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1. INTRODUCCION

1.1 OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad crénica multifactorial [1], fruto de la interaccion
entre el genotipo y el medio ambiente. En paises desarrollados como Espafia, afecta a un
gran porcentaje de la poblacion, en todas las edades, condiciones sociales y en ambos
sexos. Su prevalencia ha aumentado y continda incrementandose de forma alarmante en
nuestra sociedad, asi como en paises de economia en transicion, hasta adquirir
proporciones epidémicas [1]. La obesidad y sus repercusiones clinicas conducen a una
carga economica significativa. EI promedio de los costes médicos anuales son 1,6 veces
mayores en los pacientes obesos con sindrome metabdlico en comparacidn con aquellos
sin sindrome metabdlico [85] y la obesidad representa entre el 2% y el 6% del total de

los costes de salud en muchos paises [85].

1.1.1 DEFINICION DE SOBREPESO Y OBESIDAD.
CLASIFICACION. EPIDEMIOLOGIA

La obesidad es una enfermedad que se caracteriza por el exceso de grasa
corporal. En funcién de la grasa corporal, se podrian definir como sujetos obesos a
aquellos que presentan porcentajes de grasa corporal por encima de los valores
considerados normales, que son del 12 al 20% en varones y del 20 al 30% en mujeres
adultas [1].

Aunque el indice de masa corporal (IMC), que consiste en calcular el peso
expresado en kilogramos, dividido por la talla al cuadrado expresada en metros

cuadrados (kg/m?) [1], no es un buen indicador de adiposidad en individuos musculados



(deportistas) y en ancianos, es el indice utilizado por la mayoria de estudios
epidemioldgicos y el recomendado por diversas sociedades médicas y organizaciones de
salud internacionales para el uso clinico, dadas su reproducibilidad, facilidad de
utilizacién y capacidad de reflejar la adiposidad en la mayoria de la poblacion.

Se acepta como punto de corte un valor de IMC de 30 kg/m? o superior, aunque
también se han establecido valores superiores al percentil 85 de la distribucion de la
poblacién de referencia. La Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad
(SEEDO), en el documento publicado en 1996, introdujo algunas modificaciones a la
clasificacion propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS): se rebaj6 el
limite inferior del peso normal a 18,5 kg/m?, se subdividié la gama de sobrepeso en 2
categorias y se introdujo un grado adicional de obesidad para los pacientes con IMC de
50 kg/m® o superior, que son tributarios de indicaciones especiales en la eleccion del
procedimiento de cirugia bariatrica (tabla 1). En la poblacion infantil y juvenil se
utilizan como criterios para definir el sobrepeso y la obesidad los valores especificos
por edad y sexo de los percentiles 85 y 97 del IMC, respectivamente. Ello permitira
establecer comparaciones con estudios internacionales. En personas mayores de 60

afios, se utiliza el IMC siguiendo los mismos criterios que en adultos.

Tabla 1. Criterios para definir obesidad en grados segun el IMC (OMS) modificada por la SEEDO en
1996 [1].

Categoria Valores limite de IMC (kg/m?)
Peso insuficiente < 18,0

Peso normal 18,5-24.9
Sobrepeso grado | 25,0-26,9
Sobrepeso grado |l (preobesidad) 27,0-259,9
Obesidad de tipo | 30,0-34,9
Obesidad de tipo |l 35,0-39,9
Obesidad de tipo Il {(mbrbida) 40,0-49,9
Obesidad de tipo IV (extrema) > b0

- EPIDEMIOLOGIA

El aumento de la prevalencia de la obesidad es un problema mundial, con una
estimacion aproximada de unos 1.460 millones de adultos afectados a nivel mundial y

una reduccion de la esperanza de vida de hasta 7 afios en comparacion con las personas
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que presenta normopeso [85, 86]. Se estima que, a nivel mundial, unos 170 millones de
nifios (menores de 18 afios de edad) tienen sobrepeso u obesidad, la cual afecta a méas
del 20% de todos los nifios en muchos paises (Estados Unidos, Gran Bretafia, Australia,
Brasil, Chile) [86].

En la poblacion infantil y juvenil espafiola (2-24 afios), de acuerdo con los
resultados del estudio enKid [2], la prevalencia de obesidad se estima en un 13,9% y la
de sobrepeso en un 12,4%. En conjunto, suponen el 26,3%. La obesidad es
significativamente mas prevalente en varones (15,6%) que en mujeres (12,0%). En el
grupo de varones, las tasas mas elevadas se observan entre los 6 y los 13 afios. En las
chicas, las tasas de prevalencia mas elevadas se observan entre los 6 y los 9 afios.

La prevalencia de obesidad en la poblacion adulta de 25 a 64 afios, segln los
resultados del estudio DORICA [3], se estima en un 15,5%, y es mas elevada en
mujeres (17,5%) que en varones (13,2%). El 0,79% de los varones y el 3,1% de las
mujeres de entre 25 y 60 afios tienen una obesidad tipo 1l (IMC de 35-39) y el 0,3% de
los varones y el 0,9% de las mujeres presentan una obesidad morbida (IMC > 40
kg/m?). Datos provisionales del estudio DRECE (Dieta y Riesgo de Enfermedades
Cardiovasculares en Espafia) [4] muestran que en 14 afios se ha producido un
incremento del 34,5% en la prevalencia de obesidad, que ha pasado del 17,4% en 1992 a
un 24% en 2006. Estos datos concuerdan con los obtenidos en la dltima Encuesta
Nacional de Salud, con registros de peso y talla autorreferidos, en la que se describe un
incremento absoluto de un 6% en las tasas de obesidad en 14 afios de evolucion (de un
7,7% en 1987 a un 13,6% en 2001).

Para la poblacion mayor de 65 afios se estima una prevalencia de obesidad del
35% (un 30,9% en varones y un 39,8% en mujeres). Esta prevalencia es mayor (36%)
en la poblacion anciana no institucionalizada que en la institucionalizada (21%) [5].

Los resultados del estudio enKid [2] han puesto de manifiesto que la obesidad en
la poblacion espafiola en edad infantil y juvenil estd adquiriendo dimensiones que
merecen especial atencion. La prevalencia de obesidad, segin este estudio, es mas
importante en la poblacion en edad escolar, especialmente en los afios que preceden al
inicio de la pubertad. EI consumo elevado de productos de bolleria industrial y de otros
alimentos ricos en grasas, el bajo consumo de fruta y verduras y un estilo de vida
sedentario han sido identificados como factores determinantes de la obesidad en este

grupo de edad [6].
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En la mayoria de los estudios realizados en adultos en Espafia (tabla 2), la
prevalencia de obesidad es mas elevada en el subgrupo femenino y aumenta a medida
que avanza la edad, especialmente en las mujeres con menor nivel de instruccion. Entre
los factores que influyen en una mayor prevalencia de la obesidad destacan, por un lado,
los ligados al estilo de vida, tales como mayor sedentarismo, menor consumo de frutas y
verduras, asi como el incremento del aporte cal6rico a expensas de grasas o de alcohol.
Por otra parte, la multiparidad, un bajo nivel socioeconémico y cultural, y la residencia
en las comunidades auténomas del sudeste del pais, del noroeste y Canarias son factores
asociados a una prevalencia superior de obesidad [1].

En poblacion adulta, la prevalencia de obesidad en Espafia se sitla en un punto
intermedio entre los paises del norte de Europa, Francia y Australia, que presentan las
proporciones de obesos mas bajas, y EE UU y los paises del este europeo, que en la

actualidad tienen las mayores prevalencias.

TABLA 2

Prevalencia de obesidad en la poblacion espanola
por grupos de edad y sexo

Varones (%) | Mujeres (%) Total (%)

Poblacién infantil y juvenil®

2-9 afios 16,3 11,6 14,0

10-17 afios 18,5 9,1 13,9

18-24 afos 12,6 14,9 13,7
Poblacion adulta®

25-34 afos 7,1 4.8 5,9

35-44 afios 11,7 12,2 12,0

A45-54 afos 16,8 26,4 22,0

55-60 afios 21,5 34,2 28,5
Poblacion > 65 afos®

Ancianos no institucionalizados® 31,6 40,8 36

Ancianos institucionalizados® 20,5 21,7 21

Consenso SEEDO 2007 para la evaluacién del sobrepeso y la obesidad [1].

a) Resultados del estudio enKid [2], donde para calcular la prevalencia de obesidad se consideraron los
valores especificos por edad y sexo del percentil 97 del indice de masa corporal (IMC), empleando las
tablas de Orbegozo confeccionadas por Hernandez en 1988.

b) Resultados del estudio DORICA [3], en el que para definir la obesidad se emplearon valores de IMC
por encima de 30 kg/m2.

c) Para definir la obesidad se utilizaron valores de IMC por encima de 30 kg/m?.

d) Resultados del estudio de Gutiérrez Fisac et al (Obes Res. 2004;12:710-5).

e) resultados del estudio de Aranceta et al [5].
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1.1.2 DIAGNOSTICO DE LA OBESIDAD

1.1.21 ANAMNESIS

Para la realizacién de una correcta anamnesis se deben recoger antecedentes
familiares y personales de interés, se profundizaré en la evolucion de la obesidad a lo
largo de la vida y se haran constar aquellos aspectos de interés en cuanto a la
alimentacion y habitos de vida [1]. Concretamente, se prestara especial atencion a los
siguientes puntos:

a) causas desencadenantes de la obesidad (gestacion, menopausia, cese del
consumo de tabaco, toma de farmacos asociados a un incremento de peso corporal).

b) causas secundarias de obesidad (hipotiroidismo, sindrome de ovario
poliquistico, enfermedad de Cushing...).

c) estudio de comorbilidades mayores o menores.

d) estudio de los habitos alimentarios, descartando posibles alteraciones del
comportamiento alimentario, y nivel de actividad fisica.

e) registros de los intentos previos de péerdida de peso, los tratamientos utilizados
y su eficacia.

f) motivacidn para enfrentarse a un nuevo programa de adelgazamiento.

1.1.2.2 EXPLORACION FISICA Y PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

La exploracién fisica ir4 dirigida a observar la presencia de signos de obesidad
secundaria (hipotiroidismo, enfermedad de Cushing, hiperinsulinismo, hipogonadismo,
sindrome de ovarios poliquisticos, etc.) y, a la vez, las consecuencias de la propia
obesidad (signos de insuficiencia cardiaca, dislipemia, diabetes mellitus, hipertension
arterial...) [1].
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Para completar el estudio basico del paciente, serd indispensable la realizacion
de una analitica general, una ecografia abdominal (para descartar la presencia de
colelitiasis, higado graso u ovarios poliquisticos), pruebas funcionales respiratorias y
estudio polisomnografico para el diagndstico de sindrome de apneas durante el suefio, o
ecocardiografia ante la sospecha de insuficiencia cardiaca o enfermedad valvular. El
registro de la presion arterial debe realizarse con un esfigmomandmetro adaptado para
obesos; la anchura recomendada del brazalete para adultos con obesidad moderada es de
14 a 15 cm, y para personas muy obesas, de 16 a 18 cm [1].

1.1.2.3 EVALUACION DEL TEJIDO ADIPOSO GLOBAL Y REGIONAL

Se pesara al paciente sin zapatos y en ropa interior. A partir del peso y la estatura
se calculara el IMC, con la formula: peso expresado en kilogramos, dividido por la talla

al cuadrado expresada en metros cuadrados (kg/m?) [1].

1.1.2.4 DETERMINACION DEL PERIMETRO DE LA CINTURA

Se determina con una cinta métrica flexible, milimetrada, con el paciente en
bipedestacidn, sin ropa y en estado relajado. Se debe localizar el borde superior de las
crestas iliacas, y por encima de ese punto, rodear la cintura con la cinta métrica, de
manera paralela al suelo, asegurando que esté ajustada, pero sin comprimir la piel. La
lectura se realiza al final de una espiracién normal [1].

Pese a ser un parametro aparentemente muy sencillo de determinar, en la
practica la medida puede resultar compleja. Esto es asi, fundamentalmente, porque no
siempre es sencillo localizar las referencias anatomicas en pacientes obesos, lo que
favorece una apreciable variabilidad entre observadores. El perimetro de la cintura es un
mejor indicador de la grasa visceral (y de sus cambios con la pérdida de peso), asi como

del riesgo cardiovascular, que la relacion cintura/cadera [7].
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- Otros métodos de determinacion de la composicion de tejido adiposo
corporal:

La medida de los pliegues cutaneos y la determinacién de la cantidad de grasa
mediante impedancia bioeléctrica, absorciometria radiogréfica de doble energia y otros
métodos de estimacion de la composicion corporal son de utilidad clinica limitada,

relegandose su uso a la investigacion [1].
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1.1.3 REPERCUSION CLINICA

La morbilidad asociada al sobrepeso y la obesidad esta escenificada en muchas
alteraciones de salud, entre las que cabe destacar la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), la
dislipemia, la hipertension, la enfermedad coronaria y cerebrovascular, la colelitiasis, la
osteoartrosis, la insuficiencia cardiaca, el sindrome de apneas durante el suefio, algunos
tipos de céancer, alteraciones menstruales, la esterilidad y alteraciones psicologicas [1,
83] (figura 1). El clinico debe realizar un esfuerzo para determinar las enfermedades
asociadas al exceso ponderal y especialmente las susceptibles de mejoria tras la pérdida
de peso [1]. La obesidad, especialmente la visceral, confiere un aumento del riesgo de
morbimortalidad en general [1].

La mayor parte de los estudios epidemiologicos poblacionales [8] observan que
la mortalidad empieza a aumentar cuando el IMC supera los 25 kg/m?. Las personas con
un IMC superior o igual a 30 kg/m? presentan un incremento de aproximadamente entre
el 50 y el 100% tanto de la mortalidad total como de la debida a enfermedades
cardiovasculares respecto a la poblacion con un IMC de 20 a 25 kg/m?. El aumento de
la mortalidad es modesto cuando el IMC se sittia entre 25 y 30 kg/m? (tabla 3). Una
reduccion estimada del 1% en el IMC en la poblacion podria dar lugar a una
disminucion de hasta 2,4 millones de casos de diabetes y 1,7 millones de casos de
cardiopatias y accidentes cerebrovasculares por afio [83].

A pesar de que la relacién IMC-mortalidad es importante, la repercusion clinica
de la obesidad puede variar ampliamente entre los sujetos que presentan un IMC similar
[83]. ElI IMC es un indice bastante burdo de la cantidad de tejido adiposo total en el
sujeto, por lo que ademas de esta medida, también son importantes factores como la
genética, el sexo, la edad, la etnia, la funcién cardiorrespiratoria, y la distribucion de la
grasa corporal (visceral vs subcutanea), que también juegan un papel en la morbilidad y
mortalidad [83].

Los individuos con obesidad a edades tempranas reducen significativamente su
esperanza de vida y en ellos se predice el futuro desarrollo de patologias como el
sindrome metabdlico, la diabetes mellitus tipo 2 y la enfermedad cardiovascular (ECV)
[83, 84]
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Figura 1. Relacion entre obesidad y enfermedades como el higado graso no alcohdlico (HGNA),
la DM2, ECV y otras. Adaptado de [83].

La evaluacion del riesgo de morbimortalidad que comporta el exceso de peso
debe realizarse en el contexto global de la historia clinica del paciente. Este calculo del
riesgo condicionara la estrategia que se debe seguir. El riesgo dependera especialmente
del exceso de peso (IMC y perimetro de cintura: tabla 3), la distribucién de la grasa

corporal, la presencia de factores de riesgo cardiovascular y otras comorbilidades.
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Tabla 3

Riesgo relativo de presentar comorbilidades mayores que
confieren el exceso de peso y la distribucion del tejido

adiposo
Riesgo relativo a partir del perimetro
de la cintura
IMC (kg/m?)
Varones < 102 cm Varones > 102 cm
Mujeres < 88 cm Mujeres = B8 cm
Peso normal 18,5-24 9 Ninguno Ligeramente
aumentado
Sobrepeso 25,0-29,9 Ligeramente Aumentado
aumentado
Obesidad 30,0-34,9 Aumentado Alto
35,0-39,9 Alto Muy alto
Obesidad morbida =40 Muy alto Muy alto

IMC: indice de masa corporal.

Consenso SEEDO 2007 para la evaluacidn del sobrepeso y la obesidad [1].

