hepatica percutanea

A todos los sujetos incluidos en el estudio se les realizo biopsia hepatica per-

cutdnea, previa autorizacion escrita y preparacion segun las guias (218) :

Historia clinica completa y exploracion fisica.
Hemograma.
Coagulacion: INR y TTPA.

Tratamiento con anticoagulantes o antiagregantes: debe ser reti-
rado con anterioridad en funcién de la familia de antiagregante o
anticogulante y organizar un plan de reintroduccion tras la biop-

sia hepatica en funcién del riesgo/beneficio de cada paciente.

Todos los pacientes fueron ingresados en planta de hospitaliza-

cion previa a la biopsia, con observacion de 24h tras la misma.
Instrumental: aguja de succion tipo Menghini, que utiliza la aspiracién
para introducir y retener el cilindro de tejido hepatico en el interior de la

aguja.
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Figura 4.5. Realizacién de biopsia hepatica percutinea con aguja de biopsia tipo
Menghini

« Técnica:

Paciente en dectibito supino con su mano derecha colocada detras de la
cabeza, se localiza el punto de puncidn por percusion en hipocondrio de-
recho para determinar la matidez hepatica, normalmente entre la linea

axilar media y anterior y entre el 7° y 9° espacio intercostal.

En el punto elegido de entrada se insona con el ecografo para confirmar
la existencia de tejido hepatico sin interposicion de otras estructuras. Se
realiza una pequefia marca con un rotulador sobre la piel y se llevan a cabo
las medidas de asepsia (el ecografista se coloca guantes estériles, coloca un
pafio estéril en el campo de trabajo y limpia la zona de la piel con solucion

de povidona yodada).



A continuacion, se anestesia la piel, tejido celular subcuténeo y serosa pe-
ritoneal, inyectando 20 ml de solucién de mepivacaina al 2% a nivel de
borde superior de la costilla con el fin de sortear los vasos intercostales del

borde inferior.

Consecutivamente, se realiza un pequefio corte con aguja de bisturi en la

piel para hacer mas facil la entrada de la aguja de biopsia.

Se introduce la aguja de biopsia traspasando el tejido subcutaneo y el pe-
ritoneo parietal; se libera el seguro de la aguja y con el paciente en apnea,

la aguja es rapidamente introducida en el parénquima hepatico.

Posteriormente se extrae la aguja y con un mecanismo sencillo, se deposi-

ta en un anaclin con formol, remitiéndose a Anatomia Patoldgica.

Analisis de las muestras y clasificacion histolégica.

Las biopsias se tifieron con hematoxilina-eosina y tricoma de Manson.

Fueron analizadas por el mismo patélogo.

Se utilizd NAS-score, un sistema de puntuacién semicuantitativa de higa-
do graso no alcohdlico. Se calcula con la suma ponderada de las puntua-
ciones de: esteatosis (<5% = 0, de 5a 33% = 1,> 33 al 66% = 2,> 66% = 3).
Inflamacion lobular (sin focos = 0, <2 focos de 200 por campo = 1; de 2
a4 de 200 focos por campo = 2; > 4 focos de 200 por campo = 3). Baloni-
zacion o degeneracion hidroépica (ninguna célula = 0; pocas células ba-
lonizadas = 1, muchas células / balonizaciéon prominente = 2). En el NAS
no se incluye la fibrosis; el calculo maximo es de 8. El score concluyente de

EHNA se delimit6 como una puntuaciéon NAS> = 5.
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ESTEATOSIS 0 <5%
1 5-33%
2 >33-66%
3 > 66%
BALONIZACION 0 Ninguna
l(:iicellel;::)cién 1 Pocas células
2 Muchas células, balonizacion prominente
INFLAMACION 0 Ningun foco
LOBULAR 1 < 2 focos/200x
2 2-4 focos/200x
3 > 4 focos/200x

NAS-score de Kleiner.

Zona 3 fibrosis perivenular, pericelular o perosinusoidal

Zona 3 fibrosis perivenular, pericelular o perosinusoidal, pudiendo ser
extensa o focal, con fibrosis portal tanto focal como extensa

Puentes de fibrosis, extensa o focal
Cirrosis con o sin fibrosis perisinusoidal

Estadiaje de fibrosis.

Para minimizar la variabilidad interobservador, el mismo patdlogo leyo
muestras de biopsia hepitica utilizando la puntuacion SAF score (219) (del in-
glés Steatosis, Activity and Fibrosis) que evalta el grado de esteatosis (S, de SO a
S3), el grado de actividad (A, de A0 a A4, que es la suma de la puntuacion de los
grados de balonizacion e inflamacién lobulillar, ambos de 0 a 2) y la etapa de
fibrosis (F de FO a F4) (220).
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Indices no invasivos

En nuestro trabajo se han calculado indices no invasivos de esteatosis FLI
(Fatty Liver Index), LAP (Liver Accumulation Product), asi como indices no in-
vasivos de fibrosis como NFS (NAFLD Fibrosis Score), FIB-4 (Fibrosis 4).

. Fatty Liver Index (FLI) (153) = (e 0.953 x In (triglicéridos) + 0.139 x IMC + 0.718 x In (GGT) + 0.053

x CIN ~ 15‘745)/(1 +e 0.953 x In (triglicéridos) + 0.139 x IMC + 0.718 x In (GGT) + 0.053 x CIN — 15‘745) x 100

<30 No esteatosis
> 30, <60 Indeterminado
> 60 Esteatosis

« Liver Accumulation Product (LAP) (221):
Hombres: LAP = (CIN (cm) - 65) x triglicéridos (mol/L))
Mujeres: LAP = (CIN (cm) - 58) x triglicéridos (mol/L))

Interpretacion
Hombres Mujeres
<4 No esteatosis <44 No esteatosis
>4 Esteatosis >44 Esteatosis

» NAFDL Fibrosis Score (NFS) (14) =-1.675 + 0.037 x Edad (a#ios) + 0.094
x IMC (Kg/m2) +1.13 x DM2 (si 1, no 0) + 0.99 x (AST/ALT) -0.013 x pla-
quetas (U/L) - 0.66 x albiimina (g/dL)

<-1.455 Fibrosis leve
>-1.455, <0.675 Indeterminado
>0.675 Fibrosis avanzada

« Fibrosis-4 (FIB-4) (222) = (Edad x AST) / (plaquetas (U/mL) x (sqrt (ALT))

Interpretacion
<13 Fibrosis leve
>1.3, <2.67 Indeterminado

>2.67 Fibrosis avanzada
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Elastografia hepatica (Fibroscan©):

Consiste en una herramienta no invasiva de deteccion de esteatosis hepatica
y de fibrosis hepatica en la HGNA. Se ha utilizado fibroscan Echosens sonda XL.
Se ha evaluado la elasticidad hepatica en Kpa, el IQR y el porcentaje de éxito.

SM y evaluacion de los factores de riesgo cardiovascular

El SM se determiné en base a los criterios propuestos en el Third Report of
the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment
Panel I1I), (NCEP- ATP III) (59). Se define SM ante la presencia de tres o mas de

los siguientes factores de riesgo cardiovascular (FRCV) propuestos:

Obesidad central > 88 cm en mujeres
(definida por el perimetro de cintura') > 102 cm en hombres
Tension arterial’ TAS > 130 mmHg

TAD = 85 mmHg
O bien diagnéstico previo

Glucosa basal' > 110 mg/dL
Triglicéridos' > 150 mg/dL
Colesterol HD1? <40 mg/dL en hombres

< 50 mg/dL en mujeres

Factores de riesgo cardiovascular presentados por la NCEP- ATP III, con
sus pertinentes limites. FRCV: factores de riesgo cardiovascular; TAS: tension arterial
sistolica; TAD: tension arterial diastolica; ': limite por encima del cual se considera
patoldgico; % limite por debajo del cual se considera patologico.



Dentro de los factores que utiliza la OMS para determinar SM, se incluye
la microalbuminuria, que se define como la excrecion de albumina en orina >
20 pg/min, o relacién albimina/creatinina en orina > 30 mg/g. A los pacientes
incluidos en la presente tesis no se les realizd analisis de orina, por tanto, en dicho

trabajo nos ceflimos a la clasificacion NCEP- ATP III para diagnosticar el SM.

Analisis de datos

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico
SPSS version 20.0. Se realizaron pruebas de normalidad y los datos se expresaron
como media + desviacion estandar o como frecuencias para las variables cate-
goricas. Las variables categdricas se estudiaron mediante la prueba de Chi-cua-
drado, y cuando requeria se realizé la correccion de Yates y la prueba exacta de
Fisher. Las variables continuas con distribucién normal se analizaron mediante
la t de Student de dos colas. Las variables con distribucién no normal se analiza-

ron mediante pruebas no paramétricas (Prueba U de Mann-Whitney).

El analisis estadistico se realiz6 para GC y GG combinados como grupo y el
genotipo CC como segundo grupo (variante rs738409 del gen PNPLA3) y para
GA y AA combinados como grupo y el genotipo GG como segundo grupo (va-

riante rs180069 de el gen TNFa) con un modelo dominante.

Para evaluar el efecto de los diferentes factores de riesgo en la EHNA vy fibro-
sis se utilizo un analisis de regresion logistica (método atras Wald; punto de corte
de entrada: 0,05, punto de corte de eliminacion: 0,10). Las variables que alcan-
zaron la significacion estadistica en el andlisis univariante fueron introducidas
en el analisis multivariante. Se considerd que una relacion era estadisticamente

significativa para p <0,05 (prueba de 2 colas).
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Tratamiento informatico y control de calidad de los datos

Para el uso informético de los datos, convenientemente codificados, se ha
utilizado un ordenador personal portatil Toshiba Aspire 1350 Series, con pro-
cesador AMD Athlon XP-M, sistema operativo Windows XP y herramientas de
Microsoft Office 2000.

Para la busqueda bibliografica se hizo uso de Internet en Microsoft Internet
Explorer XP. Los datos recogidos fueron introducidos en una base de datos (IBM
Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armondk,
NY: IBM Corp).

Para cerciorase de la calidad de los datos procesados, éstos fueron compro-

bados por dos investigadores y al menos en dos ocasiones.

La base de datos fue inscrita en la Agencia Nacional de Proteccién de Datos
(ANPD), dentro del Sistema de Informacién del Grupo de Investigacion Biomé-
dica (SIGIB).

Revision bibliografica

Para la revision bibliografica se ha accedido al portal de internet PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), que es una prestacion de acceso libre a

la Base de datos Medline gestionado por la National Library of Medicine (NLM).

Como estrategia de busqueda inicial se han utilizado conceptos libres: non
alcoholic fatty liver disease; obesity; overweith; insuline resistance; cardiovascu-
lar disease; hypertension; diabetes mellitus; cholesterol; sedentarism; metabo-
lic syndrome; nutrition; Mediterranean diet, anthropometry; body mass index;
BM]I, etc... Posteriormente se ha afinado con una busqueda de lenguaje contro-

lado (MeSH), limitandola a un concepto o bien extendiéndola a varios.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Los conceptos han sido relacionados mediante operadores l6gicos e imple-
mentado mediante truncadores a los afios 1980-2014, en todos los idiomas, estu-
dios en humanos, asi como articulos que contaran con resumen. De los articulos

elegidos en un inicio, se han escogido los mas relevantes bajo criterio personal.

También con acceso a internet se ha utilizado la Biblioteca Cochrane Plus
(www.bibliotecacochrane.net), de acceso libre y gratuito en territorio espafol
mediante suscripcion del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad;
también UpToDate, con acceso privado gratuito para profesionales sanitarios
por medio de la Biblioteca Sanitaria online de Castilla y Ledn; y la revista Nutri-

cion Hospitalaria, con acceso completo a sus articulos por suscripcion.

Ademas, se han utilizados tratados, libros de texto, monografias y manuales

actualizados de interés.

Aspectos Eticos

Este trabajo se ha realizado siguiendo las recomendaciones de la Declara-
cion de Helsinki de 1964 (dltima enmienda, 64* Asamblea General, Fortaleza,
Brasil, octubre 2013)(223).

Se obtuvo la aprobacién por el Comité de Etica del Hospital Clinico de Va-

lladolid para la realizacion del estudio.

No existe conflicto de intereses ni se dispone de financiacién por organis-

mos publicos o privados.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

5.1.1. Caracteristicas basales

Se analizaron un total de 203 pacientes, la media de edad fue de 47,4 + 37,2
anos, y de éstos 115 (56,7%) eran hombres. En las siguientes tablas (Tablas 5.1 a

5.17) se resumen las principales caracteristicas de los pacientes incluidos:

VARIABLES EPIDEMIOLOGICAS

En la siguiente tabla se muestran las variables epidemioldgicas y de habitos

de vida estudiadas.

N total= 203 Media DS
Edad (afos) 47,4 37,19
W\ %
Hombre 115 56,7%
Mujer 88 43,3%
Fumador 30 28,8%
Bebedor moderado (< 20 gr de alcohol/ dia) 20 9,9%

Tabla 5.1. Variables epidemioldgicas de nuestra muestra.
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SM 'Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

En nuestra muestra, 90 pacientes (44,3%) muestran 3 o mas criterios ATP III

como factores que definen la presencia de SM.