1.1.3.1 SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico es una constelacion de factores de riesgo asociados a la
obesidad abdominal, entre los que se encuentran la dificultad en la utilizacion de
glucosa (resistencia a la insulina), la dislipemia aterogénica y la hipertension arterial.
Puede considerarse una entidad clinica especial, que confiere un alto riesgo de
enfermedad cardiovascular y/o diabetes. EI sindrome metabolico estd muy relacionado
con la EHGNA, siendo considerado como su expresion hepatica, y por tanto constituye
un eje central en nuestro estudio [83].

Si bien la patogenia del sindrome metabdlico y de cada uno de sus componentes
es compleja y no suficientemente conocida, la obesidad central y la resistencia a la
insulina se han considerado los ejes fundamentales del sindrome.

Hay diversas definiciones de sindrome metabdlico, entre las que cabe destacar la

realizada por la OMS en 1998 y la plasmada en el tercer informe del National
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Cholesterol Education Program Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment
of High Blood Cholesterol in Adults (ATP I11). Esta Gltima, recientemente actualizada,
es mas simple y util desde el punto de vista clinico, ya que la de la OMS requiere la
realizacion de un test de sobrecarga oral de glucosa y la determinacién de insulina. Mas
recientemente estan ganando fuerza los criterios establecidos por la International
Diabetes Federation (IDF) [9], ya que en ellos se especifican puntos de corte para el
perimetro de la cintura propios de la poblacion europea (y otras poblaciones), y ademas
es una clasificacion de uso clinico facil y asequible. En la tabla 4 se establece la
definicidn del sindrome metabdlico segun los criterios del ATP 111y la IDF [9].

TABLA 4

Definicion del sindrome metabdlico segin los criterios del Adult Treatment Panel 11l (ATP Il1), definicién actualizada
en 2005, y la International Diabetes Federation (IDF)

ATP I IDF

Tres 0 mas de los siguientes factores: Presencia de obesid_qd central, definida por la medida del perimetro de la
— Obesidad central, definida por una medicion del perimetro de la cintura einti ety panlacion enopeg e 94 cm en varones y > 80 cm en

> 102 cm en varones y > 88 cm en mujeres mileres: .
— Aumento de los triglicéridos: Junto a 2 0 més de los siguientes factores:

> 150 mg/dl (1,7 mmol/l) — Aumento de los triglicéridos (= 150 mg/dl o 1,7 mmol/l) o tratamiento
_ cHDL reducido: especifico para la reduccién de los triglicéridos

<40 mg/dl (1,03 mmol/l) en varones — cHDL reducido (< 40 mg/dl 0 1,03 mmol/l en varones y < 50 mg/dI

< 50 mg/dl (1,3 mmol/l) en mujeres en mujeres) o tratamiento especifico para esta alteracion en el cHDL
— Aumento de la presion arterial: — Aumento de la presién arterial: sistélica > 130 y/o diastélica

Sistélica > 130 y/o diastélica > 85 mmHg, o toma de tratamiento > 85 mmHg, o toma de tratamiento antihipertensivo

antihipertensivo — Aumento de la glucosa plasmética en ayuno: glucemia > 100 mg/I

— Aumento de la glucosa plasmatica en ayuno: glucemia > 100 mg/l (5,6 mmol/l), o diabetes tipo 2 anteriormente diagnosticada®

(5,6 mmol/)

cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad.
2En japoneses los puntos de corte considerados son de 85 cm en varones y de 90 cm en mujeres, y en poblacion china y asidtica son de 90 y 80 cm en varones y muijeres, respectivamen-
te; "si la glucemia es superior a esta cifra, se recomienda la realizacion de una prueba de sobrecarga oral de glucosa, aunque no es necesaria para el diagnéstico del sindrome metabdlico.

En relacién a la fisiopatologia del sindrome metabdlico, la importancia del tipo
de crecimiento del tejido adiposo blanco en los pacientes obesos, cuyas caracteristicas
se comentaran en el siguiente apartado, determina la relacion entre la cantidad de grasa
visceral y el sindrome metabdlico. A diferencia de la denominada obesidad en “forma
de manzana” (asociada a un exceso de grasa visceral), que presenta un alto riesgo de
sindrome metabdlico, la obesidad en “forma de pera” (asociada a un exceso de grasa
subcutanea) esta asociada a un riesgo mucho mas reducido. Se han formulado dos

hipdtesis para explicar este fenémeno:
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1) El tejido adiposo blanco visceral es mas susceptible de alterar su funcion
endocrina que el subcuténeo [65, 67].

2) La actividad endocrino-metabdlica mediada por adipocitoquinas liberadas por
el tejido adiposo blanco visceral afectan mas intensamente al higado, a través
de la circulacién portal-hepética: esta hipétesis explica el desarrollo de
EHGNA en el contexto del sindrome metabdlico. [65, 67, 83].

La resistencia a la insulina en el tejido adiposo, hepético y muscular, es el eje
central del sindrome metabdlico [83], y se acompafia de otras alteraciones que no se
incluyen en los criterios diagnosticos de éste, pero que suponen un incremento adicional

del riesgo cardiovascular y de otras alteraciones asociadas [83]:

— Factores lipidicos: incrementos de las apolipoproteinas B y C-Ill, particulas de
lipoproteinas de baja densidad (LDL: muy aterogeénicas), incremento de la

lipemia posprandial y disminucion de la apolipoproteina Al.

— Factores protrombdticos: incremento de las concentraciones del inhibidor del
activador del plasmindgeno de tipo 1, del fibrinbgeno y aumento de la

viscosidad.

— Factores proinflamatorios: incremento del recuento de leucocitos, aumento de
las citocinas factor de necrosis tumoral alfa e interleucina 6, de la proteina C

reactiva y de la resistina, o disminucion de la adiponectina.
— Microalbuminuria.
— Otros: hiperuricemia, hiperhomocisteinemia, esteatohepatitis no alcohdlica,

sindrome de apneas durante el suefio, sindrome de ovarios poliquisticos.

La prevalencia del sindrome metabdlico es diferente entre poblaciones, debido a

la influencia de la raza, el sexo y la edad en su definicién. De acuerdo con los criterios
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del Adult Treatment Panel 111 (ATP 111), la prevalencia media en EE UU se encuentra en
el 20-30% [9]. La prevalencia estimada de sindrome metabolico en Espafa, segun
diversos estudios epidemioldgicos, va desde un 17% en Segovia, pasando por el 25%
del Spanish Insulin Resistance Study y el 24,4% en la Comunidad Canaria, hasta el
28,9% en Valencia [10]. Estas diferencias pueden deberse a la edad de los participantes,
al IMC promedio de la muestra y a la contribucion porcentual de cada uno de los
componentes del sindrome metabdlico [10].
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1.2 EL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es el mayor reservorio energético del organismo, y por tanto
desempefia un papel crucial en la regulacion de la homeostasis de los acidos grasos
corporales [65].

En los mamiferos hay dos tipos de tejido adiposo, ambos de origen
mesenquimal: el tejido adiposo pardo y el tejido adiposo blanco, que se diferencian
claramente en la morfologia y funcion. Los adipocitos del tejido adiposo pardo tienen
numerosas gotas citoplasmicas de lipidos y una red mitocondrial muy desarrollada,
mientras que los adipocitos del tejido adiposo blanco tienen s6lo una gran gota lipidica
y una red mitocondrial muy reducida [65]. Los adipocitos pardos son células muy
especializadas que intervienen en la generacion del calor corporal (termogénesis),
mientras que los adipocitos blancos estan mas especializados en el almacenamiento de
lipidos actuando como reserva energetica [65]. El proceso de termogénesis en los
adipocitos pardos se realiza a través de la proteina desacoplante mitocondrial 1
(Uncoupling Protein-1: UCP-1, también llamada termogenina) que se considera como
un marcador especifico de estos adipocitos [66]. UCP-1 genera calor por disipacion del
gradiente electroquimico a través de la membrana mitocondrial interna [66].

En los seres humanos (a diferencia de los roedores), el tejido adiposo pardo es
un tejido residual y solo durante el periodo neonatal contribuye significativamente a la
termogénesis [65]. En la actualidad el estudio del tejido adiposo blanco confiere una

mayor relevancia en la fisiopatologia de la obesidad y la EHGNA.
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1.21 EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO

El tejido adiposo blanco estd constituido por adipocitos especializados en el
almacenamiento de lipidos actuando como reserva energética.

El origen del tejido adiposo blanco deriva de células madre mesenquimales
pluripotentes que se convierten en adipoblastos y posteriormente en células preadiposas
(precursores del futuro adipocito blanco adulto). La maduracién depende de un sistema
de sefializaciobn compleja, regulada por PPARy (peroxisome proliferator-activated
receptor vy, el cual es esencial, en conjunto con otros factores de transcripcién, como
SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein 1c), las proteinas entrelazadas
CCAAT, vy las proteinas morfogenéticas Oseas, entre otras. Ademas, PPARy es un
marcador de adipocitos maduros ya que sOlo aparece cuando se culmina la
diferenciacion. Con SREBP1c ocurre algo parecido con la diferencia de que aparece
algo mas pronto que PPARy [83].

Las células principales del tejido adiposo son los adipocitos, que son células
post-mitoticas, por tanto la generacién de nuevos adipocitos debe producirse a partir de
la activacion de células precursoras quiescentes, y a esta modalidad de crecimiento se le
denomina hiperplasia (mecanismo predominante en la infancia). Ademas, los adipocitos
tienen una enorme capacidad para incrementar su tamafio (modalidad de crecimiento
denominada hipertrofia: predominante en adultos), en consecuencia el crecimiento del
tejido adiposo blanco es mediado por hiperplasia, hipertrofia o una combinacion de
ambas [71].

Estudios recientes han estimado que, en individuos no obesos, los adipocitos
tienen una tasa anual de renovacion de aproximadamente un 10% [71]. El crecimiento
por hipertrofia predomina tras una sobrealimentacion cronica y se asocia con sindrome
metabolico [72]. En varios estudios se ha publicado que la cantidad de pre-adipocitos
quiescentes determinan la modalidad de crecimiento del tejido graso y que dicha
cantidad decrece tras ganancia de peso y, gradualmente, tras la pubertad [71, 73].

De acuerdo con su localizacion hay dos tipos de tejido adiposo blanco: interno y

subcutaneo. El tejido adiposo interno mas importante desde el punto de vista
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endocrinometabdlico, y por tanto, el mas relacionado con la fisiopatologia del sindrome
metabolico y la EHGNA, es el visceral situado en la cavidad abdominal [67].

Desde el punto de vista histolégico, el tejido adiposo blanco se compone de
adipocitos integrados en una malla de tejido conectivo laxo que contiene los precursores
de los adipocitos, fibroblastos, células del sistema inmune, y otros tipos celulares [67].
En estudios recientes, se ha publicado el descubrimiento de un nuevo tipo de adipocito
termogénico en el tejido adiposo blanco. Este nuevo tipo de adipocito se ha denominado
adipocito pardo-marrdén (también nombrado como beige), debido a su similitud con los
adipocitos pardos, de hecho, los adipocitos de color beige expresan UCP-1 y muestran
varias gotas citoplasmaticas de lipidos [68]. En un estudio realizado en nuestra unidad
de apoyo a la investigacion del hospital Universitario San Cecilio de Granada, acerca de
la relacion entre UCP-1 vy la progresion del HGNA, se ha obtenido como resultado que
en obesos morbidos, la expresion de la proteina desacoplante UCP-1 en los tejidos
adiposos visceral y subcutaneo, disminuye en asociacion con la progresion de la
EHGNA (y por tanto su termogeénesis). Adicionalmente, la expresion de UCP-1 se
correlaciona positivamente con el grado de hiperplasia Unicamente en el tejido adiposo
visceral (y no de hipertrofia). Debido a la relacidon de esta proteina con la termogénesis
y el nivel del metabolismo basal, estos datos ofrecen nuevas perspectivas sobre la
influencia del tejido adiposo en el origen y progresion de la EHGNA. Estos resultados
han sido presentados en la semana de enfermedades digestivas organizada por la
Sociedad Espafiola de Patologia Digestiva y celebrada en Bilbao en 2012, y estan
pendientes de publicacidn en revista cientifica [149].

Desde el punto de vista funcional, el tejido adiposo blanco es algo mas que un
depdsito pasivo de lipidos. Durante las dos Gltimas décadas el paradigma de la funcion
desempefiada por el tejido adiposo blanco ha evolucionado desde el almacenamiento
pasivo de energia hasta la atribucion de funciones endocrinas y termogénicas. El tejido
adiposo blanco es en la actualidad considerado como un érgano endocrino, finamente
regulado, que libera un gran numero de citoquinas y hormonas (llamadas
adipocitoquinas o adipoquinas) con efecto sobre la homeostasis energética, el
metabolismo glucidico y lipidico, la saciedad, la hemostasia y la presion sanguinea [69].
Adicionalmente, el descubrimiento de los adipocitos termogénicos en el tejido adiposo
blanco postula que este drgano desempefia un papel relevante en el metabolismo basal y

la termogénesis [68].
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1211 EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO COMO ORGANO
SECRETOR

A) LEPTINA:

La leptina (del griego leptos, delgado, también llamada proteina Ob) es una
hormona polipeptidica de 167 aminoacidos secretada principalmente por el tejido
adiposo y en menor medida por el estémago, intestino, placenta y testiculos [11, 64].

Esta proteina se descubrié precisamente analizando el defecto genético de los
ratones ob/ob. Las mutaciones en el gen Ob murino (cuya expresion génica da lugar a la
proteina Ob o0 leptina) ocasionan que los ratones portadores de la mutacion
(ratones ob/ob) carezcan de leptina sérica, manifestando una notable reduccion de la
sensacion de saciedad, lo que los lleva a comer en exceso y a desarrollar obesidad grave
asociada a otros problemas como hipotermia, menor actividad locomotora,
inmunodepresion, hiperinsulinemia e infertilidad [76]. Posteriormente, diversos estudios
[77, 78, 79] demostraron que la inyeccion diaria de leptina a ratones ob / ob reducia
rapidamente la ingesta alimenticia, la masa corporal y el porcentaje de grasa corporal,
manteniendose el porcentaje de masa muscular. Ademas, la administracion de leptina
provocaba en estos ratones mayor gasto energético, restauracion de la normoglucemia y
de la funcion reproductiva, lo que confirmaba su papel como regulador de la ingesta y
almacenamiento energético. Este hecho hizo plantear la hipétesis de que la obesidad
podria deberse a una mutacién en el gen Ob humano y, por tanto, la administracion de
leptina exdgena podria ser la panacea en el tratamiento de la obesidad, sin embargo, esta
idea se desvanecio al comprobar que la frecuencia de esta mutacion en la poblacion
obesa es extraordinariamente baja y que la gran mayoria de los pacientes obesos
presentan altos niveles de leptina sérica. Los escasos casos clinicos de humanos con
deficiencia congénita de leptina se caracterizan por un fenotipo similar al hallado en los
ratones ob/ob, caracterizado por obesidad grave, hiperfagia e hiperinsulinemia [64].

Los niveles séricos de leptina muestran un ritmo circadiano, de caracter pulsatil
y periddico, con el nivel plasmatico mas alto entre 23:00 y 01:00 h [13]. Este ritmo

circadiano esta relacionado con los horarios de las comidas, porque un retraso de 6
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horas en las comidas puede producir un cambio en el perfil de los niveles de leptina en
plasma [13]. Este ritmo podria ser debido a la capacidad del tejido adiposo para
almacenar grandes fracciones de leptina en compartimentos intracelulares, aunque la
naturaleza de estos compartimentos intracelulares sigue siendo controvertida.
Investigaciones recientes apuntan al reticulo endoplasmico y su regulacion hormonal
interna de naturaleza todavia desconocida [11]. Los niveles circulantes de leptina se
correlacionan intensamente con el indice de masa corporal y con cambios agudos en el
estatus nutricional. La produccién de leptina se incrementa durante la obesidad y
alcanza niveles muy elevados en obesidad mdrbida, disminuyendo sus niveles con la
pérdida de peso, por lo que forma un papel relevante en la sefializacion del tejido
adiposo [11, 63]. Un estudio demostrd que existia una correlacién lineal positiva (R =
0,8) entre los niveles circulantes de leptina y el total de la masa grasa corporal, que
puede ser explicada por una mayor liberacion de leptina procedente de grandes
adipocitos en comparacion con pequefios adipocitos [12]. La liberacion de leptina por
gramo de tejido adiposo es dos veces mayor en sujetos obesos que en sujetos delgados,
y a nivel de adipocitos, la secrecion de leptina es hasta siete veces mayor en los obesos
que en sujetos delgados, debido a que el tamafio del adipocito suele estar aumentado
unas 2-4 veces en las personas obesas [11, 63].

Desde el punto de vista funcional, es una hormona pleiotrépica, con muiltiples
acciones biologicas, y juega un papel esencial en la regulacion de la ingesta alimenticia,
el gasto energético, y la cantidad de tejido adiposo corporal [64]. En el contexto de la
homeostasis energética, su principal funcion es “informar” sobre el nivel de las reservas
corporales de grasa, por lo tanto leptina juega un papel importante en la regulacion de la
homeostasis energética, la funcién neuroendocrina y el metabolismo [64].

En el hipotalamo la leptina causa saciedad. En el higado, la leptina inhibe la
lipogénesis y la sintesis de glucosa, y estimula la beta oxidacion y la sensibilidad a
insulina mediante la regulacion de la actividad de las células B pancreaticas. A pesar de
estas acciones en hipotadlamo e higado, la obesidad esta intensamente asociada con
esteatosis hepatica y resistencia a insulina. Este fendmeno es consecuencia del
desarrollo de resistencia leptina en los érganos citados (incluyendo probablemente el
tejido adiposo blanco) [64, 69].
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- Sefalizacion de la leptina:

La accion de la leptina es mediada por receptores especificos llamados Ob-R. En
humanos se han caracterizado seis isoformas del receptor de leptina. Cinco de las
isoformas son celulares y se localizan en la membrana plasmatica. La unién de la
leptina a estos receptores culmina en la activacion de las rutas intracelulares de
sefializacion JAK-STAT, MAPK y PI3K [11].

Las vias de sefializacion de leptina juegan un papel muy diverso en las células
mononucleares de la sangre periférica, neutréfilos, macrofagos, células dendriticas y
linfocitos T, asi como otros procesos relacionados con la apoptosis [64].

El receptor de la leptina (Ob-R, también conocido como LEP-R, LR, DR,
CD295, HuB219) fue aislado por primera vez en los plexos coroidales del raton, y es
miembro de la familia del receptor de la interleucina-6 y de los receptores de citoquinas
de clase I [11]. El gen Ob-R, codifica en humanos cinco formas de corte y empalme
alternativo del receptor de la leptina: Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Re [11]. Ob-
Rb es la forma larga del receptor de la leptina (también conocido como ObR-L) y tiene
una larga regién a nivel citoplasmatico que contiene varios elementos necesarios para la
transduccion de sefiales [11]. Ob-Rb se encuentra en altas concentraciones (30-40% del
total de Ob-R) en el cerebro y mas concretamente en las areas que regulan la
alimentacion, como los nucleos arcuato, dorsomedial y ventromedial del hipotalamo
[11]. También se encuentra en bajas concentraciones (5-8% del total de Ob-R) en varios
tejidos periféricos como el tejido adiposo, los ovarios, testiculos, placenta,
suprarrenales, el higado, las células beta pancreaticas, pulmonares, yeyuno, las células
mononucleares sanguineas, los condrocitos articulares, el corazén y mdsculo
esquelético [11].

En comparacion con la forma larga del receptor (ObR-L), las formas cortas del
receptor, ObR-S (Ob-Ra, Rc, Rd y Re) estan presentes en concentraciones relativamente
bajas en el hipotalamo, pero se expresan en mayor concentracion y por doquier a nivel
del plexo coroideo del cerebro, y en resto de tejidos periféricos mencionados [11].

Existe poca informacion sobre la implicacion exacta de las diferentes isoformas
celulares del receptor en la sefalizacion de la leptina, pues solo una de ellas (Ob-Rb)
tiene los dominios necesarios para activar todas las rutas. De las cinco isoformas de los

receptores cuatro de ellas polimerizan en un complejo de membrana y una (Ob-Re:
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receptor soluble de leptina) se localiza en sangre. La funcion de este complejo
posiblemente depende la composicion de las isoformas [11]. La mision precisa del
receptor soluble es incierta pero se ha sugerido que regula la biodisponibilidad de la
leptina [11]. Todas estas isoformas estan codificadas por el mismo gen (Ob-R) y se
fabrican mediante procesamiento alternativo del ARN vy, en el caso del receptor soluble,
mediante modificacion post-traduccional [11].

Al igual que otras clases de receptores de citoquinas, el receptor Ob-R carece de
actividad tirosinkinasa intrinseca y por lo tanto requiere el reclutamiento de receptores
activados asociados a quinasas de la familia Janus (JAK) [11]. Los activadores de la
transcripcion (STAT) vy las sefiales de transduccion activadas, procederdn a
dimerizacién y translocacion al nucleo, donde se producirdn determinadas respuestas
genéticas. Una de las respuestas mas representativas se produce en el hipotalamo, donde

la activacion de estas vias suprime la expresion génica orexigenica [11].

A continuacion presentamos los mecanismos completos de sefializacion
intracelular de leptina mediados por la isoforma Ob-Rb (también Ob-RL), ya que
presenta todos los dominios implicados, a diferencia del resto. La union de la leptina
con Ob-Rb, a través de su region BOX-2, permite la autofosforilacion y activacion de
JAK-2, que a su vez conduce a la fosforilacion de los residuos altamente conservados de
tirosina (Tyr) ubicados en el dominio intracelular de Ob-Rb (Tyr985, Tyrl077 y
Tyr1138) [64]. Tyr985 fosforilado media la union con dominio SRC Homédlogo 2
(SH2)-dominio que contiene fosfatasa de inositol 5%, dando lugar a la posterior
activacion de ERK (extracellular signal-regulated kinase). Tyr1077 fosforilado media la
activacion de STATS. Tyrl1138 fosforilado media tanto la activacion de STAT3 como
de STATS. La activacion de STAT3 conduce finalmente a aumento de la transcripcion y
la expresion de los supresores de la sefializacion de citoquinas SOCS -3, que actuan
como feedback negativo atenuanedo la sefializacion de Ob-R, debido en parte a la union
SOCS-3 con Tyr985. La expresion de SOCS-3 puede ser inducida ademas por otras
adipoquinas, como la resistina, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), y la
interleucina IL-6 (amplificadores de la expresion de SOCS-3), aumentando ain mas,
tanto la resistencia hipotalamica a leptina como resistencia periférica a insulina. SOCS-

3 desempefia por tanto un papel clave en la resistencia a leptina en la obesidad [64].

En la figura 2 se muestra de forma grafica los mecanismos de sefializacion

descritos.
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En los mecanismos de sefializacion del receptor de leptina también destaca la
activacion de fosfoinositido-3 quinasa (P13 K). La via de la P13 K es necesaria no sdlo
para la regulacion de la homeostasis energética en el hipotdlamo por parte de la leptina,
sino también por su accion en los tejidos periféricos [64]. En condiciones normales,
leptina mejora la sensibilidad periférica a la insulina a través de la via PI3 K en el
higado, al suprimir la produccién hepéatica de glucosa. Al parecer este mecanismo
aparece debido a que el homdlogo de SCR 2, que es la proteina (SH2)-B, interactla
tanto con JAK-2 como con IRS 1 y 2 (Insulin Receptor Susbstrate 1 y 2) (figura 2)
[64].

[

J ' Membrana celular

JPI3K

Expresion génica
Accion de leptina

Figura 2. Mecanismos de sefializacién intracelular de leptina. Adaptado de [64].

- Resistencia a la leptina en la obesidad:

Aunque la administracion de leptina recombinante en ratones ob / ob ha
demostrado provocar una reversion rapida de la obesidad a través de una reduccién en la
ingesta caldrica y un incremento en la tasa metabodlica basal [77, 78, 79], la relevancia
de este modelo genético para el tratamiento de la obesidad humana parece ser
inexistente. En contraste con la deficiencia de leptina en ratones ob / ob, en la obesidad
humana se aprecian altos niveles de leptina circulante en relacién con la cantidad de

tejido adiposo presente.
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Por lo tanto, a pesar de la presencia de concentraciones elevadas de leptina, que
deberian reducir la ingesta alimenticia e incrementar el metabolismo basal, las personas
obesas parecen ser insensibles o resistentes a la leptina y siguen manteniendo los niveles
de tejido adiposo corporal. Las bases moleculares de la resistencia a leptina en el
hipotdlamo son parcialmente conocidas e incluyen descensos de la expresion de los
receptores celulares, incrementos de la expresion de SOCS-3 y disminucion de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica [64], sin embargo, en contraste con el
hipotalamo, las bases moleculares de resistencia a leptina en higado asi como su
implicacion en el desarrollo de la EHNA durante la obesidad mérbida son desconocidos

[64], y forman parte de nuestra linea de investigacion.

B) ADIPONECTINA

La adiponectina es un polipéptido de 247-aminoacidos que circula en
concentraciones sericas relativamente altas (5.30 pg / ml), por lo que es la adipoquina
méas abundante y especifica de tejido adiposo. Los adipocitos sintetizan y liberan la
adiponectina en una serie de complejos diferentes de orden superior que incluyen
trimeros (bajo peso molecular), hexdmeros (mediano peso molecular) y 18 meros
(elevado peso molecular) [11, 14, 17] (figura 3).

Las diferentes isoformas estructurales de adiponectina tienen funciones
biologicas diferentes. La isoforma metabdlicamente méas activa y sensibilizadora de
insulina es la de elevado peso molecular. Es también la isoforma que mas se reduce
durante la obesidad. Las isoformas triméricas y hexaméricas parecen tener mas
influencia sobre el control de la saciedad, a nivel del hipotalamo [11, 14].

Aunque la adiponectina se consideraba hasta entonces secretada exclusivamente
por adipocitos maduros, estudios mas recientes han demostrado que los hepatocitos

pueden producir adiponectina en menor proporcion [15].
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Figura 3. Adiponectina y su estructura. (A) dominio de la organizacién del protémero de adiponectina.
Rojo: péptido sefial, naranja: region variable; azul: regién coldgeno; verde: dominio globular. Los
numeros indican los limites de la region. (B) estructura cristaloide que constituye un homotrimero
dominio de adiponectina, conformado por la triple hélice del dominio de colageno (C) Representacién de
oligomerizacién trimérica, hexamérica y octadecamérica de la adiponectina. La ubicacion del enlace
disulfuro responsable de la asociacion se visualiza en el hexamero. Adaptado de [11].

Los niveles de adiponectina varian de forma fisioldgica segun sexo, edad y
origen étnico. En concreto, los niveles de adiponectina son mayores en las mujeres, a
medida que incrementa la edad, y en las razas caucasicas en comparacion con Asia 0
Africa [15].

A diferencia de otras adipoquinas, los niveles de adiponectina disminuyen de
forma paraddgica al incrementarse el volumen de tejido adiposo [16]. Los niveles de
adiponectina sérica estan relacionados de forma inversa con el indice de masa corporal
(IMC), la cantidad grasa corporal, los niveles séricos de insulina en ayunasy de
triglicéridos. Los mecanismos moleculares implicados en la reduccion de adiponectina
en pacientes obesos no son del todo conocidos, aunque varios estudios sugieren una

relacion con el desarrollo de resistencia a insulina en adipocitos [69].
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La adiponectina es un polipéptido con potente actividad anti-inflamatoria,
antidiabética, antiaterogénica y sensibilizadora de la insulina. Por tanto, niveles bajos
de adiponectina serica se ha relacionado con resistencia a insulina y sindrome
metabdlico, lipodistrofia, sindrome de ovario poliquistico, hipertensién arterial,
aterosclerosis y la enfermedad cardiovascular (ECV), incluyendo el sindrome coronario
agudo [15]. En la configuracion de la resistencia a insulina, cada vez hay mas evidencia
del papel hepatoprotector de la adiponectina en higado graso no alcohdlico.

A nivel hepético, ademéas de incrementar la sensibilizacion a insulina, posee
actividad antifibrogénica y anti-inflamatoria, debido a que inhibe la actividad de los
macréfagos hepaticos (células de Kupffer), respectivamente [15]. EI efecto de la
adiponectina en las células endoteliales sinusoidales no ha sido investigado todavia. Es
de destacar que la adiponectina tiene también un efecto antiapoptotico en hepatocitos
[15].

El efecto hepatoprotector de la adiponectina y su accion insulinosensibilizante
hacen que el estudio de su fisiologia de la adiponectina a traveés de sus receptores

hepaticos sea un atractivo potencial terapéutico en el higado graso no alcohdlico.

- Sefalizacion de adiponectina:

Se han descrito dos receptores transmembrana de la adiponectina (AdipoR1,
AdipoR2) que fueron identificados y descritos inicialmente en 2003 [60]. Estos
receptores se expresan por doquier, pero AdipoR1 es mas abundante en los muasculos
esqueléticos y AdipoR2 en el higado [15]. Otro receptor adicional de membrana celular
de la adiponectina es T-cadherina, pero carece de un dominio intracelular y su efecto en
la sefializacién celular es desconocido [15].

En el higado, a pesar de que la sefializacion postreceptor queda por esclarecer,
AdipoR1 inhibe la gluconeogénesis y aumenta la sensibilidad a la insulina mediante la
activacion de la via de la AMPK (proteinkinasa del 5-AMP ciclico), mientras que

AdipoR2 aumenta la captacion de glucosa por la activacion de la via PPAR-a [44].
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- Regulacion transcripcional y post-translacional de la adiponectina y sus

receptores:

La transcripcion genética de la adiponectina es estimulada por varios factores de
transcripcion implicados en adipogénesis, como PPAR, FoxO1 (Forkhead box protein
01), C / EBP (CCAAT-enhancer-binding proteins) y SREBP, y es suprimido por la
hipoxia, inflamacién, represores de la transcripcion, como NFAT (Nuclear factor of
activated T-cells) y CREB (CAMP response element-binding protein), y factores
proinflamatorios como como TNF, IL-6 e IL-18 [17]. Alteraciones en la
multimerizacion de la adiponectina estan asociadas con niveles plasmaticos reducidos
de adiponectina, que desembocan en obesidad y resistencia a la insulina. Varias
proteinas reticuloendoplasméticas asociadas como Erol- Lo, ERp44 (Endoplasmic
reticulum resident protein 44) y DSBA-L han sido identificadas jugando funciones
criticas en la regulacion de la multimerizacion de la adiponectina y / o secrecion, y
podrian constituir posibles dianas terapeuticas para mejorar la sensibilidad a insulina y
otros problemas asociados. La elucidacion de los mecanismos que regulan la
multimerizacion de la adiponectina e identificacion de los reguladores adicionales en la
biosintesis de la adiponectina pueden dar lugar al descubrimiento de dianas terapéuticas
prometedoras para el diagnodstico y tratamiento de la resistencia a la insulina y sus
enfermedades asociadas [17].

Como ya ha sido mencionado, la isoforma y de la familia PPAR se expresa en la
altima fase de la diferenciacion de adipocitos y es considerado como un marcador
especifico de adipocitos maduros. Ademas, con un alto nivel de evidencia se confirma
que PPARy es un regulador positivo de la expresion del gen de adiponectina y su
expresion se reduce en adipocitos de individuos obesos [17]. Parece ser que hay varias
vias de sefalizacion, asi como diversos factores de transcripcion que convergen en
PPARy durante la adipogénesis para asegurar la expresion del programa completo
adipogenico, que incluye la produccién de adipoquinas importantes, como la
adiponectina. En consecuencia, los componentes proteicos de estas vias reguladoras de
la actividad PPARy son objetivos adicionales en el desarrollo de terapias para el
tratamiento de trastornos relacionados con la obesidad como la DM tipo 2 [17], de
hecho es la diana molecular de los farmacos antidiabéticos TDZ.

A nivel hepético, adiposo y muscular, los niveles de receptores de adiponectina

AdipoR1 y AdipoR2 estan regulados en respuesta a cambios en las condiciones
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nutricionales [61, 62], probablemente para modificar el metabolismo de la glucosa y la
sensibilidad a la insulina, sin embargo, hay datos contradictorios sobre esta teoria entre
diferentes estudios en modelos de roedores [61, 62].

C) RESISTINA:

El péptido hormona resistina (o FIZZ3) es un factor de secrecion producido en
adipocitos y ha demostrado desempefiar un papel importante en la resistencia a la
insulina inducida por la obesidad [11].

La resistina se expresa en los adipocitos de los roedores y los macréfagos de los
seres humanos, y su produccion se incrementa con la alimentacion, la obesidad y la
disminucion de los ligandos de PPAR v.

Los estudios que demuestran un papel causal de la resistina en la homeostasis de
la glucosa se basan en modelos animales con alteraciones de los niveles de resistina
sérica. En estos estudios la infusion o sobre-expresion de resistina conduce a la
hiperglicemia, sobre todo por aumento de la produccion de glucosa hepatica [11]. Una
de las vias moleculares que producen resistencia a insulina activada por resistina
consiste en la amplificacion de SOCS 3, que inhibe la unién IRS-PI3K (via de
sefalizacion de insulina) [64].