Ne de criterios N total %
SINDROME 0 34 16,7
METABOLICO 1 46 22,7
2 33 16,3
3 46 22,7
4 29 14,3

5 15 7,5

Tabla 5.2. Numero de criterios segiin ATP III para la definicién de SM.

DIABETES MELITUS TIPO 2

De nuestra muestra de pacientes inicamente un 19,2% presentaron DM-2.

N total=203 h %
NO 164 80,8
SI 39 19,2

Tabla 5.3. Pacientes con DM-2.

TENSION ARTERIAL
Media DS
Tension sistolica, mmHg 133,90 75,88
Tension diastdlica, mmHg 79,96 19,33

Tabla 5.4. Medidas de TA sist6lica y diastolica.
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De nuestra muestra de pacientes se observa que casi la mitad de los pacien-
tes presentaban HTA (53,69%).

N %
NO 109 53,69
SI 94 46,31

Tabla 5.5. Pacientes con HTA.

VARIABLES ANALITICAS

A continuacidn, se resumen los resultados de las variables analiticas en

nuestra muestra de pacientes.

N total= 203 Media DS
AST, UI/L 42,19 32,26
ALT, UI/L 66,53 45,90
GGT, UI/L 89,17 73,03
Fosfatasa alcalina, UI/L 78,24 29,72
Bilirrubina total, mg/dL 0,77 0,72
Creatinina, mg/dL 0,87 0,20
Albimina, g/dL 4,40 0,46
Glucosa, mg/dL 109,94 34,18
HOMA-IR 4,33 3,66
Insulina, (mg/dL) 15,35 10,60
Colesterol total, mg/dL 187,77 49,28
Triglicéridos, mg/dL 153,45 79,59
LDL-colesterol, mg/dL 114,98 39,80
HDL-colesterol, mg/dL 44,63 16,94
Plaquetas, 1073/ pl 266,29 70,10
Ferritina, (ng/mL) 205,42 183,86

Tabla 5.6. Variables bioquimicas de nuestra muestra de pacientes.
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VARIABLES ANTROPOMETRICAS

En la tabla 5.7 figuran las variables antropométricas de nuestra muestra de

pacientes.
Peso, kg 102,00 29,66
IMC, kg/m® 36,77 10,01
Perimetro de cintura, cm 104,79 14,58
Perimetro de cadera, cm 109,32 10,98
ICC 0,95 0,07
Pliegue tricipital , mm 20,61 8,61
Masa grasa, % 26,61 9,62
Masa magra, % 71,83 9,29
Angulo de fase 7,25 1,74

Variables antropométricas incluidas en nuestro estudio. IMC: indice de
masa corporal. ICC: indice cintura cadera.

CUESTIONARIO DE ADHERENCIA A DIETA MEDITERRANEA
(PREDIMED) Y COMPOSICION DE LA DIETA

Se llevé a cabo un cuestionario de adherencia a dieta mediterranea por medio
de una entrevista a cada uno de los pacientes. Ademas, se calculd las calorias de la
dieta, la proporcion de proteinas, lipidos, hidratos de carbono y vitamina E con-

sumidos tras analizar la encuesta nutricional mediante el programa Dietsource®.

Cuestionario MEDAS 2 12 8 2,81

Evaluacidn nutricional con cuestionario de adherencia a dieta mediterranea
(cuestionario MEDAS - Mediterranean Diet Adherence Screener- PREDIMED).
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Proteinas, g/dia 18,56 3,93
Lipidos, g/dia 37,2 7,93
Carbohidratos, g/dia 44,11 7,88
Vitamina E, mg/dia 8,95 5,47
Gasto energético basal, kcal/dia 1773,26 279,38
Calorias de la dieta, kcal/dia 2012,57 653,7

Proporcion de macronutrientes (proteinas, grasas e hidratos de carbono),
vitamina E, calorias de la dieta y gasto energético basal.

INDICES NO INVASIVOS

Se realizaron los indices no invasivos de esteatosis descritos en metodologia
como el Fatty Liver Index (FLI) y Liver Accumulation Product (LAP); asi como
indices no invasivos de fibrosis tales como el NAFLD Fibrosis Score (NES) y
Fibrosis 4 (FIB-4).

En las siguientes tablas reflejamos los valores de la media hallados en cada

indice no invasivo en el total de pacientes de nuestra muestra:

FLI 72,88 22,43
LAP 3,89 0,74
NES -1,64 1,78
FIB-4 0,94 0,72

Medias de los valores de los indices no invasivos (FLI: Fat liver index,
LAP: Lipid acumulation product, NAFLD FS: Non alcoholic fatty liver disease, FIB4:
Fibrosis 4).
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HISTOLOGIA HEPATICA

En las siguientes tablas presentamos el nimero y porcentaje de pacientes
que presentan esteatosis simple, balonizacion, inflamacion lobular, esteatohepa-

titis y fibrosis en la biopsia hepatica.

Observamos que mas de la mitad de los pacientes presentan esteatohe-

patitis y fibrosis.
ESTEATOSIS HEPATICA
N total= 203 N %
0 6 3,0
1 61 30,0
2 80 39,4
3 56 27,6

Tabla 5.11. Esteatosis (<5% = 0, de 5 a 33% = 1,> 33 al 66% = 2,> 66% = 3).

BALONIZACION O DEGENERACION HIDROPICA

Mas de la mitad de nuestros pacientes presentaban degeneracion hidrdpica

en la biopsia hepatica.
N total= 203 N %
0 76 37,4
1 107 52,7
2 20 9,9

Tabla 5.12. Balonizacion o degeneracion hidrépica (ninguna célula = 0; pocas células
balonizadas = 1, muchas células / balonizaciéon prominente = 2).
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INFLAMACION LOBULILLAR

Mas de la mitad de nuestros pacientes presentaban algun grado de inflama-

cion lobular en la biopsia hepatica.

N total= 203 N %
0 51 25,1
1 102 50,2
2 41 20,2
3 9 44

Tabla 5.13. Inflamacién lobular (sin focos = 0, <2 focos de 200 por campo = 1;de2 a4
de 200 focos por campo = 2; > 4 focos de 200 por campo = 3).

ESTEATOHEPATITIS

Se identifica que mas de la mitad de los pacientes de nuestra muestra presen-

tan esteatohepatitis en la biopsia hepitica, es decir balonizacion e inflamacion.

N total= 203 N %
NO 94 46,3
SI 109 53,7

Tabla 5.14. Esteatohepatitis (aquel paciente que presentara al menos un grado 1 de las
tres siguientes caracteristicas: esteatosis, balonizacion e inflamacién lobular).
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FIBROSIS HEPATICA

Se observa que la mayoria de los pacientes presentan estadios muy leves de

fibrosis.
N total= 203 W %
FO 98 48,3
F1 73 36
F2 11 5,4
F3 13 6,4
F4 8 3,9

Tabla 5.15-. Fibrosis (sin fibrosis= 0, perisinusoidal o periportal= 1, perisinusoidal y
portal/ periportal=2, puentes de fibrosis= 3, cirrosis con o sin fibrosis perisinusoidal=4).

ADIPOCITOQUINAS

Se determinaron los niveles en plasma de adipocitoquinas: adiponectina,

resistina y leptina.
N Media DS
Adiponectina, ug/mL 121 15,09 20,16
Resistina, ng/mL 107 6,25 6,78
Leptina, ng/mL 120 44,32 41,53

Tabla 5.16. Niveles de adipocitoquinas en plasma.
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POLIMORFISMOS DE LOS GENES PNPLA3 Y TNFa

Mas de la mitad de los pacientes, con un total de 77 (53,84%), presentaron
la mutacién rs738409 del gen PNPLA3. La mutacién del gen G308G TNFa se
detectd en 31 pacientes (19,38%).

1148M PNPLA3 rs738409 N=177 N %
CCn (%) - SALVAJE 75 36,9
CG or GG n (%) - MUTANTE 102 50,2
G308G TNFa rs180069 N=160 N %
GG n (%) - SALVAJE 129 80,63
GA or AA n (%) - MUTANTE 31 19,38

Tabla 5.17. Genotipos: polimorfismos de los genes PNPLA3 y TNFa estudiados en
nuestra muestra de pacientes.

5.2. ESTADISTICA INFERENCIAL

5.2.1. Caracteristicas de la muestra en Funcidon del indice de

masa corporal (sobrepeso vs obesidad)

Posteriormente, dichos pacientes fueron clasificados en dos grupos en fun-
cién del IMC: 63 pacientes (31%) presentaron sobrepeso con un IMC >25 kg/m’ y
< 30 kg/m?y 140 pacientes (69%) presentaron obesidad con un IMC > 30 Kg/m>.
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EDAD Y SEXO EN FUNCION DEL IMC: SOBREPESO VS. OBESOS

La media de edad para el grupo de pacientes con sobrepeso fue de 44,9 afios,
mientras que la media de edad para el grupo de pacientes con obesidad fue de
48,6. Al comparar ambos grupos respecto a la edad no se obtuvieron diferencias

significativas.

Se observaron diferencias significativas respecto al sexo, identificando en el
grupo de pacientes con sobrepeso mas varones con respecto a los obesos (76.2%
vs. 47,9%; p< 0,01).

Sobrepeso Obesos p-valor
(N=63) (N= 140)
Edad, aios (media +DS) 44,9 +12,8 48,6 *+ 44,3 ns
Sexo masculino, n (%) 48 (76,2) 67 (47,9) <0,001

Tabla 5.18. Caracteristicas epidemioldgicas en funcion de IMC: sobrepeso vs. obesos.
Edad y sexo.

PRESENCIA DE SM Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN
FUNCION DEL IMC: SOBREPESO VS. OBESOS

En el grupo de pacientes con obesidad se identifico mayor proporcion de

diabéticos comparado con el grupo de sobrepeso.

Sobrepeso Obesos p- valor
(N=63) (N= 140)
DM-2, n (%) 7 (11,1) 32(22,9) p<0.05

Tabla 5.19. DM2 en funcién de obesos vs. sobrepeso diagnosticados de EHGNA
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En cambio, no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos

en cuanto a la presencia de SM, ni en los niveles de tension arterial sistolica y

diastolica.
Sobrepeso Obesos p- valor
(N=63) (WEREN)]
SM, n (%) 25(39,7) 78 (55.7) Ns

Tabla 5.20. Presencia de SM en funcién de ambos grupos: pacientes con sobrepeso vs.
obesidad diagnosticados de EHGNA.

Sobrepeso Obesos

(N=63) (N=140)
Tension sistélica, mmHg 124,3 + 234 138,6 + 90,8 ns
Tension diastolica, mmHg 75,7 +17 82£20,1 ns

Tabla 5.21. Tension arterial sistélica y diast6lica segtin IMC: obesos vs. sobrepeso con
EHGNA.
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PARAMETROS ANALITICOS EN FUNCION DEL IMC: SOBREPESO VS.
OBESOS

Respecto a las variables bioquimicas y el IMC, en el grupo de pacientes con
sobrepeso, observamos que los niveles de AST, ALT, bilirrubina total, creatinina

y colesterol total eran mayores de forma significativa comparado con el grupo de

obesos, asi como los niveles de colesterol HDL.

AST, UI/L 49,74 + 32,41 38,79 £ 31,72 p<0.05
ALT, UI/L 87,12 + 54,41 57,26 £ 38,26 p<0.05
GGT, UI/L 95,16 + 64,50 86,47 + 76,62 Ns
Fosfatasa alcalina, UI/L 78,66 + 28,20 78,05 + 30,48 Ns
Bilirrubina total, mg/dL 0,93 £ 0,82 0,70 £ 0,65 p<0.05
Creatinina, mg/dL 0,91 + 0,17 0,85+ 0,21 p<0.05
Albumina, g/dL 4,4+0,5 4,4+0,4 Ns
Glucosa, mg/dL 103,4 + 24,3 113,1 + 37,6 Ns
HOMA-IR 3623 4,7+ 4,1 Ns
Insulina, (mg/dL) 13,27 £ 6,8 15,26+ 8,7 Ns
Colesterol total, mg/dL 201,68 +52,02 181,41 + 46,82 p<0.05
Triglicéridos, mg/dL 153,07 £ 85,16 153,65 + 76,94 Ns
LDL-colesterol, mg/dL 122,35 + 38,27 111,45 + 40,19 Ns
HDL-colesterol, mg/dL 50,61 £ 15,03 41,82 +17,12 p<0.05
Plaquetas, 1013 / pul 271,65 + 64,89 263,87 +£ 72,37 Ns
Ferritina, (ng/mL) 209,35 + 146,25 203,63 £ 199,13 Ns

Niveles de los diferentes parametros bioquimicos analizados segiin
pacientes con sobrepeso vs. obesos con EHGNA. Valores expresados como media+DS.



PARAMETROS ANTROPOMETRICOS EN FUNCION DEL IMC: SO-
BREPESO VS. OBESOS

En cuanto a las variables antropométricas estudiadas en relacion con el
IMC, se observé como es esperable, que los pacientes obesos cuentan con mayor
perimetro de cintura, de cadera, ICC y pliegue tricipital, respecto al grupo de
sobrepeso de forma significativa. Sin embargo, no hubo diferencias entre los dos

grupos respecto al porcentaje de masa grasa y el angulo de fase.

Perimetro de cintura, cm 93,67 £ 8,14 112,08 + 13,20 p<0.05
Perimetro de cadera, cm 101,23 + 4,78 114,69 + 10,68 p<0.05
ICC 0,93+ 0,06 0,97 £ 0,06 Pp<0.05
Pliegue tricipital, mm 17,01+ 6,82 24,48 + 8,72 p<0.05
Masa grasa, % 27,36+ 10,15 33,38 + 7,57 ns
Angulo de fase 7,47 + 1,77 7,15+ 1,72 ns

Parametros antropométricos en funcion de pacientes con sobrepeso vs.
obesos con EHGNA. ICC: indice cintura-cadera.
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ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA Y COMPOSICION DE
LA DIETA EN FUNCION DEL IMC: SOBREPESO VS. OBESOS

Se observa que el grupo de pacientes con sobrepeso presentan una mayor

adherencia a la dieta Mediterranea respecto al grupo de pacientes obesos.

Cuestionario MEDAS, mediana 9 7 0,04

Evaluacidn nutricional con cuestionario de adherencia a dieta mediterranea
(cuestionario MEDAS - Mediterranean Diet Adherence Screener-) en funcidén de
pacientes con sobrepeso vs. obesos con EHGNA.

No se identificaron diferencias significativas respecto a la proporcion de
proteinas, lipidos, hidratos de carbono, vitamina E en la dieta entre obesos y
pacientes con sobrepeso. Sin embargo, se observa una mayor ingesta de calorias
en la dieta en el grupo de pacientes con sobrepeso respecto a los obesos de forma
significativa. Sin embargo, no se observaron diferencias entre ambos grupos en

cuanto al gasto energético basal.

Proteinas, g/dia 18,22+ 3,57 18,89 + 4,25 ns
Lipidos, g/dia 38,30 + 6,88 36,14 + 8,74 ns
Carbohidratos, g/dia 43,24+ 7,29 44,95+ 8,38 ns
Vitamina E, mg/dia 8,51+ 4,43 9,36 + 6,32 ns
Calorias de la dieta, kcal/dia 2153,7+ 660,27 1878,49 + 623,58  p<0.05

Gasto energético basal, kcal/dia 1714,62 +£ 229,73 1874,93 + 333,65 ns

Proporcion de macronutrientes (proteinas, grasas e hidratos de carbono),
vitamina E, calorias de la dieta y gasto energético basal en funcion de pacientes con
sobrepeso vs. obesos con EHGNA. (g= gramos, kcal= kilocalorias).
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INDICES NO INVASIVOS EN FUNCION DEL IMC: SOBREPESO VS.
OBESOS

Se observa que las medidas de los valores de indices no invasivos de FLI,
LAP y NES en pacientes con sobrepeso son menores de forma significativa com-
parando con el grupo de pacientes con obesidad. No se identifican diferencias en

los valores de FIB-4 entre ambos grupos.

FLI 62,91+ 22,67 82,87 +17,31 p<0.05
LAP 3,72+ 0,75 4,07 £ 0,68 p<0.05
NEFS -3,13+ 1,40 -1,37+ 2,17 p<0.05
FIB-4 1,05+ 0,89 1,01 £ 1,11 ns

Indices no invasivos en funcién de pacientes con sobrepeso vs. obesos
con EHGNA (FLI: Fat liver index, LAP: Lipid acumulation product, NAFLD FS: Non
alcoholic fatty liver disease, FIB4: Fibrosis 4).
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PARAMETROS HISTOLOGICOS EN FUNCION DEL IMC: SOBREPESO

VS. OBESOS

La proporcion de pacientes con esteatohepatitis fue mayor en el grupo de

pacientes obesos de manera estadisticamente significativa. No hubo diferencias

estadisticamente significativas en los otros patrones histolégicos analizados entre

ambos grupos de pacientes.

Tampoco hubo diferencias en cuanto a presencia de fibrosis y fibrosis avanzada.

Esteatosis simple, n (%) 16 (25,4) 25(17,9)
Balonizacion, n (%) 35 (55,6) 92 (65,7)
Inflamacidon lobular, n (%) 42 (66,7) 110 (71,4)
Esteatohepatitis, n (%) 26 (41,3) 83 (59,3)
Fibrosis (F > 1), n (%) 26 (41,3) 71 (50,7)
Fibrosis avanzada ( F > 2), n (%) 5(7,9) 6 (4,3)

Parametros histoldgicos en pacientes con sobrepeso
diagnosticados de EHGNA.

ns
ns
ns

0,017
ns
ns

vs. obesos
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ADIPOCITOQUINAS EN FUNCION DEL IMC: SOBREPESO VS. OBESOS

Respecto a las adipocitoquinas, al estratificar por indice de masa corporal en

los grupos de sobrepeso vs. obesos, se observan las siguientes diferencias:

En los pacientes con sobrepeso, encontramos niveles de adiponectina mayo-
res y, los de resistina y leptina menores, de manera estadisticamente significativa

comparados con el grupo de pacientes obesos.

Adiponectina, ng/mL 22,50+ 21,91 11,16 + 18,11 0,03
Resistina, ng/mL 3,30+ 1,71 8,09 + 8,02 0,001
Leptina, ng/mL 22,94 +21,91 55,83 + 45,02 0,001

Adipocitoquinas segin grupo de pacientes obesos vs. sobrepeso
diagnosticados de EHGNA. Valores expresados como media +DS.
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POLIMORFISMOS DE LOS GENES PNPAL3 Y TNFa EN FUNCION DEL
IMC: SOBREPESO VS. OBESOS

Entre pacientes con sobrepeso y obesidad, no hubo diferencias significativas
en la proporcion de pacientes portadores del alelo G del gen PNPLA3, ni en la

presencia del alelo A del gen del TNFa.

PNPLA3 rs 738409

CC n (%) 30 (16,95) 45 (25,42)

CG 0 GG n (%) 25 (14,12) 77 (43,50) ns
TNFa

GG rs180069 n (%) 46 (26,44) 77 (44,25)

GA 0 AA n (%) 9(5,17) 42 (24,14) ns

Polimorfismos de los genes PNPLA3 y TNFa segtin pacientes con sobrepeso
vs. obesos con EHGNA.
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5.2.2. Factores asociados a la presencia de ESTEATOHEPATITIS en
la biopsia hepatica en pacientes con sobrepeso y Enfermedad por
higado graso no alcohélico

5.2.2.1. Analisis univariante
PARAMETROS EPIDEMIOLOGICOS

En el analisis univariante mayor edad y sexo masculino fueron factores de

riesgo para el desarrollo de esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso con EHGNA.

Variable OR IC95% p-valor
Edad (afos) 1.067 1.019-1.117 0,005
Sexo masculino 4 1,169-13,683 0,027

Tabla 5.30. Andlisis univariante de factores epidemidlogos asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.
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SM 'Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

En el analisis univariante tanto la hipertension arterial sistdlica como la
diastolica y la DM-2 fueron factores de riesgo para el desarrollo de esteatohe-
patitis en pacientes con sobrepeso con EHGNA. Asi mismo, la presencia de SM

también resultd ser un factor de riesgo para EHNA en este grupo de pacientes.

Tension arterial sistolica, mmHg 1.073 (1.032-1.116) 0.001
Tension arterial diastolica, mmHg  1.073 (1.032-1.115) 0.001
Hipertension 8.156 (2.601- 25.577) 0.001
DM-2 8.571 (0.937-78.405) 0.028
SM 4,978 (1,673-14,806) 0.004

Analisis univariante de los factores de riesgo cardiovascular y metabélicos
asociados a la esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.
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PARAMETROS ANALITICOS

En el analisis univariante, tanto la glucemia como el nivel de mayor de insu-
lina y el HOMA-IR fueron factores de riesgo para el desarrollo de esteatohepatitis

en pacientes no obesos con EHGNA.

AST, UI/L 1.008 0.998-1.019 ns
ALT, UI/L 1.016 0.998-1.035 ns
GGT, UI/L 0.994 0.986-1.003 ns
Fosfatasa alcalina, UI/L 0.996 0.977-1.015 ns
Bilirrubina total, mg/dL 1.684 0.776-3.654 ns
Creatinina, mg/dL 1.165 0.055-24.805 ns
Albtmina, g/dL 0.477 0.163-1.399 ns
Glucosa, mg/dL 1.038 1.004-1.074 0.030
HOMA-IR 2.036 1.305-3.176 0.002
Insulina, mg/dL 1.224 1.087-1.378 0.001
Colesterol total, mg/dL 0.997 0.987-1.007 ns
Triglicéridos, mg/dL 1.005 0.999-1.012 ns
LDL-colesterol, mg/dL 1.001 0.987-1.015 ns
HDL-colesterol, mg/dL 0.975 0.939-1.013 ns
Plaquetas, 1013 / pul 0.992 0.984-1.001 ns
Ferritina, ng/mL 1.001 0.997.1.004 ns

Analisis univariante de factores bioquimicos asociados a la esteatohepatitis
en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.
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PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

En el analisis univariante ni el indice de masa corporal ni el perimetro de
cintura, ni la masa grasa ni el angulo de fase fueron factores de riesgo para el
desarrollo de esteatohepatitis en pacientes no obesos con EHGNA. Sin embargo,

el pliegue tricipital si mostro asociacion significativa.

IMC, kg/m” 1.184 0.942-1.488 ns
Perimetro de cintura, cm 1.018 0.955-1.084 ns
Pliegue tricipital , mm 1.092 1.004-1.188 0.04
Masa grasa, % 1.028 0.947-1.116 ns
Angulo de fase 0.665 0.419-1.055 ns

Analisis univariante de los factores antropométricos asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.

ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA

Se observa que el seguimiento de la dieta mediterranea es factor protector

para el desarrollo de esteatohepatitis en el grupo de pacientes con sobrepeso.

Cuestionario MEDAS 0,667 0,501-0,890 0,006

Andlisis univariante de los factores nutricionales medidos mediante
el cuestionario MEDAS asociados a la esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso
diagnosticados de EHGNA.



COMPOSICION DE LA DIETA

En el analisis univariante, se observa que las calorias de la dieta es un fac-
tor de riesgo para el desarrollo de EHNA en el grupo de sobrepeso. El resto de

variables no alcanzaron la significacion.

Proteinas, g/dia 0.983 0.960-1.006 ns
Lipidos, g/dia 0.983 0.965-1.002 ns
Carbohidratos, g/dia 1 0.998-1.003 ns
Vitamina E, mg/dia 1.029 0.912-1.161 ns
Calorias de la dieta, kcal/dia 0.999 0.998-1 0.028
Gasto energético basal, kcal/dia 0.999 0.995-1.002 ns

Analisis univariante de las proporciones de los diferentes macronutrientes
analizados, vitamina E, calorias de la dieta y gasto energético basal asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.

INDICES NO INVASIVOS

En el analisis univariante, se observa una asociacién entre los valores de los indi-
ces de NFS y FIB-4 y el desarrollo de EHNA en el grupo de paciente con sobrepreso.

En el resto de indices no invasivos no se observaron diferencias significativas.

FLI 0.999 0.973-1.026 ns

LAP 2 0.748-5.344 ns

NEFS 1.977 1.238-3.158 0.004
FIB-4 5.644 1.647-19.336 0.006

Analisis univariante de las medidas de los indices no invasivos asociados
a la esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA. (FLI: Fat
liver index, LAP: Lipid acumulation product, NFS: Non-alcoholic fatty liver disease
fibrosis score, FIB4: Fibrosis 4).
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En el andlisis univariante se observa que los niveles de leptina son un factor
de riesgo para el desarrollo de EHNA en el grupo de pacientes con sobrepeso. La

adiponectina y la resistina no mostraron asociacion signsificativa.

Analisis univariante

Variable OR IC 95%
Adiponectina, ng/mL 0.756 0.454-1.258 ns
Resistina, ng/mL 0.756 0.454-1.258 ns
Leptina, ng/mL 1.048 1.011-1.086 0.01

Tabla 5.37. Analisis univariante de las adipocitoquinas analizadas asociadas a la
esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.

POLIMORFISMOS DE LOS GENES PNPLA3 Y TNFa

En el analisis univariante ser portador del alelo G del gen PNPLA3 y el alelo

A del gen del TNFa no fue un factor de riesgo para el desarrollo de esteatohepa-

titis en pacientes no obesos con EHGNA.

Analisis univariante
Variable (0)2 IC 95%
PNPLA3, portadores del alelo G 1.810 0.511-6.403 ns
TNFa, portadores del alelo A 0.483 0.105-2.220 ns

Tabla 5.38. Andlisis univariante de los polimorfismos de riesgo de PNPLA3 y TNFa
asociados a la esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.
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5.2.2.2. Analisis multivariante. Factores asociados a la esteatohepatitis
en pacientes con sobrepeso

Tras realizar el analisis univariante donde identificamos que la edad, el sexo
masculino, la hipertension arterial sistdlica y diastélica, DM-2, la presencia de SM,
los niveles en plasma de glucosa, de insulina, el indice HOMA, el pliegue tricipital,
las calorias de la ditea, los indices no invasivos NFS, FIB-4, mayores niveles de
leptina y la adherencia a la dieta mediterrdnea muestran una asociacion signifi-
cativa con la presencia de esteatohepatitis en la biopsia hepatica del grupo de pa-
cientes con sobrepeso, realizamos el analisis multivariante. En este Gltimo analisis
se identificé unicamente el indice HOMA como factor de riesgo independiente

para la EHNA en el grupo de pacientes con sobrepeso.