La importancia de la accion de la resistina en los seres humanos es menos clara,
ya que no todos los estudios informan acerca de un aumento en suero de la resistina en
obesos con DM tipo 2 [11], sin embargo, hay que sefialar que el genotipo - 420G / G de
la regién promotora de resistina, se ha asociado con elevada transcripcion de genes
resistina, con aumento de los niveles de suero de resistina, que conducen a obesidad y
resistencia a la insulina [150].

A pesar del gran interés generado por el descubrimiento de resistina en 2001
[11], son escasos los conocimientos acerca las vias de sefializacién intracelular por la
cual la resistina induce su efectos metabdlicos, a pesar de que la resistina es una
hormona importante en la regulacion de las vias metabdlicas de varios tejidos y

organos, incluyendo el hipotalamo, los adipocitos y el higado [11].

34



D) PROTEINA DE UNION-4 DEL RETINOL

La proteina de union-4 del retinol es una molécula que causa resistencia
sistémica a insulina secundaria a la alteracion de la sefializacion de la insulina en el
musculo y los adipocitos, y que conduce a la activacion de la gluconeogénesisen el
higado [11].

Varios estudios han demostrado evidencias de correlacion intensa tanto en
roedores como en personas obesas entre los niveles séricos de la proteina de unién 4 del

retinol y el sindrome metabélico [11].

E) PAPEL DE LOS MACROFAGOS DEL TEJIDO ADIPOSO

En los Gltimos afios se ha evidenciado que la expansion del tejido adiposo blanco
en la obesidad se asocia con un aumento de la infiltracion de macrofagos [11, 70]. La
activacion de los macrofagos del tejido adiposo blanco juega un papel importante en la
disfuncién del tejido adiposo, RI, exceso de acidos grasos en el torrente sanguineo y
deposicion de grasa ectdpica en el higado. En individuos delgados y metabolicamente
sanos los macréfagos del tejido adiposo blanco contribuyen a mantener la homeostasis
del tejido y muestran un fenotipo M2, “activado alternativamente”. Sin embargo,
durante la obesidad los macréfagos del tejido adiposo blanco incrementan en nimero y
muestran un fenotipo M1 proinflamatorio, liberando TNF y INOS [11, 70],
especialmente en los depdsitos viscerales del tejido adiposo blanco. Numerosos autores
analizan la obesidad desde el punto de vista de una inflamacion cronica de baja
intensidad en el tejido adiposo [70].

Los mecanismos celulares responsables de este reclutamiento de macrofagos
siguen siendo desconocidos, y entre ellos destaca la proteina quemoatractiva de
monocitos 1 (MCP-1), el factor inhibitorio de macréfagos y las células grasas en
situacion de necrosis, todas liberadas tanto a nivel local como desde los monocitos del

torrente sanguineo [83].
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F) FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA

La fracciobn de macrofagos del estroma vascular es la principal fuente de
produccion de TNF en el tejido adiposo. El aumento de los niveles de esta citoquina en
la obesidad se debe al aumento de la infiltracion del tejido adiposo por parte de los
macréfagos citados [11]. TNF fue el primer factor sugerido para representar un vinculo
entre la obesidad, la inflamacion y la diabetes [11]. EI mecanismo propuesto por el cual
TNF a produce resistencia a insulina se basa en la inhibicion de la via de sefalizacion
de insulina (IRS-PI3K) a través de la amplificacion de la expresion de SOCS3, al igual

que resistina [11, 64].

G) INTERLEUQUINA 6

Los niveles plasmaticos de IL-6 se incrementan en la diabetes tipo 2 y presentan
una correlacion positiva con el volimen de tejido adiposo y las concentraciones
plasmaticas de acidos grasos libres [11]. La mayoria de IL-6 producida por el tejido
adiposo proviene de las células de la fraccion vascular estromal. En los adipocitos y
hepatocitos se ha demostrado que la IL-6 inhibe la via de sefializacién de insulina (IRS-
PI3K) a traves de la amplificacion de la expresion de SOCS3, al igual que resistina y
TNF o [11].

1.2.1.2 ADAPTACION DEL TEJIDO ADIPOSO BLANCO EN LA
OBESIDAD

La obesidad se caracteriza por un gran incremento de tejido adiposo blanco
resultante de la necesidad de almacenar el superavit energético procedente de la ingesta.
Este proceso se acompafa de alteraciones funcionales y morfolégicas con un profundo
impacto en el sindrome metabdlico y la incidencia de HGNA [83, 86].

La primera adaptacion del tejido adiposo en los adultos para evitar lipotoxicidad

general a partir de la sobrealimentacion cronica es la ampliacion de los adipocitos

36



(hipertrofia), seguida por un mecanismo de compensacion a largo plazo, que incluye la
replicacion de células grasas (hiperplasia). En la obesidad infantil el mecanismo de
adaptacion del tejido adiposo predominante es la hiperplasia [83].

La expansion del tejido adiposo en la obesidad conduce a un incremento de
infiltracion de macrofagos, que producen citoquinas pro-inflamatorias como el TNF e
IL-6. La activacion de vias inflamatorias se acompafia de una mayor liberacion de
acidos grasos libres y conduce a la secreccion alterada en el adipocito de leptina,
resistina, adiponectina y RBP4 (Retinol Binding Protein 4). A nivel sistémico, la
secrecion alterada de adipoquinas y proteinas inflamatorias (TNF o, IL-6) puede
conducir a una mayor ingesta - reduccién del gasto energético mediados por el
hipotalamo (resistencia hipotalamica a leptina que produce falta de saciedad); provoca a
nivel del masculo resistencia a insulina y activacion de vias inflamatorias que conducen
a una reduccion en el consumo de glucosa - pB-oxidacion de &cidos grasos; y a nivel
hepatico provoca acimulo de triglicéridos que conducen al desarrollo de la EHGNA,
resistencia hepétia a insulina y activacion de vias inflamatorias que conducen a un
incremento de glucolisis-gluconeogénesis incrementandose los niveles plasmaticos de
glucosa. Todos estos mecanismos desembocan en una resistencia sistémica a insulina,
esencial en el desarrollo del sindrome metabolico [83, 86]. Todas estas acciones se

resumen en la figura 4.

Las rutas moleculares de sefializacion intracelular con mas relevancia sobre el
desarrollo de resistencia a insulina en el tejido adiposo de obesos, algunas descritas en
el apartado anterior, son [83, 86]:

- La via del inhibidor de la quinasa KB / factor nuclear KB, en la cual los acidos
grasos libres (AGL) activan receptores Toll-like (TLR) -4 en los macrofagos y
los adipocitos.

- Lavia c -Jun N-terminal quinasa / activador de la proteina 1, en la cual se inhibe
la sefializacién de insulina en presencia del TNFa.

- La via CREB-H (cyclic adenosine monophosphate responsive element binding
protein H), que promueve la secrecion de proteinas reactantes de fase aguda
como la proteina C-reactiva, y la generacion de especies reactivas de oxigeno.

- La via de JAK (Janus Kinase)/ STAT (signal transducer and activator of

transcription).
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Todas estas vias se activan por medio de un exceso de &cidos grasos, especies

reactivas del oxigeno, el estrés del reticulo endoplasmico y los lipidos de

subproductos tales como diacilglicerol y ceramida; y son inhibidas por la

adiponectina y las TZD [83].
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Figura 4. Cambios inducidos durante la obesidad en la secrecidén de adipoquinas que propician el

desarrollo de resistencia sistémica a insulina. Adaptado de [11].
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1.3 HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

La enfermedad del higado graso no alcoholico (EHGNA) abarca un espectro de
enfermedades que van desde la esteatosis simple (higado graso no alcohdlico: HGNA),
esteatohepatitis (EHNA) hasta la cirrosis y el hepatocarcinoma en Ultima instancia. El
término HGNA fue acufiado por primera vez por Ludwig et al. en 1980 [18] y su
definicion actual requiere que (1) exista evidencia de esteatosis hepética, ya sea
mediante técnicas de imagen radioldgicas o por la histologia y (2) no existen causas
secundarias que justifican la acumulacion de grasa hepatica, como el consumo
significativo de alcohol, uso de medicacion esteatogénica o trastornos hereditarios [120,
139]. La EHGNA se clasifica histologicamente en HGNA y esteatohepatitis no
alcoholica (EHNA). El HGNA se define como la presencia de esteatosis hepatica sin
evidencia de dafio hepatocelular en forma de balonizacion hepatocitaria. EHNA se
define como la presencia de esteatosis e inflamacion hepatica con lesion de hepatocitos
(balonizacién) con o sin fibrosis.

El higado graso no alcoholico esta intensamente relacionado con la obesidad y
resistencia a la insulina, incluso es reconocido como la manifestacion hepatica del
sindrome metabolico. La prevalencia de Higado graso no alcohdlico ha aumentado
rapidamente en paralelo con el dramético incremento de la obesidad y la diabetes tipo 2,
por lo que representa la causa mas comun de enfermedad hepéatica en el mundo
occidental [120, 139].

1.3.1 ETIOLOGIA

En la gran mayoria de los casos, el HGNA surge en asociacion con una o mas
patologias del sindrome metabdlico, como la resistencia a la insulina (intolerancia a la
glucosa o la diabetes) la obesidad central, la dislipidemia y la hipertension [88, 120,
139].
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Es importante realizar una historia clinica detallada, en la que se excluira la ingesta
etilica mayor a 20 gramos/dia y otras causas de esteatosis que deben ser consideradas
como causas nutricionales (pérdida rapida de peso, nutricién parenteral total, trastornos
metabdlicos raros, esteatosis inducida por farmacos como glucocorticoides, estroégenos,
amiodarona y antirretrovirales de gran actividad (TARGA)) [120, 139]. La esteatosis se
asocia frecuentemente con la hepatitis C, en particular con el virus genotipo 3, y los
trastornos endocrinos, tales como el sindrome de ovario poliquistico (SOP) [19],
hipopituitarismo [20] e hipotiroidismo. En la tabla 5 se recogen causas comunes de
esteatosis hepatica secundaria:

Esteatosis macrovesicular

Consumo excesivo de alcohol

Hepatitis C (genotipo 3)

Enfermedad de Wilson

Lipodistrofia

Inanicion

Nutricion parenteral

Abetalipoproteinemia

Farmacos (amiodarona, metotrexato, tamoxifeno, corticoesteroides)
Esteatosis microvesicular

Sindrome de Reye

Farmacos (acido valproico, antiretrovirales)

Durante el embarazo

Sindrome HELLP

Errores del metabolismo congénitos (deficiencia de LCAT, enfermedad

de los depositos de ésteres de colesterol, enfermedad de Wolman)

Tabla 5. Causas comunes de esteatosis hepética secundaria. Adaptado de [120, 139].
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1.3.2 EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de HGNA que se sitta entre el 20% y el 30% en los adultos

occidentales y hasta en més del 90% de los obesos mérbidos [21].
La EHNA, como espectro clinico mas importante del higado graso no alcohdlico, es
menos comdn, y presenta una prevalencia estimada del 2-3% en la poblacién general y
un 16 - 37% en los obesos morbidos [21], siendo ain mayor en presencia de parametros
clinicos asociados al sindrome metabélico, lo que constituye un motivo de preocupacién
en estos pacientes. La prevalencia de cirrosis asociada a EHNA en la poblacion general
es actualmente desconocida, pero se estima que hasta un 5% de pacientes obesos
marbidos pueden presentar cirrosis asociada a EHNA [120, 139].

El HGNA afecta actualmente al 3% de la poblacion pediatrica general,
presentandose hasta en un 53% en los nifios obesos con una repercusion importante en
la progresion de la enfermedad y en el prondstico [22]. EI HGNA puede estar presente
hasta en 70% de pacientes con diabetes tipo 2 [23]. La DM 2 es también un factor de
riesgo para desarrollo de fibrosis en pacientes con higado graso no alcohdlico [23, 27],
y ademaés es un factor de incremento de mortalidad, ya que en un estudio de cohorte,
pacientes con HGNA y DM 2 tuvieron una mayor mortalidad global que los pacientes
no diabéticos con HGNA [23].

La edad, el género y la etnia también se asocian con diferencias en la prevalencia
esta enfermedad [120, 121, 139]. Numerosos estudios han demostrado que la
prevalencia de HGNA aumenta con la edad. La probabilidad de progresion de la
enfermedad a fibrosis avanzada o la mortalidad se incrementa en pacientes ancianos con
higado graso no alcohdlico [120, 121, 139]. Numerosos estudios recientes han
demostrado que el género masculino es un factor de riesgo para la enfermedad de
higado graso [120, 121, 139].

La enfermedad del higado graso no alcoholico afecta a todos los grupos étnicos,
aungue la prevalencia parece ser mayor en los hispanos y los europeo-americanos en
comparacion con los afros - estadounidenses. Esta diferencia se mantiene después de
controlar los factores de obesidad y resistencia a insulina, y puede estar relacionada con
las diferencias en el metabolismo lipidico que presentan las diferentes etnias [21].

Patologias como el hipotiroidismo, hipopituitarismo, hipogonadismo, sindrome

de apnea obstructiva del suefio, el sindrome de ovario poliquistico, o pacientes con
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reseccion pancreato-duodenal, son factores de riesgo independientes de la obesidad para
el desarrollo de HGNA, y por tanto su prevalencia esta incrementada en estas patologias
[120, 139].

1.3.3 FISIOPATOLOGIA

La esteatosis hepética aparece cuando la velocidad de entrada de AG (absorcion
y sintesis con subsiguiente esterificacion a TG) es mayor que la velocidad de salida
(oxidacion y secrecidn). Los posibles mecanismos fisiopatoldgicos generales que
propician la formacion de esteatosis hepatica son los siguientes [83, 114]:

(1) Disminucion de la beta-oxidacion de acidos grasos en la mitocondria
hepatica.

(2) Aumento de la sintesis enddgena de &cidos grasos o de la entrada de acidos
grasos en el higado.

(3) Deficiente incorporacion o exportacion de triglicéridos por proteinas de muy

baja densidad (VLDL).
La teoria del doble impacto publicada por Day [24] establece la secuencia higado sano a
esteatohepatitis en la que la peroxidacion lipidica juega un papel muy importante. En el
“primer impacto”, la resistencia a la insulina desempena un papel fundamental en el
deposito de acidos grasos Yy trigliceridos en el hepatocito, lo que daria lugar a la
esteatosis, la cual puede permanecer estable durante muchos afios. La relacion temporal
entre HGNA y RI [25] es controvertida, sin embargo, la Rl y la hiperinsulinemia
posterior parecen jugar un papel importante tanto en el desarrollo de higado graso como
la progresion del higado graso a EHNA [26]. La gravedad de la RI se correlaciona con
la gravedad de la EHGNA, y su manifestacion clinica (DM 2) es mas frecuente en los
pacientes con EHNA y sobre todo aquellos que evolucionan a cirrosis [27].