Analisis multivariante

Variable IC 95% p-valor

HOMA-IR 2,029 1,119-3,682 0,02

Tabla 5.39. Analisis multivariante del HOMA-IR asociado a la esteatohepatitis en
pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.

En el analisis multivariante observamos que solo el cumplimiento de la dieta
mediterranea es un factor protector independiente ajustado al resto de variables

para el desarrollo de esteatohepatitis en el grupo de pacientes con sobrepeso.

Analisis multivariante

Variable IC 95% p-valor

Cuestionario MEDAS 0,7 0,5-0,8 0,002

Tabla 5.40. Analisis multivariante de los factores nutricionales medidos mediante
el cuestionario MEDAS asociados a la esteatohepatitis en pacientes con sobrepeso
diagnosticados de EHGNA.
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5.2.3. Factores asociados a la presencia de FIBROSIS hepatica
en pacientes con sobrepeso y Enfermedad por higado graso no
alcohdlico

5.2.3.1. Analisis univariante

PARAMETROS EPIDEMIOLOGICOS

El andlisis univariante se observo que en los pacientes con sobrepeso la pre-

sencia de fibrosis se asocia con mayor edad y al sexo masculino.

Variable ()% IC95% p-valor
Edad (afios) 1.049 1.005- 1.094 0.028
Sexo masculino 4 1.169- 13.683 0.027

Tabla 5.41. Analisis univariante de factores epidemidlogos asociados a la fibrosis
hepatica en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.

SM Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

En el analisis univariante la hipertension arterial se asocia de forma signifi-

cativa con presencia de fibrosis en el grupo de pacientes con sobrepeso.

Variable (0)2 IC 95% p-valor
Tension sistolica, mmHg 1.029 (0.999-1.060) ns
Tension diastolica, mmHg 1.018 (0.988-1.049) ns
Diagnostico de hipertension 3.223 (1.128-9.21) 0.029
Diagnostico de diabetes 8.571 (0.937- 78.405) ns
SM 0.632 (0.227- 1.761) ns

Tabla 5.42. Analisis univariante de los factores de riesgo cardiovascular y metaboélicos
asociados a la fibrosis hepatica en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.
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PARAMETROS ANALITICOS

En el analisis univariante observamos que los niveles elevados de transa-
minasas, de insulina y el HOMA-IR son factores de riesgo para el desarrollo de
fibrosis hepatica en pacientes con EHGNA y sobrepeso. Sin embargo, los niveles

mas elevados de albimina son un factor protector.

AST, UI/L 1.016 (1.003- 1.030) 0.019
ALT, UI/L 1.031 (1.004- 1.059) 0.022
GGT, UI/L 1.002 (0.994- 1.010) ns
Fosfatasa alcalina, UI/L 1.004 0.987-1.023 ns
Bilirrubina total, mg/dL 1.229 (0.657-2.297) ns
Creatinina, mg/dL 0.157 (0.006- 3.874) ns
Albtimina, g/dL 0.276 0.087-0.878 0.029
Glucosa, mg/dL 1.022 (0.994- 1.049) ns
HOMA-IR 1.423 (1.057- 1.916) 0.020
Insulina, mg/dL 1.111 1.017-1.214 0.020
Colesterol total, mg/dL 0.992 (0.981- 1.002) ns
Triglicéridos, mg/dL 1.001 (0.995- 1.007) ns
LDL-colesterol, mg/dL 0.996 (0.982-1.010) ns
HDL-colesterol, mg/dL 0.978 (0.942- 1.015) ns
Plaquetas, 1013 / ul 0.996 (0.988-1.004) ns
Ferritina, ng/mL 1.001 0.997-1.005 ns

Analisis univariante de factores bioquimicos asociados a la fibrosis en
pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.
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PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

En el analisis univariante ni el indice de masa corporal ni el perimetro de
cintura fueron factores de riesgo para el desarrollo de fibrosis hepatica en pa-
cientes con sobrepeso con EHGNA: Tampoco se observd asociacion con pliegue

tricipital, masa grasa ni el dngulo de fase.

Variable OR IC95% p-valor
IMC, kg/m” 0.951 (0.767- 1.179) ns
Perimetro de cintura, cm 0.97 (0.91- 1.035) ns
Pliegue tricipital , mm 1.078 0.994-1.171 ns
Masa grasa, % 1.125 0.992-1.275 ns
Angulo de fase 0.855 0.607-1.205 ns

Tabla 5.44. Analisis univariante de los factores antropométricos asociados a la fibrosis
hepatica en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.

ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA

Se observa que el seguimiento de la dieta mediterranea es factor protector
para el desarrollo de fibrosis hepitica en el grupo de pacientes con EHGNA y

sobrepeso.

Anélisis univariante

Variable 1C 95%

Cuestionario MEDAS 0,667 0,501-0,890 0,006

Tabla 5.45. Andlisis univariante de los factores nutricionales medidos mediante el
cuestionario MEDAS asociados a la fibrosis en pacientes con sobrepeso diagnosticados
de EHGNA.
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COMPOSICION DE LA DIETA

En el andlisis univariante no observamos asociacion significativa entre la

composicion de la dieta y la presencia de fibrosis.

Analisis univariante

Variable (0)% IC95% p-valor
Proteinas, g/dia 0.990 0.968-1.012 ns
Lipidos, g/dia 0.978 0.959-1 ns
Carbohidratos, g/dia 0.994 0.987-1.001 ns
Vitamina E, mg/dia 0.944 0.829-1.076 ns
Calorias de la dieta, kcal/dia 0.999 0.998-1 ns
Gasto energético basal, kcal/dia 0.997 0.993-1.001 ns

Tabla 5.46. Analisis univariante de las proporciones de los diferentes macronutrientes
analizados, vitamina E, calorias de la dieta y gasto energético basal asociados a la
fibrosis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.

INDICES NO INVASIVOS

En el andlisis univariante observamos que valores mas altos en los indices
de fibrosis como NFS y en FIB-4 se asocian con a la presencia de fibrosis en pa-

cientes con sobrepeso.

Andlisis univariante

Variable OR IC 95% p-valor
FLI 0.986 0.959-1.012 ns
LAP 0.717 0.322-1.595 ns
NES 1.556 1.040-2.329 0.032
FIB-4 3.052 1.125-8.280 0.028

Tabla 5.47. Andlisis univariante de las medidas de los indices no invasivos asociados a
la fibrosis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA. (FLI: Fat liver index,
LAP: Lipid acumulation product, NFS: Non-alcoholic fatty liver disease fibrosis score,
FIB4: Fibrosis 4).
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ADIPOCITOQUINAS

Al igual que los pacientes con EHNA, en el andlisis univariante se observa
que mayores niveles de leptina son un factor de riesgo para el desarrollo de fi-
brosis en el grupo de pacientes con sobrepeso. La adiponectina y la resistina no

alcanzaron la significacion.

Anélisis univariante

Variable OR IC 95% p-valor
Adiponectina, ng/mL 0.996 0.968-1.025 ns
Resistina, ng/mL 0.912 0.620-1.342 ns
Leptina, ng/mL 1.045 1.007-1.084 0.019

Tabla 5.48. Andlisis univariante de las adipocitoquinas analizadas asociados a la
fibrosis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.

POLIMORFISMOS DE LOS GENES PNPLA3 Y TNFa

En el andlisis univariante el alelo A del gen TNFa demostro ser un factor

protector de fibrosis en este grupo de pacientes.

Variable OR IC 95% p-valor
PNPLA3, portadores del alelo G~ 0.857 (0.263-2.792) ns
TNFa, portadores del alelo A 0.179 (0.032- 0.996) 0.049

Tabla 5.49. Andlisis univariante de los polimorfismos de riesgo de PNPLA3 y TNFa
asociados a la fibrosis hepatica en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.
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5.2.3.2. Analisis multivariante

El analisis multivariante demuestra que la HOMA-IR es un factor predictor
independiente para fibrosis en el grupo de pacientes con sobrepeso mientras que la

adherencia la dieta mediterranea e un factor protector.

Analisis multivariante

Variable IC 95% p-valor
HOMA-IR 1,8 1,1- 2,8 0,007
Cuestionario MEDAS 0,095 0,017-0,548 0,008

Tabla 5.50. Analisis multivariante del factor bioquimico HOMA-IR como factor
asociado a fibrosis hepatica en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA y
de los factores nutricionales medidos mediante el cuestionario MEDAS asociados a la
fibrosis en pacientes con sobrepeso diagnosticados de EHGNA.

5.2.4. Factores asociados a la presencia de ESTEATOHEPATITIS en
la biopsia hepatica en pacientes con OBESIDAD y Enfermedad por

higado graso no alcohélico

5.2.4.1. Analisis univariante

PARAMETROS EPIDEMIOLOGICOS

En el analisis univariante ni la edad ni el sexo fueron factores con asociacion

significativa con la esteatohepatitis en pacientes obesos.

Variable OR IC 95% p-valor
Edad (afos) 0,983 0,955-1,012 ns
Sexo masculino 0,968 0.493-1,012 ns

Tabla 5.51. Andlisis univariante de factores epidemidlogos asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.
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SM 'Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

En el andlisis univariante tanto cifras elevadas de tension arterial sistolica y
diastolica como la presencia de hipertension o diabetes fueron factores de riesgo
para el desarrollo de esteatohepatitis en pacientes obesos con EHGNA. Sin em-
bargo, la presencia de SM no resulté ser un factor de riesgo para EHNA en este

grupo de pacientes.

Tension arterial sistolica, mmHg 1.015 (1-1.029) 0.045
Tension arterial diastélica, mmHg  1.031 (1.012-1.050) 0.001
Hipertension 2,107 (1,047 - 4,242) 0.037
DM-2 3,149 (1,514 -6,549) 0.002
SM 0.758 (0.382-1,505) ns

Analisis univariante de los factores de riesgo cardiovascular y metabélicos
asociados a la esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.



PARAMETROS ANALITICOS

En el analisis univariante observamos de nuevo que la HOMA-IR es un
factor de riesgo para el desarrollo de esteatohepatitis en pacientes obesos con

HGNA. Los niveles de albumina fueron factor protector en este grupo de pa-

cientes.
AST, UI/L 1.002 0.991-1.013 ns
ALT, UI/L 1.003 0.994-1.012 ns
GGT, UI/L 0.999 0.994-1.003 ns
Fosfatasa alcalina, UI/L 1.006 0.994-1.018 ns
Bilirrubina total, mg/dL 1.145 0.655-2.004 ns
Creatinina, mg/dL 0.473 0.087-2.589 ns
Albtimina, g/dL 0.436 0.197-0.965 0.041
Glucosa, mg/dL 1.07 0,997-1.018 ns
HOMA-IR 1,372 1.159- 1,624 0.0001
Insulina, mg/dL 1.027 0.985-1.071 ns
Colesterol total, mg/dL 0.999 0.992-1.006 ns
Triglicéridos, mg/dL 1.000 0.995-1.005 ns
LDL-colesterol, mg/dL 1.002 0.992-1.011 ns
HDL-colesterol, mg/dL 1,002 0.981-1.024 ns
Plaquetas, 1013 / ul 0.998 0.993-1.002 ns
Ferritina, ng/mL 1 0.998-1.002 ns

Analisis univariante de factores bioquimicos asociados a la esteatohepatitis
en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.
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PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

Las variables antropométricas estudiadas no obtuvieron la significacion.

Variable OR IC95% p-valor
IMC, kg/m” 1.037 0.995-1.081 ns
Perimetro de cintura, cm 1.018 0.955-1.084 ns
Pliegue tricipital , mm 1.064 0.993-1.139 ns
Masa grasa, % 0.983 0.840-1.150 ns
Angulo de fase 1.142 0.921-1.415 ns

Tabla 5.54. Analisis univariante de los factores antropométricos asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA. IMC: indice de
masa corporal.

ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA

Se observa que el seguimiento de la dieta mediterranea es factor protector

para el desarrollo de esteatohepatitis en el grupo de pacientes obesos.

Analisis univariante

Variable IC 95%

Cuestionario MEDAS 0,087 0,015-0,498 0,006

Tabla 5.55. Analisis univariante de los factores nutricionales medidos mediante
el cuestionario MEDAS asociados a la esteatohepatitis en pacientes con obesidad
diagnosticados de EHGNA.
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COMPOSICION DE LA DIETA

En el analisis univariante, no se obtuvo significacion para las variables de la

dieta en los pacientes obesos con HGNA para el desarrollo de EHNA.

Analisis univariante

Variable () IC 95% p-valor
Proteinas, g/dia 0.986 0.966-1.006 ns
Lipidos, g/dia 1.002 0.990-1.019 ns
Carbohidratos, g/dia 0.999 0.992-1.006 ns
Vitamina E, mg/dia 0.969 0.890-1.055 ns
Calorias de la dieta, kcal/dia 1 0.999-1.001 ns
Gasto energético basal, kcal/dia 1 0.999-1.003 ns

Tabla 5.56. Analisis univariante de las proporciones de los diferentes macronutrientes
analizados, vitamina E, calorias de la dieta y gasto energético basal asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.

INDICES NO INVASIVOS

A diferencia de los pacientes con sobrepeso, en pacientes con obesidad y

EHNA no se observo asociacion entre ésta y los valores de los indices no invasivos.

Analisis univariante

Variable OR IC95% p-valor
FLI 1.012 0.977-1.047 ns
LAP 0.897 0.375-2.145 ns
NES 1.063 0.893-1.266 ns
FIB-4 0.924 0.679-1.258 ns

Tabla 5.57. Analisis univariante de las medidas de los indices no invasivos asociados
a la esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA. (FLI: Fat
liver index, LAP: Lipid acumulation product, NFS Non-alcoholic fatty liver disease
fibrosis score, FIB4: Fibrosis 4).
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ADIPOCITOQUINAS

A diferencia de los pacientes con sobrepeso, en pacientes con obesidad y
EHNA no se obtuvo significacién en cuanto a los niveles de adiponectina, resis-

tina y leptina.

Anilisis univariante

Variable OR IC 95%
Adiponectina, ng/mL 1.009 0.978-1.041 ns
Resistina, ng/mL 1.009 0.944-1.079 ns
Leptina, ng/mL 1 0,990-1,011 ns

Tabla 5.58. Andlisis univariante de las adipocitoquinas analizadas asociados a la
esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.

POLIMORFISMOS DE LOS GENES PNPLA3 Y TNFa

En el analisis univariante ser portador del alelo A del gen del TNFa fue un
factor de riesgo para el desarrollo de esteatohepatitis en pacientes obesos con
EHGNA. Sin embargo, ser portador del alelo G del gen PNPLA3 no alcanzé la

significacion estadistica.

Anélisis univariante

Variable IC 95% p-valor
PNPLA3, portadores del alelo G 0,709 0.338-1,491 ns
TNFa, portadores del alelo A 2,227 1,018-4,868 0,045

Tabla 5.59. Andlisis univariante de los polimorfismos de riesgo de PNPLA3 y TNFa
asociados a la esteatohepatitis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.
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5.2.4.2. Analisis multivariante

En el analisis multivariante observamos que nuevamente la RI medida por
el indice HOMA fue factor de riesgo independiente para la EHNA en el grupo
de pacientes con OBESIDAD.

Analisis multivariante

Variable IC95% p-valor

HOMA-IR 1,955 1,056-3,618 0,033

Tabla 5.60. Analisis multivariante del HOMA-IR asociado a la esteatohepatitis en
pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.

5.2.5. Factores asociados a la presencia de FIBROSIS hepatica
en pacientes con OBESIDAD y Enfermedad por higado graso no
alcohélico

5.2.5.1. Analisis univariante

PARAMETROS EPIDEMIOLOGICOS

El analisis univariante mostré que el sexo masculino se asocia de forma sig-

nificativa con la presencia de fibrosis en el grupo de pacientes obesos.

Variable OR IC 95% p-valor
Edad (afios) 0,996 0,987- 1.006 ns
Sexo masculino 2,087 1.056- 4,124 0.034

Tabla 5.61. Analisis univariante de factores epidemidlogos asociados a la fibrosis
hepatica en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.
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SM 'Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

En el analisis univariante la presencia de SM se asocia de forma significativa

con la presencia de fibrosis en el grupo de pacientes con obesidad y EHGNA.

Tension sistélica, mmHg 1.005
Tension diastolica, nmHg 1.011
Hipertension 1,762
DM-2 1,438
SM 2,283

(0.993-1.017)
(0.994- 1.028)
(0,891- 3,485)
(0,713- 2,900)
(1,143- 4,559)

ns
ns
ns
ns

0,019

Analisis univariante de los factores de riesgo cardiovascular y metabélicos
asociados a la fibrosis hepatica en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA
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PARAMETROS ANALITICOS

En el andlisis univariante niveles elevados de fosfatasa alcalina, de glucosa
en plasma y de HOMA-IR fueron factores de riesgo para el desarrollo de fibrosis
hepatica en pacientes obesos con EHGNA. Sin embargo, los niveles de albiimina

y plaquetas presentan asociacion inversa.

AST, UI/L 1.001 0.990-1.011 ns
ALT, UI/L 1.002 0.993-1.011 ns
GGT, UI/L 1 0.996-1.005 ns
Fosfatasa alcalina, UI/L 1.013 1-1.026 0.043
Bilirrubina total, mg/dL 0.761 0.428-1.351 ns
Creatinina, mg/dL 0.251 0.045-1.318 ns
Albtimina, g/dL 0.148 0.061-0.361 0.000
Glucosa, mg/dL 1,013 1,002-1,024 0,022
HOMA-IR 1.170 1.032-1.328 0.014
Insulina, mg/dL 1.036 0.994-1.080 ns
Colesterol total, mg/dL 1 0.993-1.008 ns
Triglicéridos, mg/dL 1.003 0.998- 1.008 ns
LDL-colesterol, mg/dL 1,005 0.995-1.014 ns
HDL-colesterol, mg/dL 1,009 0.986- 1.033 ns
Plaquetas, 1013 / pul 0.995 0.990- 1 0,049
Ferritina, mg/dL 1 0.998-1.001 ns

Analisis univariante de factores bioquimicos asociados a la fibrosis en
pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.
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PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

En el analisis univariante tanto el indice de masa corporal como el pliegue
tricipital se identificaron como factores de riesgo para fibrosis hepdtica en pa-
cientes obesos con EHGNA.

Variable OR IC 95% p-valor
IMC, kg/m” 1,050 1.008- 1.093 0,020
Perimetro de cintura, cm 1,021 0.989- 1.054 ns
Pliegue tricipital , mm 1.081 1.007-1.160 0.031
Masa grasa, % 1.088 0.928-1.275 ns
Angulo de fase 0.926 0.757-1.132 ns

Tabla 5.64. Analisis univariante de los factores antropométricos asociados a la fibrosis
hepatica en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.

ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA

Se observa que el seguimiento de la dieta mediterranea es factor protector

para el desarrollo de fibrosis hepatica en el grupo de pacientes obesos.

Anadlisis univariante

Variable I1C 95%

Cuestionario MEDAS 0,640 0,478-0,858 0,003

Tabla 5.65. Analisis univariante de los factores nutricionales medidos mediante el
cuestionario MEDAS asociados a la fibrosis en pacientes con obesidad diagnosticados
de EHGNA.



5. RESULTADOS

COMPOSICION DE LA DIETA

Al igual que en el andlisis univariante para EHNA, no se hall¢ la signifi-
cacion estadistica para las variables de la composicion de la dieta en pacientes

obesos para el riesgo de fibrosis.

Analisis univariante

Variable OR I1C 95% p-valor
Proteinas, g/dia 1.011 0.991-1.031 ns
Lipidos, g/dia 1.003 0.988-1.017 ns
Carbohidratos, g/dia 1.004 0.997-1.012 ns
Vitamina E, mg/dia 0.979 0.897-1.069 ns
Calorias de la dieta, kcal/dia 1 1-1.001 ns
Gasto energético basal, kcal/dia 0.999 0.996-1.003 ns

Tabla 5.66. Andlisis univariante de las proporciones de los diferentes macronutrientes
analizados, vitamina E, calorias de la dieta y gasto energético basal asociados a la
fibrosis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.
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INDICES NO INVASIVOS

En el analisis univariante mayores puntuaciones en el indice NFS supone
factor de riesgo para la presencia de fibrosis en pacientes con obesidad diagnosti-
cados de HGNA. El resto de indices no invasivos (FLI, LAP, FIB-4) no alcanzaron

la significacion.

Andlisis univariante

Variable OR IC 95% p-valor
FLI 1.009 0.973-1.047 ns
LAP 1.585 0.629-3.992 ns
NES 1.424 1.116-1.1816 0.004
FIB-4 1.048 0.769-1.427 ns

Tabla 5.67. Andlisis univariante de las medidas de los indices no invasivos asociados a
la fibrosis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA. (FLI: Fat liver index,
LAP: Lipid acumulation product, NFS Non-alcoholic fatty liver disease fibrosis score,
FIB4: Fibrosis 4).

ADIPOCITOQUINAS

En el analisis univariante los niveles de adiponectina, resistina y leptina no
fueron estadisticamente significativos al relacionarlos con la presencia de fibrosis

en el grupo de pacientes obesos.

Analisis univariante

Variable (0) X I1C 95%
Adiponectina, ng/mL 1,013 0,989-1,047 ns
Resistina, ng/mL 1,036 0,960-1,118 ns
Leptina, ng/mL 1 0,990-1,011 ns

Tabla 5.68. Andlisis univariante de las adipocitoquinas analizadas asociados a la
fibrosis en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.
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POLIMORFISMOS DE LOS GENES PNPLA3 Y TNFa

En el andlisis univariante, ser portador del alelo A del gen del TNFa fue un
factor de riesgo para el desarrollo de fibrosis en pacientes obesos con EHGNA.
Sin embargo, ser portador del alelo G del gen PNPLA3 no alcanzd la significa-

cion estadistica.

PNPLA3, portadores del alelo G 0.867 (0.369- 2.2,034) ns
TNFa, portadores del alelo A 3,333 (1,519- 7,314) 0.003

Analisis univariante de los polimorfismos de riesgo de PNPLA3 y TNFa
asociados a la fibrosis hepdtica en pacientes con obesidad diagnosticados de EHGNA.

En el analisis multivariante ajustado, observamos que la edad es un factor
de riesgo independiente de fibrosis en el grupo de pacientes con OBESIDAD
mientras que la adherencia a la DM nuevamente fue un factor protector tras

ajustar por otras variables.

Edad, aiios 1,118 1,025-1,219 0,012
Cuestionario MEDAS 0,132 0,031-0,565 0,006

Analisis multivariante para la edad asociado a la fibrosis en pacientes
con obesidad diagnosticados de EHGNA, y de los factores nutricionales medidos
mediante el cuestionario MEDAS asociados a la fibrosis en pacientes con obesidad
diagnosticados de EHGNA.






6. DISCUSION






El HGNA representa un problema emergente de salud publica mundial y es
la causa mas frecuente de hepatopatia crénica en nuestro medio con una preva-
lencia del 20-30 % (23). El HGNA puede evolucionar desde la esteatosis simple a
la esteatohepatitis con diferentes grados de fibrosis hasta la cirrosis, con el riesgo
que ello conlleva de desarrollar un hepatocarcinoma(5). Ademas, el HGNA se re-
laciona con una creciente morbimortalidad de origen extrahepatico, asociandose

a la presencia de SM, neoplasias y complicaciones de la DM.

Numerosos estudios epidemioldgicos han demostrado la estrecha asocia-
cion existente entre obesidad y el desarrollo de HGNA (224). Sin embargo, en
los dltimos anos dado el incremento de la prevalencia del HGNA asociada al in-
cremento de la prevalencia de la DM y la obesidad, disponemos de mas datos en
poblaciones como pacientes no obesos con sobrepeso, IMC >25 kg/m? y < 30 kg/
m?, diagnosticados de HGNA, encontrando un escaso numero de estudios que
analicen los factores favorecedores del avance de dicha entidad y menos atin en
individuos con IMC <25 Kg/m?. En esta poblacion de paciente con normopeso
también puede existir HGNA hasta en un 6-10% segtn las series. Se ha publicado
recientemente una revision de la Asociacion Americana de Gastroenterologia
sobre la préctica clinica del HGNA en el paciente con normopeso (IMC <25 Kg/
m?), con el objetivo de brindar una evaluacion clinica adecuada en este tipo de
pacientes, sugiriendo un cribado tanto de la DM, dislipemia o HTA, ademas de
descartar correctamente otro tipo de causas de esteatosis hepatica, como VIH, o
de origen farmacoldgico, entre otras, ademas de considerar la biopsia hepatica
si existen dudas diagnosticas es insistir en el consumo concomitante de alcohol

como causa de la hepatopatia (225).
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En estas guias de practica clinica citadas (225), no se aconseja realizar cribado
de HGNA en personas con normopeso , pero en aquellos pacientes mayores de 40
afos con DM sugieren descartar la presencia de HGNA. También se aconseja, al
igual que en pacientes con sobrepeso u obesidad, que en pacientes con HGNA con
normopeso. La pérdida de un 3-5% de su peso realizando una intervencion en el

estilo de vida, tanto en su dieta, como realizacion de ejercicio fisico.

En nuestro trabajo se han incluido un total de 203 pacientes diagnosticados

de HGNA por medio de biopsia hepatica, de éstos:

140 eran obesos (IMC > 30 kg/m?)
Obesidad tipo I (IMC >30 kg/m” y < 34,9 kg/m?): 45 pacientes
Obesidad tipo IT (IMC >35 kg/m?y < 39,9 kg/m?): 23 pacientes
Obesidad tipo III (IMC >40 kg/m?): 72 pacientes

63 tenfan sobrepeso (IMC >25 kg/m? y < 30 kg/m?).

En nuestro analisis de la muestra, fue significativamente mayor la presencia
de esteatohepatitis en los pacientes obesos, pero no encontrando diferencias sig-

nificativas en grados mas avanzados de fibrosis en la histologia hepatica.