Muchos de los pacientes con esteatosis no progresan a necroinflamacién o
fibrosis hepatica. Esto sugiere que, ademas de la propia esteatosis (el primer “impacto”),
el desarrollo de la esteatohepatitis requiere la presencia de algun otro factor (segundo
"impacto") en el que intervendrian factores adicionales que condicionarian la aparicion
de estres oxidativo y peroxidacion lipidica, que en algunos pacientes ocasionarian

inflamacion, necrosis y lesiones tipicas de la esteatohepatitis [24]. Este mecanismo esta
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asociado a un incremento en la expresion de CYP2El (citocromo P450 2E1)
demostrado en pacientes y modelos animales de EHNA [24]. CYP2E1 puede generar
radicales libres de forma enddgena que a nivel hepéatico pueden producir cuerpos
cetonicos, aldehidos y N-nitrosaminas (peroxidacion lipidica). Los posibles mediadores
de la induccion de CYP2EL en el HGNA son un alto contenido de grasa en la dieta entre
los pacientes en los que la esteatosis hepatica esté relacionada con la obesidad, aunque
también una répida pérdida de peso causada por la dieta, o la realizacion de un bypass
intestinal, el estrés quirdrgico, el consumo de alcohol y la diabetes. Todos estos factores
se asocian con un aumento en la concentracion de acidos grasos y / o cetonas en la
sangre y por tanto répida acumulacioén en gran cantidad en el higado. Ademés del
CYP2EL, un aumento en la concentracion intrahepatica de &cidos grasos libres puede
proporcionar una mayor fuente de estrés oxidativo a través de b-oxidacion peroxisomal.
Esta via es importante en las condiciones de sobrecarga de sustrato o cuando la -
oxidacién mitocondrial es inhibida. A diferencia de su homo6loga mitocondrial, la B-
oxidacion peroxisomal produce peréxido de hidrogeno que, en presencia de hierro libre,
se convierte en un gran reactivo radical hidroxilo. La peroxidacion de lipidos a nivel de
la membrana celular da lugar a productos aldehido: 4-hidroxinonenal y malondialdehido
(MDA), son capaces de activar las células estrelladas hepaticas, que son las principales
productoras de colageno en el higado, liberandose citoqueratinas para formar cuerpos de
Mallory-Weiss, también MDA es quimiotactica para neutrofilos y puede contribuir a la
inflamacion mediante la activacion de NF-kB (nuclear factor Kappa-Beta), un factor de
transcripcion que regula la expresion de varias citocinas proinflamatorias y moléculas
de adhesion como TNF-a, IL-8, moléculas de adhesion intercelulares y selectina-E. Este

proceso descrito puede causar necrosis hepatocelular y megamitocondrias [24].
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1.3.3.1 FISIOPATOLOGIA EN RELACION CON ADIPOQUINAS
Y SUS RECEPTORES HEPATICOS

Una compleja interaccion entre adipoquinas producidas por los adipocitos y / o
células inflamatorias que infiltran tejido adiposo parecen jugar un papel crucial en la
patogénesis de higado graso no alcohdlico, ya que pueden alterar la sensibilidad a la
insulina en determinados 6rganos como el higado [11].

Desde el punto de vista fisioldgico, algunas adipoquinas, como la adiponectina y
la leptina (en individuos sanos), pueden influir positivamente en la sensibilidad a la
insulina ademas de presentar caracter antiinflamatorio, mientras que otras, como el
TNF-a y resistina, pueden influir negativamente en este mecanismo (antagonistas de la

insulina) [11].

A) SENALIZACION DE ADIPONECTINA

Diversos estudios clinicos han demostrado que los niveles séricos de
adiponectina son menores en los adultosy nifios con EHNA y SMaque en
controles aparentemente sanos, y se correlacionan de forma inversamente proporcional
con el contenido de grasa hepatica y RI [16]. También se ha demostrado que los niveles
de adiponectina sérica son menores en pacientes con EHNA que en los pacientes con
HGNA [16]. Por tanto, la adiponectina sérica se correlaciona con la gravedad de la
histologia hepatica. También la expresion de adiponectina hepatica es méas reducida
en pacientes con obesidad mérbida y EHNA en comparacion con aquellos pacientes con
HGNA yse asocia de forma inversamente proporcional conun mayor grado
de inflamacidn hepatica y fibrosis [28].

Hay datos contradictorios respecto a la expresion de los receptores AdipoR1
y AdipoR2 en HGNA. Por una parte, En un estudio se describid que los niveles de
expresion génica del receptor AdipoR2 hepatico disminuian en pacientes con EHNA, en
comparacion con los controles [29]. Sin embargo, otros estudios no han encontrado

variaciones en la expresion génica de estos receptores en la progresion del HGNA [30],
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0 por lo contrario se ha descrito que el nivel de expresion génica de dichos receptores
aumenta [31] o aumenta sélo la isoforma AdipoR2 [32, 33].

Diversos factores de confusion (es decir, diferencias en el IMC o en el nivel de
resistencia a insulina entre los grupos) puede explicar, al menos en parte, estas
discrepancias entre diferentes estudios. Por lo tanto, las pruebas adicionales son
necesarias para dilucidar si las diferencias enel nivel de los receptores podrian
interaccionar en la patogenia de la EHNA. También diferencias metodoldgicas a la hora
de cuantificar los niveles de mMRNA a la hora de valorar el grado de expresion génica de
estos receptores podria justificar estas diferencias, al no utilizar genes de normalizacion
(housekeeping) adecuados que puedan no ser exclusivos para la valoracion de la
expresion génica en hepatocito.

Dos polimorfismos de nucleotido unico (PNU) (45GT y 276GT) asociados con
el gen de la adiponectina han sido estudiados recientemente. Estos polimorfismos se han
asociado con EHNA 'y predicen la gravedad de la enfermedad hepatica en un estudio
[34]. Estos resultados han sido solo parcialmente confirmados en otros dos estudios
realizados en China [35] y en la poblacion japonesa [36].

También se ha publicado que unPNUen elgenPPAR-yestd asociado
con higado graso no alcohdlico, posiblemente a través de la via de sefializacion para
adiponectina [37].

Se ha demostrado recientemente que el polimorfismo Rs7903146C PNU / T de
la transcripcion 7 predispone al higado graso no alcohdlico. Cabe destacar que
el mismo polimorfismo puede predisponer a esta patologia a través de la modulacion de
la funcion de las células By la modulacion de los niveles de lipidos, descrito en la
dislipidemia familiar [38].

Dos articulos recientes estudiaron la actividad del promotor de los receptores de
adiponectina en relacion con vias de estrés oxidativo en modelos celulares. EI promotor
de AdipoR1 se activa a través de FOXOL1 [56], en conexion con las vias inflamatorias,
mientras que el promotor de AdipoR2 es reprimido por ATF3 [42], que muestra una
conexion con las vias de estrés oxidativo endocitoplasmatico. El estudio de esta
conexion es uno de los objetivos de nuestra tesis.

El efecto hepatoprotector de la adiponectina'y su accion insulinosensibilizante
hacen que la adiponectinay el estudio de su fisiologia a través de sus receptores

hepéaticos sean un atractivo potencial terapéutico en el higado graso no alcohdlico. La
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administracion de diversos agentes terapéuticos y / o modificaciones del estilo de vida
pueden provocar un aumento en la produccion de adiponectina (figura 5) [15].

Hay tres principales estrategias que parecen actuar, al menos parcialmente, a
través de la regulacion positiva de la adiponectina en higado graso no alcohdlico:

1. Pérdida de peso / ejercicio.
2. Sensibilizadores a la insulina.
3. Agentes reductores de lipidos.

Los cambiosen los niveles sanguineos de adiponectina en los ensayos
controlados aleatorios (ECA) que evaluaron el papelde las intervenciones

terapéuticas en el HGNA se resumen en el cuadro que figura a continuacion [15].

PPAR-y @ PPAR-u 1

w..

on o E—
Bloqueo AT1R : -, / | Peérdida de peso

. \ \ I oristat
E & | Torente Sibutramina

O
xxxxxxx

,,,,,,,,,,,,,,, sanguineo Rimonabant

iy

Adip(jR.?; Cirugia Bariatrica

Figura 5. Las estrategias terapéuticas para la regularizacion de adiponectina o interactuacion con la
sefializacion de adiponectina en el HGNA. Orlistat, sibutramina, rimonabant y la cirugia bariatrica estan
relacionadas con regulacion al alza de adiponectina en los adipocitos, principalmente por la disminucion
dela masa grasa. TZD (en la actualidad pioglitazona vy rosiglitazona) son agonistas PPAR-
v que posiblemente incrementen la  transcripcion  del gen  de  adiponectina. Los  fibratos
son agonistas PPAR pan-(o-, y-,-8)-fundamentalmente PPAR-a- ytambién tienen un impacto enla
activacion de genes de transcripcion relacionados con la adiponectina. La metformina actua via activacién
de AMPK, al igual que la adiponectina. Los bloqueadores de AT1R bloquean AT1R y regular al alza la
secreccién de adiponectina, pero el mecanismo intracelular por el que se lleva a cabo este procedimiento
queda por esclarecer. La secuencia de TZD-adiponectina es de especial interés, ya que PPAR-
v Y PPAR a-son  sucesivamente activados tanto enlos adipocitos como en  hepatocitos,
respectivamente. AMPK, 5-AMP proteinkinasa activada; AT1R, angiotensina Il tipo 1 receptor, PPAR,
receptor activado de la proliferacion de peroxisomas; TZD, tiazolidinedionas. Adaptado de [15].
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B) SENALIZACION DE LEPTINA:

En el higado, la leptina suprime la sintesis de glucosa y la lipogénesis de novo,
mientras que induce la oxidacién de &cidos grasos. También induce la captacion de
glucosa y la oxidacién de acidos grasos en el musculo esquelético, evitando asi la
acumulacién de lipidos en los tejidos no adiposos y aumentando la sensibilidad a la
insulina [64, 69]. Se cree que la accion citada estd regulada tanto directa como
indirectamente, a través del sistema nervioso central [69]. Por el contrario, la
hiperleptinemia se ha implicado en la patogénesis de la EHGNA [64, 69] que incluye
como espectro mas grave la EHNA, y sus concentraciones séricas se correlacionan con
la esteatosis hepatica, la inflamacion, los indices antropométricos, el perfil lipidico, los
niveles insulina, de glucosa, y de alanina aminotransferasa (ALT) [64].

Existe evidencia acerca del papel profibrogénico de la leptina, por lo que
desempefia un papel clave en la fibrosis hepatica. La leptina actua directamente en la
fibrogénesis hepatica por medio de la estimulacion del inhibidor de la metaloproteinasa
(TIMP) -1 producido en las celulas estrelladas hepaticas activadas (CEH) [80]. Este
proceso parece estar mediado por la via JAK / STAT a través de la activacion del
receptor Ob-Rb y p38 dependiente de H,0,, y las vias ERK-1/2 a través de la
activacion de JAK [80]. La nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa es
también un mediador fundamental en las acciones proliferativa, fibrogénica y
proinflamatoria de la leptina sobre las CEH [64]. Ademas, leptina previene la apoptosis
y modula todas las caracteristicas del fenotipo de las CEH al modo profibrogénico. Una
vez activadas, las CEH contribuyen a la mayor expresion de leptina, por lo que se
establece un circulo vicioso [64, 69]. La leptina también promueve la fibrogénesis
hepética a través de la regulacién positiva de factor de TGF-B en células de Kupffer y
del endotelio sinusoidal [64].

Existen datos recientes publicados acerca del papel de la leptina en la
oncogénesis del higado. Los estudios in vitro han demostrado que leptina promueve la
proliferacién y migracién celular en lineas celulares de hepatoma y este mecanismo
parece ser esencial para la progresion desde la EHNA, a través de la fibrosis, hacia el
carcinoma hepatocelular (CHC) en pacientes obesos [64, 81]. Leptina aumenta la

proliferacién, la migracion y la invasion de células HCC humanas [64, 81]. El receptor
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Ob-R aparece elevadamente expresado en el CHC humano y se correlaciona
positivamente con la angiogénesis [64, 81]. La neovascularizacion mediada por leptina
en coordinacion con el factor de crecimiento endotelial vascular juega un papel
importante no sélo en el el desarrollo de la fibrosis hepéatica, sino también en la
carcinogenesis relacionada con EHNA [64, 81]. Posiblemente el aumento de la
incidencia de obesidad y HGNA dara lugar a un importante aumento en la incidencia
del carcinoma hepatocelular en las proximas décadas [82].

Una vez descritos los mecanismos de sefializacion intracelular de la leptina en el
apartado anterior, asi como el papel en el metabolismo de glucosa y lipidos, y en la
fibrogénesis y oncogénesis a nivel hepatocelular, se propone la hipdtesis de que la
resistencia hepatica a la leptina puede variar en funcion de los diferentes tipos de células
del higado y de la progresion del higado graso no alcohdlico [64]. La accion de la
leptina inicialmente puede impedir la esteatosis hepatica, y su efecto sobre las células de
Kupffer, células quiescentes sinusoidales y CEH es minima. Sin embargo, la
hiperleptinemia prolongada en los estados de resistencia a la leptina (es decir, en las

formas comunes de la obesidad) en ultima instancia, puede dar lugar a:

1) Sobrexpresion de SOCS-3, lo que agrava tanto la resistencia a la propia
leptina y la resistencia a insulina en los hepatocitos, que en dltima
instancia es mayor que el efecto beneficioso de la leptina, dando lugar a

la esteatosis hepatica [64].

2) Laactivacion de las células estrelladas hepaticas (CEH), de Kupffer, y
del endotelio sinusoidal, que muestran una minima 0 ninguna
resistencia a la leptina, y desencadenan la cascada proinflamatoria,
profibrogénica y tumorigénica asociada a la progresién del HGNA
[64].

Ademas de la leptina, y como se ha comentado anteriormente, SOCS-3 puede
ser inducida por adipoquinas, incluyendo la resistina, TNF-a e IL-6 [45, 64]. Todas ellas
podrian actuar como amplificadores de la expresién de SOCS -3, aumentando aln mas

tanto la resistencia a la leptina como la RI actuando como agravante en el HGNA.
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Huang et al. [145] sugirieron que el incremento de liberacién de leptina en
individuos con HGNA se acompafia de una disminucién de la concentracion sanguinea
de la forma soluble de Ob-R (Ob-Re), lo que una podria dar lugar a un aumento de
resistencia a nivel los tejidos periféricos a la accion de la leptina. Profundizando més en
esta hipdtesis, los niveles de Ob-Re en plasma podrian reflejar la cantidad de Ob-R
expresada por los tejidos. La disminucién de los niveles séricos de Ob-Re en el HGNA
sugiere un aumento de la resistencia de los tejidos periféricos a la accion de la leptina,
debido a la disminucidn de la expresion y secrecion de Ob-R en éstos [145].

La mayoria de los estudios que relacionan a la leptina y su sefializacion con la
EHGNA son observacionales y transversales, y actualmente no existe un estudio que
realize una evaluacion a largo plazo de los niveles séricos de leptina en asociacion con
la histologia hepéatica en el seguimiento de los mismos individuos. Ademas, hay
una heterogeneidad en los grupos control en los diferentes estudios: aparente
reclutamiento de individuos sanos o pacientes con higado graso simple, o diferencias en
en RI, IMC, sexo o raza, por lo tanto, serian necesarios estudios que incluyan
poblaciones mayores y mas homogéneas, asi como controles cuidadosamente escogidos

para obtener resultados y conclusiones mas definitivas y concretas [64].

1.3.3.2 FISIOPATOLOGIA EN RELACION CON SENALIZACION
DE INSULINA: MECANISMOS DE RESISTENCIA A
INSULINA

En diversos estudios epidemiolégicos, DM2 se asocia con un riesgo 2 a 4 veces
superior de enfermedad hepatica grave [83, 89], cirrosis y carcinoma hepatocelular [83,
90]. En los pacientes con HGNA, DM2 se asocia a mayor resistencia hepatica y del
tejido adiposo a insulina [91] y a peores indices de actividad del HGNA y de fibrosis
hepética [83, 89, 91].

Los pacientes con HGNA pueden beneficiarse de la deteccion precoz de la
diabetes tipo 2 para permitir la intervencién oportuna y evitar complicaciones

relacionadas con el higado y la diabetes [83].
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En pacientes obesos con HGNA se produce un deterioro abrupto en la
sensibilidad del masculo a la insulina, que es proporcional al grado de resistencia a la
insulina del tejido adiposo, lo que indica un defecto primario en el tejido adiposo en
lugar del masculo esquelético [83].

Se ha demostrado que la elevacion sostenida en plasma de AGL altera la
secrecion de insulina por parte de las células B pancreéticas en sujetos no diabéticos,
genéticamente predispuestos a desarrollar DM tipo 2 [88].

El exceso de acidos grasos no solo induce la resistencia hepatica a la insulina,
sino que también perjudica el aclaramiento de insulina tanto en estudios in vitro como
in vivo [59, 103, 104]. Esto conlleva a la hiperinsulinemia tipica de los pacientes con
resistencia a la insulina y de los pacientes con HGNA [54, 70, 72, 105, 106].

En el HGNA, la reduccion del aclaramiento de insulina es proporcional a la
cantidad de grasa hepética [107].

Desde el punto de vista fisioldgico, la union de la insulina a su receptor de
membrana provoca la activacion, mediante fosforilacion, de dos proteinas conocidas
como IRS1 e IRS2 que a su vez activan determinadas vias intracelulares de
transducciéon que culminan en una precisa modulacion del metabolismo glucidico y
lipidico [167]. En un higado sano la insulina estimula el incremento de la importacion
de glucosa (a través de la proteina de membrana GLUT4), inhibe la produccion hepatica
de glucosa, restaura los depoésitos de glucogeno y estimula la sintesis de acidos grasos,
permitiendo la exportacion de triglicéridos como VLDL [167].

Los mecanismos moleculares de resistencia a insulina inducidos por el
hepatocito estan relacionados con el contenido de diacilglicerol hepatico (DAG), que se
incrementa debido a la entrada de exceso de &cidos grasos libres procedentes de la
circulacion o el aumento de la lipogénesis de novo, siendo una consecuencia de la
resistencia a la insulina sistémica. Esta situacion se exacerba por el deterioro de la B-
oxidacion de AGL, y cuando los 3 mecanismos citados actlan conjuntamente, emerge
un circulo vicioso de resistencia hepatica a la insulina. Estos mecanismos provocan un
fallo en la fosforilacion del receptor de insulina que a su vez no puede fosforilar IRS-2:
insulin receptor substrate 2. La consecuencia fisiopatoldgica consiste en la disminucion
de sintesis de glucégeno debido a que GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) no esta
fosforilada, y el fallo en la fosforilacion de FOXO (Forkhead box O) que participa en
mecanismos de regulacion de translocacién nuclear, provocan la regulacién al alza de

PEPCK (Phosphoenolpyruvate Carboxykinase), que a su vez aumenta la exportacion de
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la glucosa por el transportador GLUT2, agravando aln mas la resistencia a la insulina

hepatica y sistémica [113]. Todos estos mecanismos se visualizan en la figura 6.
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Figura 6: mecanismos moleculares de resistencia hepética
a insulina. Adaptado de [113].

Otro de los mecanismos de resistencia a insulina consiste en la activacion de la
proteina quinasa C por parte de los &cidos grasos y sus metabolitos. La proteina quinasa
C cataliza la fosforilacion de serina / treonina de IRS -1 y 2, y provoca la sobre-
expresion hepatica del citocromo P450 2E1 en pacientes con EHNA, generando estrés
oxidativo asociado a la alteracion del receptor de insulina [119].

Uno de los principales mecanismos que contribuyen a la Rl en la progresion a
inflamacion hepatica es el estimulo cronico de la enzima IKK-B (inhibitor kappa beta
kinase). El estimulo crénico de la enzima IKK-B promueve la activacion de un factor
nuclear kappa-beta (NF-xP), que es un factor de transcripcion relacionado con la
produccion de citoquinas inflamatorias, fundamentalmente con el TNF-a, que a su vez

provoca cambios en la fosorilizacion de la serina en lugar de tirosina en IRS-1,
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alterando la sefial intracelular ocasionada por el acoplamiento de la insulina a su
receptor [114, 119]. Normalmente, el NF-xp se encuentra de forma inactiva en el
citoplasma debido a que esta unido a la proteina IKK. Las concentraciones elevadas de
acidos grasos y la formacion de radicales libres de oxigeno tienen la capacidad de
activar la IKK-beta que desacopla al NF- k3 de la IKK, y por tanto queda libre para
migrar al nucleo e iniciar procesos de transcripcion, lo que dara lugar a formacion de
TNF-a. Dado que el TNF-a también activa la IKK-B se inicia un proceso de
retroalimentacion que perpetua la resistencia a la insulina y contribuye a la patogenia
del HGNA [114, 119].

SOCS-1, que forma parte de una familia de proteinas cuya misién principal
consiste en inhibir las vias de sefializacién de citoquinas y de la insulina, puede
desempefiar un papel importante en la obesidad [133]. Ademas, SOCSL1 se considera un
gen candidato en la patogénesis de la diabetes tanto de tipo 1 y diabetes tipo 2 [133]. En
ratones diabéticos y obesos, la expresion génica intrahepatica de SOCS-1 esta
incrementada [134]. La sensibilidad hepatica a la insulina y los niveles de IRS -2
desempefian funciones centrales en la patogénesis del sindrome metabdlico y la diabetes
tipo 2 (DM2). En este contexto SOCS-3 disminuye la fosforilacion de tirosina tanto de
IRS-1 e IRS-2, mientras que SOCS-1 altera de forma selectiva la fosforilacion de IRS-2
[138]. En estudios in vivo con ratones deficientes en SOCS1 se ha demostrado que se
incrementa la expresion de IRS-2 y mejora la sensibilidad a insulina intrahepatica [135,
136, 137, 145].
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1.3.3.3 FISIOPATOLOGIA EN RELACION CON EL
METABOLISMO LIPIDICO

En los seres humanos existe una estrecha relacion entre el tejido adiposo y el
metabolismo lipidico hepético debido a que los adipocitos suministran mas de dos
tercios de los &cidos grasos utilizados para la sintesis hepatica de triglicéridos [92].

La velocidad de liberacion de AGL en la circulacion sistémica aumenta de forma
directamente proporcional al incremento de la masa grasa en hombres y mujeres, de
modo que la velocidad de liberacién de AGL en relacién a la masa grasa es mayor en
los obesos que no obesos. Ademas, la expresion de genes de lipasa hepética y
lipoproteina lipasa hepatica son mas altos en los sujetos obesos con EHNA que los
sujetos sin EHNA, lo que sugiere que los AGL liberados de la lipdlisis de TG
circulantes también contribuyen a la acumulacion de &cidos grasos libres a nivel
hepatico y por tanto a la esteatosis [114].

La expresion del gen que culmina en la sintesis de la proteina proteina de
membrana FAT/CD36, que es un importante regulador de la absorcion a nivel de tejidos
de AGL del plasma, se incrementa en el higado y musculo esquelético, pero disminuye
en el tejido adiposo en sujetos obesos con HGNA en comparacion con los sujetos
obesos sin HGNA normal, lo que sugiere que las proteinas de membrana de transporte
de AG redirigen la captacion de AGL del plasma a partir de tejido adiposo hacia otros
tejidos (figura 7). Por lo tanto, la suma de estos datos sugiere que las alteraciones en la
actividad lipolitica del tejido adiposo, la lipdlisis hepatica regional de los triglicéridos
circulantes y las proteinas tisulares de transporte de AGL (CD 36) estan involucradas en
la patogénesis de la esteatosis hepatica o “primer impacto” en la fisiopatologia de la

EHGNA] y la acumulacion de grasa ectdpica [114].
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Tejido Adiposo

Figura 7. Implicacién de las proteinas tisulares de transporte de AGL (CD 36) en la patogénesis
de HGNA y la acumulacion de grasa ectopica. Adaptado de [114].

La contribucion de la lipogénesis a la produccion total de triglicéridos
intrahepéticos en pacientes con HGNA es mucho mas elevada que en individuos sin
HGNA, y representa entre el 15% y el 23% de los AG sumando los TG intrahepaticos y
los secretados en VLDL-TG [93, 114]. La produccion y secrecion de TG a traves de
VLDL aumenta en pacientes con EHGNA (demostrada en determinados estudios [117,
118] aunqgue en otros no [116]) respecto a sujetos sanos, proporcionando un mecanismo
para evacuar TG intrahepaticos, sin embargo, la tasa de secrecibn no es lo
suficientemente adecuada para compensar la tasa de produccion de TG intrahepética en
estos pacientes [114]. El aumento de la glucosa en plasma y la hiperinsulinemia
asociada a EHGNA, estimula la lipogénesis de novo (DNL) e inhibibe la oxidacion de
AG a través de SREBP-1c y ChREBP (proteinas localizadas en la membrana del
reticulo endoplasmico. Cuando se estimulan liberan un dominio proteico que se importa
al nucleo y actia como un potente factor de transcripcidn, estimulando la expresion de
genes relacionados con la sintesis de lipidos. Estos procesos metabdlicos conducen a un
aumento de AG intracelulares que no se oxidan o exportan por medio de VLDL-TG, y
se esterifican a TG, almacenandose dentro de gotitas lipidicas [114]. La resistencia a la

insulina en el masculo esquelético podria promover la acumulacion TGIH mediante el
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desvio de carbohidratos ingeridos fuera del almacén de glucégeno muscular y hacia la
sintesis AG de novo en higado [114]. Estos mecanismos de DNL que contribuyen al
“primer impacto” de la fisiopatologia del HGNA se visualizan en la figura 8. Ciertos
productos intermedios del metabolismo de lipidos como el diacilglicerol (DAG) pueden
alterar la sefializacion de insulina contribuyendo a su resistencia a nivel hepatico (ver
apartado: mecanismos de resistencia hepatica a insulina en HGNA) [113, 114]. Se debe
tener en cuenta que, aunque de la lipogénesis de novo se incrementa en HGNA,
contribuye en menor medida al pool total de triglicéridos hepéticos totales en
comparacion con los acidos grasos derivados de tejido adiposo que representan la mayor
parte (~ 60%) de la acumulacion hepatica de triglicéridos en HGNA [110].
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Figura 8. La resistencia hepatica y sistémica a insulina conduce a esteatosis hepéatica. Adaptado de
[114].

En la lipogénesis de novo, la activacion de SREBP-1c por la hiperinsulinemia
estimula a varias enzimas lipogénicas, tales como L-PK (liver pyruvate kinase), la
acetil-CoA carboxilasa (ACC) y FAS (fatty acid synthase). Primero se activa L-PK para
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producir acetil-CoA [142], posteriormente se produce la carboxilacién de acetil-CoA a
malonil-CoA a través de la activacion de la enzima citosolica acetil-CoA carboxilasa
(ACC), independientemente de los niveles de AGL. Malonil-CoA es un regulador clave
de los niveles de AGL, a través de esterificacion u oxidacion [142]. Una alta
concentracion de malonil-CoA constituye un reflejo de actividad de DNL, y una baja
concentracion reflejaria un incremento de lipolisis [142]. Aunque en condiciones de
resistencia a insulina, SREBP-1c no deberia ser activado, la insulina estimula la
expresion de SREBP-1c incluso en estados de intensa resistencia a la insulina, dando
lugar a un incremento de lipogénesis de novo. [142]. El incremento de lipogénesis
hepatica, que da lugar a la produccion malonil-CoA, a su vez inhibe la actividad de
CPT-1 (Carnitine palmitoyltransferase-1) cuya misién consiste en incrementar la
entrada de &cidos grasos procedentes del torrente sanguineo a la mitocondria hepatica
para su oxidacion. Se ha descrito que en pacientes con HGNA la expresion hepética de
CPT-1 esté disminuida [115].

Los triglicéridos se unen a la apolipoproteina B (Apo B) para construir la
particula de lipoproteina madura que sera secretada. La sintesis de Apo B es estimulada
por niveles elevados de AGL y niveles de TG, asi como por MTP (microsomal transfer
protein), mientras que es inhibida por la acciéon de la insulina [94, 95, 142]. Se ha
planteado como hipotesis que la indadecuada regulacion de apoB 100-VLDL en sujetos
obesos con HGNA condiciona la produccion de particulas largas de VLDL, que no
pueden penetrar los poros endoteliales sinusoidales para exportar TG fuera del higado
[114].

Ademas de la implicacién en la resistencia a insulina, el aumento de SOCS-1y
SOCS-3 también causar incremento de expresion del regulador clave de la sintesis de
acidos grasos en el higado, SREBP-1c [133, 134]. La expresion de SERBP-1c es
inhibida por la expresion de STAT-3 (Signal Transduction and Activator of
Transcription 3). STAT3, que a su vez inhibe la expresion de SREBP-1c, es
antagonizada por la co-expresion de proteinas SOCS 1-3, estimulando la expresion de
SREBP-1c [134]. Con estos datos la hipdtesis planteada consiste en que los sujetos
obesos presentan un tejido adiposo en estado inflamatorio persistente que libera TNF-a,
resistina y otras citoquinas (IL-6) al torrente circulatorio, en el contexto de bajos niveles
plasmaticos de adiponectina y una hipotética resistencia a leptina, estimulando la

produccién hepatica de proteinas SOCS 1 y 3, que a su vez inhiben la expresion de
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STAT-3, y conllevan al incremento de expresion de SREBP-1c y el consiguiente
aumento de grasa en el higado. [134].

Aungue el total de calorias y la ingesta de grasa es un factor determinante para el
desarrollo de la obesidad y la esteatosis hepatica, determinados lipidos de la dieta como
el colesterol o los &cidos grasos trans (palmitato) pueden ser méas relevantes para el
desarrollo de enfermedades, incluidas las lesiones del higado, inflamacién y fibrosis
[100, 110], posiblemente debido a que el colesterol puede ser redirigido a las CEH
cuando la excrecion biliar se bloquea o se altera su absorcién por parte de los
hepatocitos [100, 110, 111]. Una dieta rica en colesterol puede amplificar la respuesta
fibrogénica en las CEH [100, 111].

Los AGL son componentes hepatotoxicos, motivo que refuerza la hipétesis que
postula a la sintesis de triglicéridos en los hepatocitos como un mecanismo citoprotector
[112]. Tanto los AGL como la propia esteatosis hepatica pueden causar dafio directo a

los hepatocitos, y pueden participar en los siguientes mecanismos [142]:

1) Induccion de la apoptosis mitocondrial a través de el estres endoplasmico

reticular, o de UPR (unfolded protein response).

2) Induccién directa de la apoptosis de los hepatocitos a través de la

estimulacion de TNF-a.

3) Incremento del ligando FAS al receptor de FAS lo que conduce a la

apoptosis extramitocondrial de hepatocitos.

4) Deterioro de la B-oxidacién mitocondrial de las reservas de AG que conduce
finalmente a la produccion de peréxido de hidrogeno y otros productos de la

peroxidacion de lipidos provocando apoptosis y necrosis de los hepatocitos.

Han sido descritas anormalidades a nivel de los TGIH en pacientes con
EHGNA: destaca el aumento de la relacion acidos grasos saturados/insaturados, asi
como alteracion de la regulacion de las desaturasas de acidos grasos, el aumento de los
niveles intracelulares de colesterol, y la estrecha relacion entre las alteraciones

metabodlicas e histoldgicas. Los acidos grasos saturados, tales como palmitato, dan lugar
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a la acumulacion de toxicos derivados de triglicéridos y metabolitos que pueden inducir
disfuncion mitocondrial, activacién de caspasas y lipoapoptosis, mientras que los
hepatocitos expuestos a acumulos de &cidos grasos insaturados no dan lugar a estos
procesos [83, 97].

En el “segundo impacto”, que da paso al desarrollo de la EHNA, se produce a
nivel de la mitocondria defectos en la fosforilacion oxidativa, deterioro de la cadena
respiratoria principal con generacion de especies reactivas de oxigeno y actividad
reducida de la sintesis de ATP. Cuando la oxidacion mitocondrial se altera, los AGL se
acumulan en el citosol y se oxidan alternativamente a través de los peroxisomas (B-
oxidacion peroxisomal) y los microsomas (m-0xidacion), lo que da lugar a una mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno. Los productos de oxidacién microsomal
son los acidos dicarboxilicos, que amplifican el dafio por desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa. La activacion de los peroxisomas hepaticos parece estar
mediado por el PPAR-a [142, 146].

1.3.34 FISIOPATOLOGIA EN RELACION CON MARCADORES
DE ESTRES OXIDATIVO

La glutation peroxidasa 1 (GPx1) es una proteina que reduce hidroperéxidos de
selenio por medio del glutation. Su papel es principalmente de elemento antioxidante.
En un estudio in vitro se ha demostrado que los ratones que no expresan GPx1
(modificados genéticamente) toleran el estrés oxidativo moderado, pero son muy
susceptibles a estrés oxidativo intenso [39]. En este mismo estudio se ha observado que
los ratones que no expresa GPx1 presentan aumento de sensibilidad a la insulina [39].

En contraste, en otro estudio se ha observado que los ratones que sobreexpresan
GPx1 son mas resistentes al estrés oxidativo agudo y desarrollan obesidad asi como
resistencia a la insulina [40].

La actividad iNOS es una de las mayores fuentes de 6xido nitrico producido por
los macréfagos durante la inflamacién y es una de las enzimas méas importantes

implicadas en la produccion de estrés oxidativo. En modelos animales, la iNOS juega
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un papel crucial en el desarrollo de esteatohepatitis [58] y, en cohortes humanas, se han
asociado polimorfismos en el gen de la iNOS con el riesgo de esteatohepatitis [59]
Aunque un exceso de dafio oxidativo se ha asociado con la fisiopatologia de
muchas enfermedades humanas, estudios recientes estan mostrando que bajos niveles de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno juegan un importante papel regulador dentro
de la fisiologia celular [41]. En este contexto, un estudio reciente demostrd que el
promotor genético de AdipoR2 se ve afectado por el estrés oxidativo endoplasmatico
[42]. En otro estudio reciente se afirmdé que la disrupcion de AdipoR1 musculo
especifica disminuia al incrementar las enzimas detoxificantes del estrés oxidativo a
nivel muscular y mitocondrial [43]. En un estudio anterior y por medio de un modelo
de ratones obesos y diabéticos, se ha demostrado sobre-expresion de AdipoR2, que a su

vez se incrementa en relacion con la expresion de enzimas antioxidantes hepaticas [44].