En adelante, describiremos los factores que hemos observado se asocian a
la presencia de HGNA vy sus diferentes estadios de la enfermedad en ambas co-

hortes.

En cuanto a los hallazgos histologicos, hemos observado que en el grupo
de obesos fue significativamente mds prevalente la EHNA en comparacién con

el grupo de pacientes con sobrepeso, con una tendencia a un menor grado de



inflamacion y balonizacion en pacientes con sobrepeso, aunque estas diferencias
no fueron significativas. Por otro lado, como se ha mencionado anteriormente,
no hubo diferencias en cuanto a la presencia de fibrosis o fibrosis avanzada entre

ambos grupos.

Existen pocas series que evalten las diferencias histologicas de pacientes no

obesos con HGNA vy, ademas, con resultados poco concluyentes.

El estudio prospectivo publicado por Leung y cols. (226) que contaba con
una cohorte de 307 pacientes de los cuales 72 no eran obesos, mostr6 que estos
pacientes tenfan menos EHNA, un menor grado de esteatosis y balonizacion;
sin embargo, no encontraron diferencias significativas en cuanto a la presencia
de EHNA entre ambos grupos, a diferencia de nuestro estudio. Por otro lado, en
dicho estudio, determinaron un menor grado de fibrosis en el grupo de no obe-
sos, pero no hubo diferencias en cuanto a la presencia de fibrosis avanzada entre
ambos grupos. Asi mismo, en este estudio observaron que la hipertrigliceridemia
y niveles mas altos de creatinina se asociaban a enfermedad hepética avanzada en
no obesos, sin embargo, la presencia de hepatocarcinoma se documentd tnica-
mente en el grupo de pacientes obesos; en nuestra serie no se identifico ningun

caso de hepatocarcinoma ni en el grupo de obesidad ni en el de sobrepeso.

En un estudio de cohortes retrospectivo italiano publicado por Fracanzani,
y cols. (227) con una cohorte de 669 pacientes, con 142 pacientes con normope-
so (IMC <25 kg/m?), y 526 con obesidad y sobrepeso, identificaron menor pre-
sencia de EHNA vy fibrosis significativa en el grupo de pacientes sin sobrepeso/
obesidad. No obstante, aquellos pacientes con normopeso, pero con obesidad
visceral o abdominal, definida como un perimetro de cintura >102 cm y >88
cm en hombres y en mujeres respectivamente, presentaban mayor prevalencia
de EHNA, fibrosis significativa y SM, comparados con aquellos pacientes con

perimetro de cintura normal.
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En 2018 Hagstrém y cols. (228) publicaron un estudio de cohortes, que in-
cluia un total de 646 pacientes con HGNA, tras un seguimiento medio de 19,9
afos, identificaron que los pacientes que desarrollaron una enfermedad hepatica
grave relacionada con el HGNA eran de mayor edad y tenian estadios mas avan-
zados de fibrosis al inicio del estudio, pero no se observaron diferencias signifi-
cativas entre los pacientes con HGNA con normopeso (IMC <25 kg/m?) compa-

rados con los pacientes con sobrepeso.

En nuestro estudio no hubo diferencias entre el grupo de obesos y no obesos
respecto a la proporcion de pacientes con diagnostico de SM. En el grupo de pa-
cientes con obesidad se identificé mayor proporcién de DM-2 comparado con el

grupo con sobrepeso, en cuanto a la TA no hubo diferencias entre ambos grupos.

En el andlisis univariante del grupo de pacientes con sobrepeso, el antece-
dente de HTA se asoci6 de forma significativa con la presencia de fibrosis hepa-
tica, no se obtuvo dicha asociacion para la presencia de EHNA en este grupo; en
el andlisis multivariante la HTA no resultd ser un factor independiente asociado
ni a fibrosis ni a EHNA en este grupo de pacientes. En este mismo grupo ni la
TAS, TAD, ni la presencia de DM-2 ni de SM se identificaron como factores de
riesgo ni para EHNA, ni para fibrosis.

En el andlisis univariante del grupo de pacientes obesos, tanto cifras eleva-
das de TAS y TAD, como la presencia de HTA o DM-2 fueron factores de riesgo
para el desarrollo de EHNA, aunque no se obtuvo la significacion en el andlisis
multivariante. La presencia de SM no resulté ser un factor de riesgo para el desa-
rrollo de EHNA en el grupo de pacientes con obesidad y HGNA. Curiosamente,

en el andlisis univariante la presencia de SM se asoci6 de forma significativa con



la presencia de fibrosis en el grupo de pacientes obesos con HGNA, peso a ello
no se hall¢ la significacion estadistica en el andlisis multivariante. En este grupo
de pacientes no se identificé ni los niveles elevados de TAS, TAD ni la presencia

de HTA o DM-2 como factores de riesgo de fibrosis hepatica.

Numerosos estudios epidemioldgicos han informado de la estrecha relacion
entre la obesidad y el HGNA (224). Sin embargo, atin pocos estudios han abor-
dado los factores asociados con el HGNA en pacientes no obesos (IMC < 30 kg/

m?), donde se cree que el estatus metabélico juega un papel importante.

Ampuero y cols. (229) disefiaron en un estudio multicéntrico incluyendo
a 1058 pacientes del registro espaiol Hepamet con diagndstico de HGNA me-
diante biopsia hepatica, con el objetivo de estudiar el impacto del estatus meta-
bélico tanto en pacientes obesos como con sobrepeso en dicha entidad. Entre
los factores de riesgo metabolico estaba incluida la HTA, ademas de DM, bajos
niveles de HDL e hipertrigliceridemia. Se definieron cuatro grupos: pacientes
obesos metabolicamente sanos, obesos metabdlicamente enfermos, no obesos
metabdlicamente sanos y no obesos metabdlicamente enfermos. En este estudio
los pacientes con sobrepeso que contaban con al menos uno de estos factores de
riesgo metabolico (grupo no obeso metabdlicamente enfermo), sin especificar cua-
les, se asocié de manera independiente a la presencia de EHNA. Estos hallazgos
apuntan a un mayor impacto de los trastornos metabdlicos en la gravedad de la

enfermedad hepatica que la propia obesidad.

En nuestra muestra de pacientes, habia 38 (60.3%) pacientes metabolica-
mente sanos en el grupo de pacientes con sobrepeso, y un total de 62 (44.3%)

pacientes en el grupo de obesidad.
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Figura 6.1. El estado metabdlico impacta en el riesgo de lesion hepdtica en pacientes
EGHNA mas alla de la obesidad.
Fuente: Ampuero J. y cols 43.° Congreso Anual de la Asociacion Espafiola para el Estudio del Higado

Como hemos mencionado anteriormente, el estudio griego ATTICA (47),
el cual tenfa como objetivo examinar los efectos de la dieta mediterranea y el
HGNA en el riesgo de desarrollo de enfermedades cardiovasculares en una po-
blacién sana durante 10 afios de seguimiento, observaron que la presencia de
HGNA al inicio del estudio se asoci6é con una mayor incidencia de eventos car-
diovasculares a 10 anos. Por tanto, apuntan a que la adherencia a la dieta medite-
rranea se asocia con menor probabilidad de presentar a su vez HGNA, pudiendo
contener los efectos negativos del propio HGNA en el riesgo de enfermedades

cardiovasculares.



Respecto a las variables bioquimicas que hemos estudiado, en el analisis
univariante se observa que los niveles mas altos de glucemia en ayunas y mayor
HOMA-IR son factores de riesgo para el desarrollo de EHNA en pacientes con
sobrepeso diagnosticados de HGNA. En cuanto a los pacientes obesos, se ha ob-
servado HOMA-IR como factor de riesgo para el desarrollo de EHNA, y mayores
niveles de albumina fueron factor protector para el desarrollo de EHNA en este

ultimo grupo de pacientes.

En el andlisis multivariante se observo que el HOMA-IR fue el unico factor
de riesgo para desarrollo de EHNA tanto en el grupo de pacientes con sobrepeso

como en el grupo de obesos.

En relacion al riesgo de fibrosis hepatica en el grupo de pacientes con sobre-
peso no obesos con HGNA se observa en el andlisis univariante que los niveles
mas altos de transaminasas y, de nuevo, mayor HOMA-IR suponen un factor de
riesgo. Respecto al grupo de pacientes con obesidad, el analisis univariante reveld
que niveles elevados de fosfatasa alcalina, de glucosa en plasma y nuevamente
mayor HOMA-IR fueron factores de riesgo para desarrollar fibrosis hepatica en

este grupo de pacientes.

En el andlisis multivariante, HOMA-IR fue el unico factor independiente
asociado a la presencia de fibrosis hepatica tanto en el grupo de pacientes con

sobrepeso como en el grupo de obesos.

La RI juega un papel fundamental en la patogénesis del HGNA, como
se demuestra también en el estudio de Hashiba y cols. en el que observan

un incremento progresivo del HOMA-IR en funcién de la fibrosis hepatica
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(230). Angulo y cols. incluyeron en su estudio 88 pacientes con diagndstico
de HGNA mediante biopsia hepatica, de los cuales 61 (69,3%) eran obesos,
de estos 69 (78,4%) con fibrosis no avanzada (F 0-2) y 19 (21,6%) con fibrosis
avanzada (F 3-4). El indice HOMA-IR se asoci6 significativamente con la

presencia de fibrosis avanzada (231).

Kessoku y cols. evaluaron 1365 pacientes con diagndstico de HGNA com-
probados por biopsia registrados en la base de datos JSG-NAFLD (Japan Study
Group of NAFLD) y observaron que el HOMA-IR se asocio significativamente al
grado de fibrosis hepatica (232).

Garcia-Monzdn y cols. observaron solo dos factores asociados de forma
independiente a la EHNA comprobado por biopsia, un valor elevado de HOMA
y esteatosis hepatica en la ecografia. Sin embargo, no se realiz6 un analisis de
subgrupos de solo pacientes no obesos o con diferente IMC para confirmar esta

asociacion (233).

En un estudio italiano publicado en 2016 que incluia a 118 pacientes con
diagndstico histologico de HGNA (25% con DM, excluidos aquellos en trata-
miento con insulina) observé que HOMA-IR predijo de forma independiente la
presencia de fibrosis hepatica avanzada. En dicho estudio también identificaron
como factores predictores independientes de fibrosis hepatica significativa los

niveles de ALT, asi como el perimetro de cintura y el SM (234).

Como hemos mencionado anteriormente, dichos datos estdn en concordan-
cia con nuestros resultados, ya que en el analisis univariante también identifica-
mos los niveles de transaminasas como factor de riesgo para fibrosis hepatica
en el grupo de no obesos con HGNA, relacién que no se identific6 en el analisis

univariante en el grupo de obesos con HGNA.
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ratio con un intervalo de confianza del 95 % de los predictores independientes en el
andlisis multivariante para (a,b) fibrosis significativa y (c,d) fibrosis avanzada. (a,b) El
modelo 1 no incluye SM y el modelo 2 lo incluye. (¢,d) El modelo 1 no incluye la diabetes
y el modelo 2 la incluye. ALT, alanina aminotransferasa; IC: intervalo de confianza;
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Fuente: Ballestri S, The independent predictors of non-alcoholic steatohepatitis and its individual his-
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and serum total cholesterol are a clue to pathogenesis and candidate targets for treatment. Hepatol.
Res. 2016;46:1074-1087.

Es interesante mencionar un estudio de cohortes retrospectivo y multicéntrico
japonés de Fujii y cols. publicado en 2019, con un total de 361 pacientes con diag-
nostico histolégico de HGNA donde fueron excluidos los pacientes con DM tipo 2
y también identificaron el HOMA-IR como un factor predictor independiente de fi-
brosis hepatica avanzada en pacientes con HGNA no diabéticos, lo que una vez mas

demuestra que la RI se exhibe como un factor patogénico clave del HGNA (235).
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Como hemos referido previamente, en nuestro trabajo se observo, como es
previsible, que los pacientes con obesidad presentan de forma significativa mayor
perimetro de cintura, de cadera, ICC y pliegue tricipital, respecto al grupo de so-
brepeso. Sin embargo, no identificamos diferencias entre los dos grupos respecto

al porcentaje de masa grasa y el angulo de fase.

Respecto al desarrollo de EHNA en el grupo de individuos con sobrepeso,
en el andlisis univariante ni el IMC ni el perimetro de cintura, ni la masa grasa
ni el angulo de fase resultaron factores de riesgo para el desarrollo de EHNA en
pacientes con sobrepeso con HGNA, sin embargo, el pliegue tricipital si mostro
asociacion de forma significativa, no obstante, en el estudio multivariante no se
hall6 dicha significaciéon. En cuanto al grupo de pacientes obesos, en el analisis
univariante el ICC se identificé como factor de riesgo para desarrollo de EHNA,

aunque no se observd dicha relacion en el multivariante.

En el andlisis univariante de nuestro estudio ni el IMC ni el perimetro de
cintura resultaron factores de riesgo para el desarrollo de fibrosis hepatica en
pacientes con sobrepeso con HGNA, tampoco se observd asociacion con el ICC,
pliegue tricipital, masa grasa ni el angulo de fase. En el andlisis univariante del
grupo de pacientes obesos, tanto el IMC como el pliegue tricipital se determina-
ron como factores de riesgo para desarrollo de fibrosis en este grupo, pese a ello,

en el andlisis multivariante no se obtuvo significacion.