1.3.35 FACTORES RELACIONADOS CON LA INFLAMACION

La esteatosis hepatica es un factor de riesgo independiente para la elevacion de
la proteina C reactiva en asociacion adicional con la obesidad y el sindrome metabolico
en el desarrollo de la inflamacion sistémica [83].

La infiltracion de macrofagos y los marcadores inflamatorios son mayores en el
tejido adiposo de pacientes con HGNA que los sujetos con similar IMC y TGIH
normales [114]. En los mecanismos de RI mencionados en el apartado “mecanismos de
resistencia a insulina en la EHGNA” durante la progresion a inflamacion hepatica, la
activacion de NF-k B, que se regula positivamente por incremento de la produccién de
citocinas proinflamatorias por parte del tejidio adiposo, puede alterar a la accion de la
insulina tanto a nivel local como sistémico, participando como mecanismo adicional de
RI a los ya estudiados [114, 119].

En la progresion de la obesidad, la activacion de los macrofagos del tejido
adiposo precede a la activacion de las células de Kupffer. EI desequilibrio de las células
Kupffer M1/M2 (M1>M2) vy la liberacion de mediadores inflamatorios por éstas
mismas células son fundamentales en la patogenia de la EHNA y un objetivo de

tratamiento atractivo [83].
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La activacion alternativa M2 en las células de Kupffer por agonistas PPAR-y
invierte la resistencia hepatica a la insulina inducida por la obesidad [87].

En la figura 9, se muestra la importancia de las células Kupffer como fuente
importante de liberacidn de citoquinas inflamatorias. En su interaccion con las células B
y T juegan un papel similar al de los macr6fagos M1 polarizados en el tejido adiposo
para el desarrollo de resistencia a la insulina, inflamacién y apoptosis en la progresion
de la EHGNA [83, 87].

PPAR- y se encuentra ampliamente distribuido entre los adipocitos (mas
abundante), macréfagos, y varias fracciones celulares del estroma vascular, asi como a
nivel del higado. Su amplia distribucidn explica los mualtiples efectos metabdlicos y
antiinflamatorios de los agonistas PPAR- vy, y proporciona una justificacion para su uso
clinico en el higado graso no alcoholico. TZD mejoran la sensibilidad a la insulina a
nivel general por multiples mecanismos que incluyen la regulacion dek coactivador 1a
del PPAR- vy (PGC-1a), la mejora de la biogénesis mitocondrial adipocitaria y capacidad
oxidativa, asi como un incremento en la expresion génica de adiponectina. LoS
agonistas PPAR- vy ejercen efectos anti-inflamatorios en la EHNA sobre todo a nivel de
las células de Kupffer y el incremento de adiponectina [83].

Durante la progresion de la EHGNA, y como se ha citado en anteriores
apartados, la expresion de SOCS-1 y SOCS-3 se induce en los hepatocitos por una
variedad de estimulos exdgenos tales como IL-6 e IFN-y. En ratones deficientes de
SOCS-1 y/o SOCS-3, se produce, ademas de un dafio multiorganico por una respuesta
inmune aberrante, inflamacion hepatica acompafada de degeneracion grasa y necrosis
hepatocitaria, que es la causa principal de la muerte en estos ratones (incremento de
hepatitis, cirrosis y hepatocarcinoma). Esta hepatitis fulminante en ratones deficientes
de SOCS 1 o 3 se debe a la activacion de linfocitos hepaticos, incluyendo las células
NK (natural Killer), y el aumento de sensibilidad hepatocitaria a citoquinas inflamatorias
tales como IFN-y [137]. Futuros estudios sobre las proteinas SOCS ayudaran a conocer
mejor la fisiopatologia de las enfermedades hepéaticas humanas y a desarrollar nuevas
estrategias para el tratamiento de enfermedades hepaticas agudas y crénicas utilizando

como diana estas proteinas [137].
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Figura 9. (A) En la obesidad, la activacion de los macrdfagos / sistema inmunoldgico contribuye
al desarrollo de adipocitos disfuncionales y resistentes a insulina que liberan cantidades
excesivas de cidos grasos libres y causan resistencia a la insulina y lipoapoptosis en tejidos a
distancia (higado, musculo, células beta del pancreas, lecho vascular, otros). La acumulacion de
metabolitos tdxicos de lipidos intracelulares derivados de triglicéridos activa las vias
inflamatorias dentro de los hepatocitos, células Kupffer y otras células inmunes, a semejanza de
la reaccion inflamatoria en los adipocitos. La activacion de las CEH conduce a la deposicién de
colégeno contribuyendo a la progresion a cirrosis. (B) el PPAR- y estd ampliamente distribuidos
entre los adipocitos, hepatocitos y las células estrelladas hepaticas, asi como los macrdfagos y
las células inmunes infiltradas en el tejido adiposo y el higado. Este puede ser objetivo de los
agonistas PPAR- y como las TZD en pacientes con EHNA. Adaptado de [83].
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1.3.3.6 RIESGO CARDIOVASCULAR EN LA EHGNA

La asociacion de HGNA con el sindrome metabdlico y la diabetes tipo 2
conduce a la conexién entre el higado graso y el desarrollo de RCV [101]. Varios
estudios epidemioldgicos informan que los pacientes con concentraciones plasmaticas
de aminotransferasas elevadas tienen una mayor puntuacion de riesgo de Framingham y
/ o nimero de eventos cardiovascular en comparacion con aquellos que presentan
niveles normales [102, 103].

La elevacion persistente de los niveles plasmaticos de insulina puede promover
la aterogénesis. La hiperglucemia per se es un factor establecido para RCV, asi como la
dislipidemia aterogénica en HGNA impulsada por la hipersecrecion de VLDL, como ha
indicado en apartados anteriores [83].

Se conoce que los individuos con HGNA presentan una funcién endotelial
anormal. El incremento de AGL altera la sefializacion de insulina de las células
endoteliales y la produccion de 6xido nitrico en modo dosis-dependiente a través de la
activacion de la via del inhibidor «B de la Quinasa B / Factor nuclear kB [104].

Existe una estrecha correlacion entre el grado de HGNA, la esteatosis
miocardica y la disfuncion diastlica precoz [105] Aquellos tratamientos que
contribuyen a la disminucion de la esteatosis hepatica tienen efectos beneficiosos sobre
la funcion miocéardica. La pioglitazona mejora la esteatosis hepatica y de miocardio,
aungue la mejoria de la funcion cardiaca por las TZD puede involucrar mecanismos que
van mas alla de la acumulacion de metabolitos toxicos derivados de triglicéridos en el
miocardio [106].

Aunque en los estudios realizados en esta materia, los factores metabolicos y
clinicos apoyan la idea de que el HGNA conlleva un mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular, se necesitan estudios prospectivos a largo plazo y de mayor tamafio
poblacional para establecer plenamente la naturaleza de esta asociacién [83]. En la

tabla 6 se indican los principales estudios que evaluan RCV en relacion con HGNA.
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Tabla 6. Estudios que evaltan el RCV en pacientes con y sin HGNA. Adaptada de [83].

Method used for the Increased CVD risk? (after
Author (year) diagnosis of NAFLD Primary end point adjustment for confounders)?
Villanova et al (2005) Liver biopsy Endothelial function® Yes
Brea et al (2005) Liver US CIMT /carotid US No
Volzke et al (2005) Liver US CIMT No
Targher et al (2005) Liver US CV events Yes
Targher et al (2006) Liver biopsy CIMT Yes
Mirbagheri et al (2007) Liver US Coronary angiography Yes
Hamaguchi et al (2007) Liver US CV events Yes
Schindhelm et al (2007) ALT CV events Yes
McKimmie et al (2008)° CcT CIMT No
Fracanzani et al (2008) Liver US or biopsy CIMT Yes
Goessling et al (2008) AST, ALT CV events No
Haring et al (2009) us CV events Yes
Poanta et al (2011)° us CIMT No

ALT: alanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa, CT: tomografia computarizada, US:
ultrasonografia.

a) RCV después del ajuste para los factores de riesgo tradicionales (edad, sexo, indice de masa corporal,
tabaquismo, diabetes tipo 2, el sindrome metabolico, otros).

b) Medida por la vasodilatacion mediada por el flujo de la arteria braquial.

c) Todos los pacientes tenian diabetes tipo 2.

1.3.3.7 PAPEL DE LAS PROTEINAS ASOCIADAS A GOTAS
LIPIDICAS EN LA PROGRESION DE LA EHGNA

Las gotas lipidicas son organulos celulares dindAmicos que estan gestionados por
una familia de proteinas anfifilicas denominadas PAT, nombre que proviene de los tres
miembros fundadores de la familia: Perilipina, Adipofilina (también conocida como
ADRP: adipocyte differentiation-related protein o perilipina 2) y TIP47. Hasta el
momento se han descrito dos miembros mas (OXPAT y S3-12) elevando a 5 el nimero
de miembros conocidos de la familia [173, 174]. Las proteinas de la familia PAT:
perilipina 1, adipofilina (perilipina 2) y la cola de interaccion de proteinas de 47 kDa
(TIP47), son proteinas anfifilicas asociados con la monocapa de fosfolipido que rodea
las gotitas de lipidos que desempefian un papel en su maduracién y el metabolismo,
incluyendo la hormona sensible a la lipasa inducida. En los adipocitos, TIP47 vy
adipofilina se expresan en pequefias gotitas de lipidos, inmaduras, mientras perilipina 1

se expresa en gotas lipidicas mas grandes y maduras [141]. Un trabajo reciente
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demuestra que estas proteinas también juegan un papel en la progresion de la EHGNA.
Straub et al. publicaron que existe sobreexpresion de proteinas PAT asociadas a gotitas
lipidicas en el HGNA, y mediante el uso de la tincion inmunohistoquimica, con el
apoyo de métodos bioldgicos y moleculares, demostraron una correlacién positiva entre
la expresion de adipofilina-perilipina y el contenido de gotas lipidicas en los hepatocitos
[140]. No se observaron diferencias en el patrén de expresion de proteinas PAT entre
HGNA y EHNA [140].

Estos datos proporcionaron un desarrollo experimental a nivel terapéutico en
ratones que carecian de adipofilina, en los que se demostré que estan protegidos contra
la formacion de higado graso. Ademas, la administracion de oligonucledtidos
antisentido contra la produccion de adipofilina igualmente demostré efectos
beneficiosos al evitar la aparicion de HGNA y mejorar la sensibilidad a insulina [140].

En términos de diagndstico del HGNA, la esteatosis macrovesicular es
facilmente detectable en la microscopia de luz, pero la esteatosis microvesicular es
dificil de valorar adecuadamente, y adipofilina ha demostrado ser un buen marcador en

los casos de esteatosis microvesicular [141].

1.3.3.8 HIERRO HEPATICO

La importancia de la presencia de hierro hepatico en la patogénesis de la
enfermedad ha sido estudiada, y se ha descrito que los pacientes con EHNA tienen una
mayor frecuencia de la mutacion C282Y en relacion con la hemocromatosis genética,
aungue todos los determinantes genéticos de estrés oxidativo también pueden

desempefiar un papel en la susceptibilidad a EHNA [24].
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1.3.3.9 MODALIDAD DE CRECIMIENTO DEL TEJIDO
ADIPOSO BLANCO

La modalidad de crecimiento del tejido adiposo blanco expuesta en el apartado
anterior ha sido propuesta recientemente como una hipotesis para explicar la esteatosis
hepética ligada a obesidad. Esta hipdtesis postula que la capacidad de crecimiento del
tejido adiposo tiene un limite, que esta determinado por factores genéticos y
ambientales. Cuando un individuo obeso se acerca al limite de expansion de su tejido
adiposo, el superdvit energético procedente de la dieta no puede almacenarse
adecuadamente en el tejido graso y se deposita ectopicamente en musculo e higado
(donde puede desarrollarse resistencia a insulina mediante mecanismos lipotdxicos)
[74].

1.3.3.10 APOPTOSIS DE LOS HEPATOCITOS

La apoptosis de los hepatocitos es un fendmeno patoldgico importante en la
EHNA vy la magnitud de la apoptosis se correlaciona con el grado de dafio hepatico y el
estadio de la fibrosis [107, 108]. Diversos estudios experimentales sugieren que la via
extrinseca de la apoptosis y en particular la activacion del sistema Fas / Fas Ligando
pueden constituir un mecanismo central que provoca dafio hepatico y el desarrollo de
EHNA [107]. La exposicion de células hepaticas humanas a AGL provoca la regulacién
positiva de la expresion de Fas y un aumento de la sensibilidad a la apoptosis mediada
por Fas [107]. EI mecanismo preciso por el cual los AGL promueven la expresion de

Fas sigue siendo desconocido [107].
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1.3.3.11 FACTORES GENETICOS

Los factores genéticos pueden desempefiar un papel importante en el desarrollo
de esteatosis hepatica y EHNA. Entre los genes candidatos destacan aquellos que
influyen en el estrés oxidativo, en el metabolismo de triglicéridos y &cidos grasos, en la
sintesis de matriz extracelular / degradacién (es decir, en la fibrosis hepética), en las
vias de endotoxina (es decir, TLR-4), y en la produccion de citoquinas por los
macréfagos vy tejido adiposo. El gen cuya asociacion con el HGNA es mas reproducible
en el estudio del genoma es un alelo de fosfolipasa patatin-like 3 (PNPLAS3; rs738409)
[151]. Este alelo es mas comun en la poblacion hispana. El papel de PNPLA3 en la
patogénesis del higado graso no alcoholico aun no ha sido establecido [151]. Otro gen
estudiado es el que codifica la apolipoproteina C3 (APOC3) (T-455C en el rs2854116 y
C-482T en el rs2854117), cuya alteracion da lugar a un incremento de la grasa hepatica
y de la concentracion plasmatica de triglicéridos en sujetos con HGNA (estudio

realizado en sujetos de la India) [152].

1.3.3.12 PAPEL DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Otros mecanismos que pueden contribuir al desarrollo de EHNA incluyen la
disfuncién de la microbiota intestinal. La liberacion de productos bacterianos
(polisacéridos) desde el intestino hacia el higado, a través de la vena porta podrian
activar sustancias proinflamatorias como el TNF-a. Ademas estudios en ratas con
sobrecrecimiento bacteriano han sugerido que el etanol producido por la fermentacion
en caso de sobrecrecimiento bacteriano tambien podria contribuir al desarrollo de
esteatosis. En un estudio publicado recientemente en Hepatology [138] existe una
asociacion inversa e independiente (de la dieta y del indice de masa corporal) entre la
presencia de EHNA vy el porcentaje de bacteroides en las heces lo que sugiere que la

microbiota intestinal pueden jugar un papel importante en el desarrollo del HGNA.
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1.3.3.13 FARMACOS

Farmacos con propiedades lipofilicas (tamoxifeno, amiodarona, etc.) atraviesan
la membrana mitocondrial y en el interior de la mitocondria pueden inhibir la beta
oxidacion (causando esteatosis) y bloqueando la cadena respiratoria (generando
radicales libres de oxigeno) pueden dar lugar a HGNA [88].

1.3.4 HISTORIA NATURAL

La evolucion de los cambios histoldgicos hepaticos en pacientes con HGNA y
EHNA ha sido investigada en diversos estudios, pero estos generalmente incluyen un
namero pequefio de pacientes y han presentado un seguimiento relativamente corto
[120, 139]. No obstante, se acepta en general que los pacientes con esteatosis simple
presentan una progresion histologica muy lenta, mientras que los pacientes con EHNA
pueden exhibir progresion histologica de la enfermedad a estadio cirrético [120, 121,
139].

Se ha demostrado que los pacientes con diagnostico de higado graso no
alcoholico presentan en general un incremento de mortalidad en comparacion con
poblaciones similares en edad y sexo sin dicho diagnostico [45]. Es de destacar que el
exceso de mortalidad en este grupo es atribuible tanto a patologias cardiovasculares
como al incremento de morbilidad hepatica [45].

Desde el descubrimiento en 1998 de los diferentes tipos histoldgicos de higado
graso no alcohdlico en relacion con su relevancia en el prondstico [24], varios estudios
posteriores han demostrado que la presencia de s6lo esteatosis simple, sin inflamacion
ni fibrosis, se asocia a un riesgo de mortalidad similar a la de la poblacion general

comparable en edad y sexo [113, 120, 121, 139]. Esta afirmacién refuerza la necesidad
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de estratificar los pacientes con higado graso no alcohdlico en esteatosis simple o
enfermedad mas avanzada. La enfermedad méas avanzada se puede definir como avance
de los niveles de fibrosis y / o la presencia / nivel de la inflamacion y balonizacién
hepatocitaria [113,121].