A pesar de dichos resultados, existen varios trabajos en los que relacionan
tanto el IMC como la grasa visceral, utilizando como medida indirecta el perime-

tro de la cintura, con la presencia HGNA y su severidad.

Gomez de La Cuesta y cols. en su estudio publicado en 2018, donde in-

cluyeron 76 pacientes diagnosticados de HGNA mediante biopsia hepatica,



observando que los pacientes con fibrosis hepatica leve respecto aquellos sin

fibrosis presentaban un IMC mayor de forma significativa (236).

Respecto al perimetro de cintura existen datos mas controvertidos. Petta y
cols. evaltan el indice de adiposidad visceral (VAI), que utiliza parametros antro-
pométricos, como el perimetro de cintura y el IMC, y analiticos como triglicé-
ridos y HDL-colesterol, ajustado por sexo. Observan que un valor mas alto del

indice VAI se correlaciona con fibrosis hepatica significativa (237).

Similares resultados han obtenido recientemente Vural Keskinler y cols.
donde se demuestra que valor del el VAI es mas alto en pacientes con HGNA,
siendo este aumento mas notable en los casos de EHNA (238). Sin embargo,
Vongsuvanh y cols. no encontraron asociacion entre el VAI y la esteatosis, infla-

macion o fibrosis hepatica (239).

En nuestro trabajo se identificé que la adherencia a la dieta mediterranea
ejerce un efecto protector contra el desarrollo tanto de EHNA como de fibrosis
en nuestra cohorte de pacientes con sobrepeso (OR 0.7 IC95% 0.5-0.8; p<0.005
para EHNA, OR 0.095 IC95% 0.017-0.548; p<0.005 para fibrosis). Respecto a
los pacientes con obesidad, en el andlisis univariante, la adherencia a la dieta
mediterrdnea se identifico como factor protector para el desarrollo de EHNA
de forma significativa, pero en el andlisis multivariante no se alcanzd la signifi-
cacion estadistica. En este mismo grupo de pacientes obesos con HGNA, si que
se identificé la adherencia a la dieta mediterranea como factor protector para el
desarrollo de fibrosis hepatica (OR 0.132, IC95% 0.031-0.565; p<0.005).

Numerosos autores justifican el impacto beneficioso de la dieta mediterra-

nea en el HGNA.
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Aller y cols. analizaron la adherencia a la dieta mediterranea en 82 pacientes
diagnosticados de HGNA mediante el cuestionario validado Mediterranean Diet
Assessment Tool (Predimed) de 14 items. Su estudio demostré que una mayor
adherencia a la dieta mediterrdnea se asocié con una menor prevalencia de es-

teatosis y esteatohepatitis en la biopsia hepatica (240).

Una revision publicada por Sofi y cols. muestra la eficacia de la dieta Me-
diterranea, mas alla de la simple restriccion caldrica, para facilitar la pérdida de
peso, todo ello gracias a su composicién nutricional, siendo el aceite de oliva la

principal fuente de grasa (241).

El estudio de Ryan y cols. donde aleatorizaron a pacientes obesos con
HGNA a recibir dos dietas hipocaléricas que contenian diferentes proporcio-
nes de carbohidratos, una dieta baja en carbohidratos (compuesta por 40% de
carbohidratos y 45% de grasa) y la segunda dieta alta en hidratos de carbono
y baja en grasa (60 % de carbohidratos y 25% grasa), demostrdé que tras 16
semanas, los pacientes que recibieron un menor porcentaje de carbohidratos
(40 %) mostraron niveles mds bajos de enzimas hepaticas en comparacidon
con los que recibieron una dieta alta en carbohidratos y baja en grasas, a
pesar de la pérdida de una peso equivalente, lo que pone de manifiesto una
vez mas la importancia de la composicion caldrica mas alld de la restriccion

caldrica (242).

El efecto beneficioso de la dieta mediterranea sobre el perfil de enzimas
hepaticos ha sido también demostrado en el estudio griego ATTICA (243),
que evalud la prevalencia del SM , asi como la adherencia a la dieta medite-
rranea entre mas de 3000 personas. En el estudio incluyeron un total de 1514
hombres (18-87 afios) y a 1528 mujeres (18-89 afios) del area metropolitana
de Atenas, evaluaron la adherencia a la dieta mediterranea a través de Med-
DietScore (Tabla 1), y les clasificaron en funcion de la presencia o no de SM

(de acuerdo a los criterios del NCEP- ATP III). Identificaron que las mujeres



con SM presentaban niveles mas altos de GGT y niveles mas bajos de la ratio
AST/ALT comparada con las que no tenian criterios de SM. Respecto a los
hombres con SM tenian una relaciéon AST/ALT mas baja en comparaciéon con
aquellos sin SM. La relaciéon AST/ALT se correlaciond positivamente con el
puntaje de MedDietScore, mientras que un MedDietScore mas alto se asocid

con una menor probabilidad de tener SM.

En nuestro trabajo, también identificamos que el grupo de pacientes no obe-
sos realizaban un mejor cumplimiento de la dieta mediterranea comparada con
los pacientes obesos (9 items vs 7; p<0.05). Estos datos concuerdan con la mayo-

ria de estudios publicados.

En 2009 se publica un estudio europeo de corte transversal, realizado en
base a participantes del proyecto “European Prospective Investigation into Can-
cer and Nutrition-Physical Activity, Nutrition, Alcohol, Cessation of Smoking,
Eating Out of Home and Obesity” (EPIC-PANACEA) donde participaron 23
centros de 10 paises europeos (Dinamarca, Francia, Alemania, Grecia, Italia,
Paises Bajos, Noruega, Espafia, Suecia y Reino Unido). Analiz6 una cohorte de
un total de 497.308 personas (145.578 hombres y 351.730 mujeres), y observd
que una mayor adherencia a la dieta mediterrdnea se asocié con un IMC y una
circunferencia de la cintura significativamente mds bajos tras 3 afios de cum-

plimiento de la dieta (245).
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to clinical and biological markers of cardiovascular disease risk. Nutrition, metabolism, and cardio-

vascular diseases.

Un estudio catalan que incluyé 3.162 personas, identificé una relacion in-
versa entre el seguimiento de dieta mediterranea y la obesidad (246). Igualmente,
el estudio SUN (247) demostré que los sujetos con una baja adherencia a la dieta
mediterranea tuvieron un mayor aumento de peso durante el seguimiento com-

parado con aquellos con mayor adherencia.



Table 1 The Mediterranean diet score

Frequency of consumption (servings/month)

How often do you consume Never 1-4 5-8 9-12 13-18 >18
Non-refined cereals 0 1 2 3 4 5
(whole grain bread, pasta, rice, etc.)
Potatoes 0 1 2 3 4 5
Fruits 0 1 2 3 4 5
Vegetables 0 1 2 3 4 5
Legumes 0 1 2 3 4 5
Fish 0 1 2 3 4 5
Red meat and products 5 4 3 2 1 0
Poultry S 4 3 2 1 0
Full fat dairy products (cheese, yoghurt, and milk) 5 4 3 1 1 0
Use of olive oil in cooking (times/week) Never Rare | 1-3 3-5 Daily
0 1 2 3 4 5
Alcoholic beverages (ml/day, 100 ml = 12 g ethanol) <300 300 400 500 600 =700 or 0
S 4 3 2 1 0

MedDietScore, cuestionario utilizado para evaluar la adherencia a la dieta
mediterranea en el estudio griego ATTICA (243). El rango de la puntuacion de la dieta
esta entre 0 y 55. Los valores mas altos de la puntuacion de la dieta sugerida indican
una mayor adherencia a la dieta mediterranea.

Fuente: Panagiotakos, D. By cols.(2006). Dietary patterns: a Mediterranean diet score and its relation
to clinical and biological markers of cardiovascular disease risk. Nutrition, metabolism, and cardio-

vascular diseases (244).

Ademas, cabe destacar el estudio PREDIMED (248) en el que se incluyo
mas de 4000 pacientes con alto riesgo cardiovascular, aunque sin enfermedad
cardiovascular a la hora de la inscripcion, a una de tres dietas: una dieta medite-
rranea complementada con aceite de oliva virgen extra, una dieta mediterranea
complementada con frutos secos o una dieta de control (consejos para reducir
las grasas en la dieta). Se observd que la incidencia de eventos cardiovasculares
mayores fue menor en los pacientes designados a una dieta mediterranea suple-
mentada con aceite de oliva virgen extra o frutos secos que entre los asignados a

una dieta baja en grasas.
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En nuestro estudio hemos calculado indices no invasivos de esteatosis FLI,

LAP, asi como indices no invasivos de fibrosis como NFS, FIB-4.

Observamos que los valores de FLI y LAP respecto a esteatosis fueron significa-
tivamente menores en pacientes con sobrepeso comparado con el grupo de obesidad.
NES también fue significativamente menor en el grupo de pacientes con sobrepeso.

No encontramos diferencias respecto a los niveles de FIB-4 entre ambos grupos.

En el andlisis univariante obervamos una asociacién entre los valores de
NES Y FIB-4 y el desarrollo de esteatohepatitis en el grupo de pacientes con
sobrepeso, no alcanzando la significacion en el multivariante, sin embargo, en el
grupo de pacientes con obesidad no se identific6 esta asociacion para el desarro-

llo de esteatohepatitis.

Respecto a la fibrosis hepatica, en el andlisis univariante del grupo de pa-
cientes con sobrepeso observamos que valores mas altos en los indices de fibrosis
(NES y FIB-4) se asocian con la presencia de fibrosis. En el andlisis univariante
del grupo de pacientes obesos, mayores puntuaciones en el indice NFS suponen
un factor de riesgo para la presencia de fibrosis, el resto de indices no invasivos

(FLL, LAP, FIB-4) no alcanzaron la significacion.

Respecto a los indices no invasivos de fibrosis, FIB-4 y NFS son los mas es-
tudiados y validados en poblaciones con HGNA, son indices faciles de calcular,
utilzando variables sencillas de obtener en la consulta, tales como la edad, IMC,
presencia de DM2, AST, ALT, plaquetas y albumina. En los estudios han evi-
denciado una elevada precision diagnodstica al comparar con la biopsia hepatica
(AUROC alrededor de 0,80) (249), ademas existen calculadoras online gratuitas
donde poder obtener el resultado de forma practica (https://www.rccc.eu/calcula-

doras/Fib4.html y https://www.rccc.eu/calculadoras/NFS.html ).


https://www.rccc.eu/calculadoras/Fib4.html
https://www.rccc.eu/calculadoras/Fib4.html
https://www.rccc.eu/calculadoras/NFS.html

Eren F y cols. en su trabajo publicado en 2022 quisieron estudiar el efecto del
IMC sobre los valores de NFS y FIB-4, para ello evaluaron la utilidad de FIB-4 y
NES en pacientes delgados, con sobrepeso, obesos, tanto tipo I, IT y IIT diagnosti-
cados todos ellos de HGNA por biopsia. Se incluyeron un total de 560 pacientes
(28 delgados, 174 con sobrepeso, 229 obesos tipo I, 89 con obesidad tipo II, 40
con obesidad tipo III). Observaron que en pacientes delgados y con obesidad tipo
III con HGNA, tanto FIB-4 como NES no lograron discriminar fibrosis avanzada.
Ademas, FIB-4 pudo excluir la fibrosis avanzada con mayor precision diagndsti-
ca en el grupo de pacientes con sobrepeso (AURC: 0,829, IC 95%: 0,738-0,919).
Por todo ello concluyeron que FIB-4 y NES se pueden utilizar con confianza para
excluir fibrosis avanzada en pacientes con sobrepeso, obesidad y obesidad tipo II.
Sin embargo, no parecen clinicamente ttiles en pacientes delgados y con obesidad

morbida o tipo III (250).

En nuestro estudio hemos determinado las siguientes adipocitoquinas en

sangre periférica: la adiponectina, la leptina y la resistina.

La adiponectina es una proteina que protege de la acumulacion excesiva de
grasa en el higado, la inflamacion y la fibrosis. Sus niveles suelen estar disminui-
dos en pacientes obesos, con esteatosis y EHNA(80) (251). Esto es concordante
con los resultados obtenidos en nuestro estudio, cuyos niveles estan disminuidos
de manera significativa en el grupo de pacientes obesos en comparacién con los
pacientes con sobrepeso, en los cuales, también hay una mayor proporcién de

pacientes con EHNA.
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En un estudio publicado por Feldman y cols. (252), donde incluyeron 187
pacientes con HGNA, de los cuales 71 tenian normopeso (IMC > 18 Kg/m? <25
kg/m?) y 89 eran obesos (IMC > 30 Kg/m?), observaron que las concentracio-
nes de adiponectina sérica se encontraban disminuidas tanto en pacientes con
normopeso con HGNA como en obesos con HGNA, en comparacién con los
controles sin HGNA (p<0,001 para ambos grupos). Estos datos demuestran el
importante papel de la adiponectina en pacientes con HGNA y su relacion con la

distribucion de la grasa mas alld del IMC como dato aislado.

En un estudio nérdico publicado en 2004, Westerbacka y cols. (253), dise-
flado para medir la grasa intrahepatica , la grasa intraabdominal y la grasa subcu-
tanea, junto con los indices de RI y la adiponectina, mostré que la adiponectina

sérica tenfa una relacion inversa con el contenido intrahepatico de grasa.

La leptina es una hormona peptidica fabricada principalmente por el tejido
adiposo blanco. Cuando aumenta el depdsito de tejido graso aumenta su sintesis
y secrecion, regulando el consumo de energia y actuando como mediador quimi-

co del apetito a nivel central.

Diferentes estudios han mostrado resultados discordantes en cuanto al pa-
pel de la leptina en la patogénesis del HGNA. En nuestro estudio, los niveles de
leptina fueron mas elevados de forma significativa en el grupo de pacientes obe-

sos con respecto a los pacientes con sobrepeso.

Estos datos pueden ir en concordancia con los resultados obtenidos en otros
estudios que indican que los niveles de leptina estan directamente asociados con
la severidad de la esteatosis hepatica y que niveles aumentados podrian conducir
a una mayor severidad del HGNA (80) (28).
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Mantovani y cols. (254) en un estudio publicado en 2016, que incluyd a
104 pacientes pediatricos divididos en obesos, sobrepeso y normopeso, , identi-
ficaron que los niveles de leptina, adiponectina y resistina no difirieron cuando
se compararon sujetos con sobrepeso y obesos. Sin embargo, todas las adipo-
citoquinas difirieron significativamente cuando se compararon pacientes con
normopeso con individuos obesos y con sobrepeso. Los niveles plasmaticos de
adiponectina se correlacionaron negativamente con el indice de masa corporal
(IMC), mientras que las concentraciones de leptina y resistina se correlacionaron

positivamente con el IMC como se observa en la siguiente figura.
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Niveles plasmaéticos de adiponectina, resistina y leptina (pg/ml) en sujetos
delgados (n = 24), con sobrepeso (n = 30) y obesos (n = 50).
Fuente: Mantovani RM, Rocha NP, Magalhdes DM, Barbosa IG, Teixeira AL, Simdes E Silva AC.

Early changes in adipokines from overweight to obesity in children and adolescents. ] Pediatr (Rio ]).
2016 Nov-Dec;92(6):624-630.
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La resistina es una proteina producida por el tejido graso, con propiedades
proinflamatorias y se ha relacionado en la modulacién de la accion de la insuli-
na, la glucosa y el metabolismo de los lipidos, vinculandose con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, DM2 y el SM. (93). La expresion de resistina en
niveles suprafisiologicos en un modelo de ratones se relaciond con hiperinsuli-
nemia, intolerancia a la glucosa e hipertrigliceridemia (94), ademas existen datos
sobre la influencia de la resistina a nivel intrahepatico, favoreciendo la inflama-
cién y la fibrosis (255).

En nuestro estudio la resistina mostro niveles significativamente mas eleva-

dos en el grupo de pacientes obesos con respecto a los pacientes con sobrepeso.

El papel de la resistina en la patogénesis del HGNA no esta aun lo suficiente-
mente esclarecido. Aller y cols. (87), en su estudio publicado en 2008 encontraron
una correlacion positiva entre los niveles de resistina sérica y el grado de esteatosis
hepatica en la biopsia hepataica . En consonancia a estos datos, Shen y cols. (256),
observaron que los niveles de resistina en el tejido hepatico de pacientes con EHNA
fueron significativamente mas altos que en los pacientes con esteatosis simple. No
obstante, en otros estudios se ha observado que la resistina sérica no muestra dife-

rencias entre la esteatosis hepdtica simple y la EHNA (257) (258).

Por tanto, son necesarios mas estudios, ya que los datos que disponemos

arrojan datos discordantes (259).



Recientes estudios gendmicos y observacionales han identificado polimor-
fismos de los genes PNPLA3 y TNFa como factores asociados tanto a la presen-
cia de HGNA como a su severidad (260) (261).

En nuestro trabajo no identificamos diferencias significativas entre pacien-
tes no obesos y obesos respecto a la proporcion de portadores del alelo G del gen
PNPLA3 ni el alelo A de TNF a.

Respecto a la EHNA, en el andlisis univariante del grupo de pacientes con
sobrepeso no se observaron como factores relacionados el ser portador del alelo A
del gen TNFa ni el del alelo G del gen PNPLA3. En cuanto al grupo de pacientes
con obesidad, si se identificd en el andlisis univariante el ser portador del alelo A
del gen TNFa como factor de riesgo para el desarrollo de EHNA, no obstante, el

andlisis multivariante no se confirmo dicha relacion en este ultimo grupo.

En cuanto a la fibrosis hepatica, en el andlisis univariante ser portador del
alelo A del gen TNFa demostrd ser un factor protector para el desarrollo de fi-
brosis en el grupo de pacientes con sobrepeso. Sin embargo, en los pacientes
obesos, fue un factor de riesgo. Sin embargo, en el andlisis multivariante ser por-
tador del alelo A del gen TNFa no se identificé como factor independiente aso-
ciado a fibrosis hepatica ni en el grupo de pacientes con sobrepeso ni en el grupo

con obesidad.

Ser portador del alelo G del gen PNPLA3 no se identificé como factor de
riesgo o protector para el desarrollo de EHNA o fibrosis en nuestra muestra de

pacientes, tanto obesos como con sobrepeso.
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El gen PNPLA3, localizado en el brazo largo del cromosoma 22, sintetiza la
adiponutrina, una proteina con actividad lipasa especifica del tejido adiposo y
de hepatocitos. La variante mutada del gen PNPLA3 pierde la actividad lipasa y

promueve la acumulacién de lipidos.

Speliotes y cols. en su estudio publicado en 2010 observaron que el alelo G
de la variante rs738409 en PNPLA3 confiere mayor riesgo de esteatosis hepatica,
asi como estadios mas avanzados con EHNA, fibrosis y cirrosis confirmadas his-

tologicamente (262).

En nuestro trabajo no identificamos diferencias estadisticamente significa-
tivas entre obesos y sobrepeso en la proporcion de pacientes portadores del alelo
G del gen PNPLA3 rs738409, hallazgo similar al del realizado por Chen y cols.
en el cual se incluyeron 538 pacientes diagnosticados de HGNA por biopsia y de
estos, 99 (18%) con normopeso, y no observaron diferencias significativas en la
proporcion de pacientes con genotipo PNPLA3 rs738409 GG comparando obe-

$0s con normopeso (263).

En el 2011 fue publicado un metaanalisis donde incluyeron un total de 16
estudios, donde evaluaron la relacién de este polimorfismo del gen PNPLPA3
con el HGNA en diferentes poblaciones, asi como la gravedad de la enfermedad,
e identificaron mayor susceptibilidad para esteatosis hepatica, asi como mayor
probabilidad de desarrollo de lesiones histolégicas mas avanzadas y mds riesgo
de fibrosis (19).

Numerosos estudios posteriores tanto in vivo como in vitro, identificaron

también dicha asociacion (264) (265) (266) (267) (268) (269).



En el 2015, DiStefano, J. K 'y cols. quisieron identificar los determinantes ge-
néticos de la acumulacion de lipidos a nivel intrahepatico a través del analisis de
asociacion usando fenotipos histolégicos en individuos obesos, para ello genoti-
pificaron a 2300 pacientes que contaban con biopsia hepética. Identificaron ade-
mas nuevos loci (rs4823173, rs2896019 y rs2281135, todos ubicados en PNPLA3
y 1510401969 en SUGP1) que pueden desempenar un papel en la fisiopatologia
del depésito lipidico a nivel hepatico (270).

En el 2015, fue publicado un metaanalisis donde evaluaron el riesgo de ci-
rrosis (independientemente de la causa), en base a la presencia de la mutacién
rs738409 del gen PNPLA3, se incluyeron siete estudios con 2023 pacientes con
cirrosis, identificaron que el alelo G se asociaba con un riesgo significativamente
mayor de cirrosis en comparacion con el alelo C. Tanto el genotipo GC como el
GG se asociaron con un riesgo significativamente mayor de cirrosis frente al ge-
notipo CC (salvaje), sugiriendo que los pacientes con riesgo de cirrosis hepatica
pueden beneficiarse del genotipado de PNPLA3y, por lo tanto, de un control mas

intensivo si se identifica la variante mutante (CG o GG) (271).

Como hemos mencionado previamente, en nuestro trabajo ~ ser  porta-
dor del alelo G del gen PNPLA3 no se identificé como factor de riesgo para el
desarrollo de EHNA o fibrosis hepatica en nuestra muestra de pacientes, tanto en

individuos obesos como con sobrepeso.

El gen TNFa se localiza en el cromosoma 6p21.3 y codifica una citokina
proinflamatoria, como biomarcador de inflamacion sistémica esta involucrado

en la fisiopatologia del SM y cardiovascular, incluyendo el HGNA (73) .

Crespo y cols. llevaron a cabo un estudio compuesto por 52 pacientes con

diagnoéstico de obesidad moérbida (IMC medio de 47 kg/m?), con diagndstico
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histolégico de EHNA en 36 pacientes (69,2%), lo 16 pacientes restantes del grupo
control contaban con histologia hepatica normal o esteatosis hepatica simple sin
ningtn grado de inflamacion o fibrosis. El objetivo principal de este estudio fue
analizar el papel patogénico del sistema del TNFa en el desarrollo de la EHNA,
para ello se calculd la expresion de ARNm de TNFa y sus receptores p55 y p75
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa cuan-
titativa (RT-PCR) en tejido hepatico y adiposo periférico, asi como la relacion
entre TNFa, p55y p75 y la gravedad de EHNA. Concluyeron que la expresion
intrahepatica de ARNm de TNFa también se ve incrementada en pacientes con

HGNA, y mas aun entre pacientes con fibrosis hepatica (74).

Anteriores estudios han asociado la sobreexpresion de TNFa con el desarro-
llo de HGNA, aterosclerosis y enfermedad coronaria al afectar el metabolismo

lipidico y aumentar la RI (75).

Valenti y cols. mostraron la asociacion entre la presencia del alelo A del gen
TNEF- a -238 con mayores indices HOMA-IR en 99 pacientes diagnosticados de
HGNA por ecografia y confirmados por biopsia (76)

En el 2010 Aller y cols. identificaron que ser portador de la variante mutante
del gen TNF-a (-308 GA), se asocia con mayor RI, asi como a dafio histolégico
mas grave y mayor riesgo de fibrosis comparado con los pacientes con genotipo
salvaje (-308 GQG). (272)

Como se ha sefialado previamente, en el andlisis univariante de nues-
tro estudio, realizado en el grupo de pacientes con obesidad si se identifico ser
portador del alelo A del gen TNFa como factor de riesgo para el desarrollo de
EHNA, no obstante, el andlisis multivariante no se confirm¢é dicha relacion en
este grupo. Respecto a la fibrosis hepatica, en el andlisis univariante ser portador
del alelo A del gen TNFa se identifico como factor protector para el desarrollo

de fibrosis en el grupo de pacientes con sobrepeso. Sin embargo, en los pacientes
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obesos, fue un factor de riesgo. En el andlisis multivariante ser portador del alelo
A del gen TNFa no se identificé como factor independiente, ni de riesgo ni pro-
tector, asociado a fibrosis hepatica ni en el grupo de pacientes con sobrepeso ni

en el grupo con obesidad.






7. LIMITACIONES
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En el presente trabajo existen una serie de limitaciones que se deben

mencionar:

En primer lugar, otros factores no genéticos no controlados podrian in-
fluir en la relacion de nuestro disefio como son el ejercicio y las hormonas,

entre otros.

En segundo lugar, no se calcularon otras citocinas relacionadas con el con-
trol de la glucosa y los lipidos como el TNF-a o la IL-6; estas citocinas
podrian ayudar a explicar nuestros hallazgos y habrian enriquecido los

resultados obtenidos.

En tercer lugar, solo analizamos un SNP de los genes TNFa y PNPLA3 y,
en este sentido, otras variantes genéticas podrian estar relacionadas con

pardmetros metabdlicos.

Por dltimo, la falta de un grupo control sin dieta Mediterrdanea podria

constituir una fuente de sesgo.






8. CONCLUSIONES






La esteatohepatitis no alcohélica (EHNA) fue significativamente mayor en

el grupo de pacientes obesos respecto aquellos con sobrepeso.

El HOMA-IR fue factor independiente asociado tanto a la EHNA como a

la fibrosis hepatica en el grupo de pacientes con sobrepeso.

En el grupo de pacientes obesos el HOMA-IR fue un factor independiente
asociado al desarrollo de EHNA, pero no se identificé para el desarrollo de

fibrosis hepatica.

La edad fue un factor independiente asociado a la fibrosis hepatica en los

pacientes obesos.

La adherencia a la dieta mediterranea fue factor protector independiente
tanto para EHNA como para fibrosis hepatica en pacientes con sobrepeso

y en pacientes con obesidad.

La presencia de los polimorfismos genéticos del PNPLA3 y TNFa no mos-
tré asociacion significativa independiente con EHNA ni fibrosis hepatica

en ambas cohortes de pacientes.
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