El desarrollo de fibrosis grave suele aparecer en el 5% al 10% de los pacientes
con EHNA, y hasta el momento los estudios de cohorte solo han identificado a la
fibrosis avanzada, y no la inflamacion, como un factor predictor de peor pronostico [46,
47].

Quizés sea necesario aumentar las muestras poblacionales de futuros estudios o

excluir factores de confusion como los individuos con polimorfismos PNPLA 3 que
pueden incrementar el desarrollo de fibrosis hepatica para perfeccionar los criterios de
estratificacion y prondstico en los pacientes con higado graso no alcoholico [46, 151].
El desarrollo de la cirrosis (figura 10) depende de mecanismos poco conocidos que
implican una interrelacion entre los hepatocitos lipoapoctoticos, las células de Kupffer
y las CEH activadas [83, 98]. La obesidad es un importante factor de riesgo clinico para
la cirrosis [83, 99], y constituye otro signo de evidencia indirecta que apoya el caracter
progresivo de la EHNA. Los pacientes diagnosticados de cirrosis criptogénica tienen
una prevalencia desproporcionadamente elevada de factores de riesgo metabolicos
(diabetes tipo 2, la obesidad, el sindrome metabdlico) tipicos de los pacientes con
HGNA, y sus biopsias hepaticas muestran con frecuencia una 0 mas caracteristicas de
EHNA, aunque diversos estudios han demostrado que con el desarrollo de la cirrosis se
produce la pérdida de las caracteristicas histoldégicas de EHNA, motivo que lleva a un
diagnostico indeterminado [120, 121, 122].

Los pacientes con HGNA presentan mayor riesgo de HCC, pero este riesgo esta
probablemente limitado a aquellos con fibrosis avanzada y cirrosis, y tienen un riesgo
significativamente menor para HCC que la aquellos que presentan cirrosis asociada a
hepatitis C [120].

La figura 10 resume las implicaciones tanto a nivel basico como clinico que
influyen en la historia natural de la NAFLD. EI "modelo lineal" descrito a continuacién
debe ser visualizado s6lo como una representacion esquematica de un proceso
complejo, teniendo en cuenta que s6lo una minoria de los sujetos con esteatosis
"simple" desarrollara cirrosis [83]. La progresion de la enfermedad desde esteatosis

simple a lipotoxicidad hepatica y esteatohepatitis se debe a la disfuncién mitocondrial,

68



el estrés del reticulo endoplasmico, la formacidn de especies reactivas del oxigeno, y la
activacion de vias inflamatorias (por ejemplo, c-Jun N-terminal quinasa, Ikk /factor
nuclear kB, TLR4) por metabolitos toxicos de los lipidos toxicos como diacilgliceroles,
ceramidas, y otros, ya citados en los apartados anteriores.

Insulinresistant Development of
Adipose tissue

Active
Steatohepatitis

Steatohepatitis whit
fibrosis

+ Lipolysis (#FFA)
+ Adipocytokines
+ Adiponectin

Figura 10. Representacion esquematica de la historia natural de la EHGNA a través de
los mecanismos fisiopatoldgicos que conducen a la EHNA (véase el texto de arriba para
mas detalles). Adaptado de [83].
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1.3.5 DIAGNOSTICO

En la guia de préctica clinica actualizada de la AASLD, tomada como referencia
bibliografica [120, 139], se ha adoptado para la caracterizacion de las recomendaciones
la clasificacion utilizada por el sistema GRADE (Grading of Recommendation
Assessment, Development, and Evaluation) [154]. En el sistema GRADE, la fuerza de
las recomendaciones se clasifica como intensa (1: calidad de la evidencia y resultados
relevantes - eficientes para los pacientes) o débil (2: menor seguridad, menor relevancia
0 mayor consumo de recursos). La calidad de la evidencia que respalda las
recomendaciones intensas o debiles es designada por uno de los tres niveles: alto (A: es
poco probable que la investigacion adicional cambie la confianza en la estimacion del
efecto clinico), moderado (B: investigaciones adicionales podrian cambiar la confianza
en la estimacion del efecto clinico), o de baja calidad (C: es muy probable que
investigaciones adicionales cambien la confianza en la estimacion del efecto clinico)
[154].

1.3.5.1 HISTORIA CLINICA

El diagndstico de HGNA requiere 1: la visualizacion de esteatosis hepatica
mediante pruebas de imagen o histologia, 2: ausencia de consumo de alcohol
significativo, 3: ausencia de causas que producen esteatosis hepatica, y 4: imposibilidad
de coexistencia enfermedad hepatica cronica [120, 139].

Se deben excluir diagnosticos alternativos mediante historia clinica y analiticas
especificas para despistaje de hepatitis virales (serologias viricas), el consumo excesivo
de alcohol, la hemocromatosis, enfermedad hepéatica autoinmune, déficit de alfa-1
antitripsina, la enfermedad de Wilson o la disfuncion hepatica inducida por farmacos.

El consumo de alcohol actual o reciente superior a un promedio de 21 bebidas
por semana en hombres y superior a un promedio de 14 bebidas por semana en las
mujeres es una definicién razonable para el consumo significativo de alcohol en la

evaluacion de pacientes con sospecha de HGNA en la practica clinica [120].
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La mayoria de los pacientes con HGNA son asintomaticos y el diagndstico se
sospecha por presentar hipertransaminasemia en las pruebas de rutina. Los sintomas
mas comunes son molestias en hipocondrio derecho y la fatiga, aunque estos ultimos
pueden también ser causados por la obesidad y/o el Sindrome de Apnea Obstructiva del
Suefio (SAQS).

La esteatosis hepética suele ser un hallazgo incidental frecuente al realizar una
ecografia por otras razones, como por ejemplo ante sospecha de patologia biliar, por lo
tanto cuando los pacientes con esteatosis hepatica no sospechada y detectada en las
pruebas de imagen tienen sintomas o signos atribuibles a enfermedad hepatica o tienen
bioquimicas hepaticas anormales, deben ser evaluados como pacientes sospechosos de
tener HGNA (fuerza de recomendacion - 1, evidencia - A) [120, 139]. Si carecen de
sintomas o signos relacionados con el higado y tienen bioquimicas hepéticas normales,
es razonable evaluar factores de riesgo metabolicos (por ejemplo, obesidad, intolerancia
a la glucosa, dislipidemia) y causas alternativas para esteatosis hepatica tales como el
consumo de alcohol significativo o medicamentos sospechosos (fuerza de
recomendacion - 1, evidencia - A). [120, 139].

El screenning de higado graso no alcohdlico en adultos que acuden a atencion
primaria o los grupos de alto riesgo, que asisten a las clinicas de diabetes u obesidad, no
es aconsejable en este momento debido a la incertidumbre sobre las pruebas
diagnosticas y las opciones de tratamiento, junto con la falta de conocimientos
relacionados con los beneficios a largo plazo y la rentabilidad de cribado. Tampoco esta

recomendado el screening sistematico a familiares de estos pacientes [120, 139].

1.3.5.2 EXPLORACION

La hepatomegalia es la manifestacién clinica mas comun, siendo raros los signos
de hepatopatia crénica en pacientes con higado graso avanzado a cirrosis. Se ha
demostrado que la lipohipertrofia dorsocervical es un pardmetro antropométrico

intensamente asociado con la gravedad de la esteatohepatitis [46].
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1.3.5.3 HALLAZGOS ANALITICOS

A pesar de que el higado graso no alcohdlico esta asociado a pruebas de funcién
hepatica ligeramente anormales en la analitica, mas de dos tercios de los pacientes
tienen niveles normales de transaminasas y en todo el espectro histolégico de HGNA
pueden apreciarse niveles de alanina aminotransferasa (ALT) normales [47].

ALT suele estar mas incrementada que la aspartato aminotransferasa (AST), y
rara vez mas de tres veces el limite superior de la normalidad. Una proporcién AST:
ALT mayor de 1.0 sugiere la presencia patologia avanzada [47]. La fosfatasa alcalina
puede estar ligeramente elevada, pero en raras ocasiones. Gamma-glutamil transferasa
(GGT) se encuentra frecuentemente elevada, y también puede considerarse un marcador
de incremento de mortalidad. Un nivel bajo de albimina y la hiperbilirrubinemia
pueden indicar una enfermedad hepética avanzada. En el estudio de anemias pueden
aparecer niveles de ferritina elevados hasta en un 50% de los pacientes y el indice de
saturacion de la transferrina (IST) elevado en aproximadamente el 10% [47]. Sin
embargo, estos hallazgos no parecen correlacionarse con concentracion de hierro
hepatico elevada. En un paciente con sospecha de HGNA, niveles de ferritina sérica
elevada y estudio genético con mutacion C282Y heterocigoto u homocigoto en el gen
HFE se debe considerar una biopsia hepatica para evaluar la concentracion de hierro
hepéatico y para excluir lesiones hepaticas significativas asi como fibrosis (fuerza de
recomendacion -1, evidencia - B) [120, 139].

En pacientes con HGNA es comln apreciar titulos elevados de autoanticuerpos
en suero, considerandose generalmente como un epifenémeno. La apreciacion de titulos
séricos elevados de autoanticuerpos en asociacion con otras caracteristicas sugerentes de
enfermedad hepatica autoinmune (transaminasas altas, globulinas alta), deben motivar a
la investigacion de una enfermedad hepatica autoinmune (fuerza de recomendacion - 1,
evidencia - B) [120, 139].
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1.3.54 DIAGNOSTICO POR IMAGEN

El indice de higado graso (fatty liver Index: FLI), fue desarrollado como un
simple algoritmo para predecir la probabilidad de higado graso mediante ecografia en la
poblacién general [48]. EI FLI esta basado en cuatro variables: indice de masa corporal,
circunferencia de la cintura, GGT vy los niveles de triglicéridos en suero [48]. Se utiliza
sobre todo en grupos de investigacion sobre HGNA. Un indice alto puede predecir hasta
en mas del 80% la existencia de higado graso mediante ecografia.

La ecografia es la prueba utilizada de forma generalizada en pacientes con
sospecha de higado graso no alcohdlico. En la esteatosis hepética, las imagenes
ecograficas reflejan un higado hiperecogénico y brillante de forma difusa. La
clasificacion clasica de la esteatosis hepatica mediante US se realiza en grados:
esteatosis leve, la ecogenicidad del higado es superior a la del rifion derecho; esteatosis
moderada, el aumento de la ecogenicidad hepatica borra las paredes de los vasos
portales; y esteatosis grave, el aumento de la ecogenicidad hepatica perturba la
transmision del sonido y no se consiguen visualizar segmentos profundos del higado ni
el diafragma [49].

Un reciente estudio examind la exactitud de la ecografia en 235 pacientes con
sospecha de patologia hepética que fueron sometidos a biopsia hepatica, y mostré una
sensibilidad del 64% y una especificidad del 97%, que se incremento hasta un 91% y
93% respectivamente en pacientes que presentaban esteatosis (que conformaban el 30%
del total de las hepatopatias) [49]. Sin embargo, la presencia de obesidad morbida
reduce considerablemente la sensibilidad y especificidad. La ecografia no puede
cuantificar la cantidad de grasa presente o proporcionar informacion acerca del estadiaje
de la enfermedad y es operador dependiente presentando variabilidad intra e
interobservadores que puede ser significativa [49].

La tomografia computarizada se puede utilizar para vigilar el curso de la
enfermedad en exploraciones sucesivas. Las lesiones grasas hepaticas pueden ser
identificadas por tomografia computarizada de doble energia que demuestran un
aumento de la atenuacion de la energia (unidades hounsfield) y ningun cambio en los

normales. Las principales desventajas de la TC para la cuantificacion de la esteatosis
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hepatica son el empleo de radiaciones ionizantes, la interferencia de los depdsitos de
hierro hepética y su baja sensibilidad para grados de esteatosis inferiores al 30% [153].
La resonancia magnética abdominal es uno de los metodos no invasivos mas
sensibles para la deteccién y cuantificacion de los depositos grasos del higado [153]. En
secuencias convencionales potenciadas en T1, la grasa aparece hiperintensa. Sin
embargo, las secuencias convencionales espin eco (SE) son poco sensibles para la
deteccion y cuantificacion de la grasa hepética. La cuantificacion de la grasa hepatica,
mediante resonancia, puede estimarse mediante técnicas basadas en el desplazamiento

quimico (Chemical Shift) o con espectroscopia (ERM) [153].

1.3.6 ESTADIFICACION

Después de haber realizado un diagnostico de higado graso no alcohélico, el
siguiente paso es determinar la gravedad, ya que proporciona informacion importante en
el prondstico. Historicamente este paso ha requerido una biopsia hepatica, aunque ha
habido muchos avances recientes que permiten el estadiaje no invasivo. Al determinar
la estadificacion en pacientes con higado graso no alcoholico, hay dos aspectos a
considerar: (1) el nivel de fibrosis y (2) el nivel de inflamacion / balonizacion hepatica,
y existen diferentes métodos para su evaluacion que van desde los menos invasivos
hasta los mas invasivos, ilustrados en la tabla 7 [88]. Estos métodos se describiran con

mayor profundidad en los siguientes apartados.
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Tabla 7. Métodos para la evaluacion de fibrosis y EHNA. Adaptada de [88].

Fibrosis EHNA

Fibroscan CK18/ NASH / FibroM
i i test / FibroMax
Menos invasivos NAFLD fibrosis score/

; Ultrasonografia contraste
BARD/Fibrotest

Mas invasivos Biopsia hepatica Biopsia hepética

1.3.6.1 BIOPSIA HEPATICA: DIAGNOSTICO Y
ESTADIFICACION ANATOMOPATOLOGICA

La biopsia hepatica sigue siendo el estandar de oro o “Gold Standard” para el
diagnostico y estadificacion de la EHGNA, sin embargo, es cara y conlleva un cierto
riesgo de morbilidad y mortalidad [88, 120, 139]. Dados los riesgos y beneficios
citados, se debe considerar la biopsia hepatica en los pacientes con HGNA que tienen
mayor riesgo de esteatohepatitis y fibrosis avanzada (fuerza de recomendacion - 1,
evidencia - B) [120. 139]. La presencia de sindrome metabdlico y el indice de fibrosis
HGNA (se cita en el apartado “técnicas no invasivas para el estadiaje del HGNA”)
pueden ser validos para la identificacion de pacientes que tienen mayor riesgo de
presentar esteatohepatitis y fibrosis avanzada (fuerza de recomendacién — 1, evidencia -
B) [120, 139]. La biopsia hepética también debe ser considerada en pacientes con
sospecha de HGNA en los que no se puede descartar otra etiologia de esteatosis
hepéatica o la coexistencia de enfermedades crénicas hepaticas sin biopsia (fuerza de
recomendacion - 1, evidencia - B) [120, 139].

No hay cambios patologicos que puedan distinguir de forma significativa el
HGNA del higado grado alcohélico (HGA), por lo tanto una historia clinica en la que se

confirme la ingesta etilica es esencial para distinguir entre estas dos patologias
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comunes.

Los cambios histolégicos en el higado graso no alcoholico son principalmente
parenquimatosos y en localizacion perivenular, aunque pueden aparecer en menor
medida lesiones portales y periportales. La esteatosis simple es por lo general
macrovesicular, resultante de la acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos, de
hecho, la presencia de esteatosis en al menos el 5% de los hepatocitos es aceptada para
confirmar el diagnostico de HGNA [27].

Las caracteristicas de la esteatohepatitis no alcohdlica incluyen lesion
hepatocelular, que se caracteriza por balonizacién de hepatocitos, con inflamacion,
fibrosis perisinusoidal, y predominio de las lesiones en la zona 3 [27]. En la EHNA
pueden ocurrir alteraciones mitocondriales que contribuyen al dafio hepatico, pero rara
vez aparecen en la esteatosis simple [27]. Mas recientemente, el EHNA-CRN (NASH
Clinical Research) ha establecido que la EHNA esta establecida por “la presencia de un
patrén caracteristico de esteatosis, inflamacion y dilatacion hepatocelular en las biopsias
de higado en la ausencia de consumo de alcohol importante™, eliminando asi la fibrosis
sinusoidal de la definicién [75].

Las caracteristicas histoldgicas tipicas de la esteatosis y la inflamacién a menudo
desaparecen en la enfermedad avanzada a fibrosis. El carcinoma hepatocelular es una
complicacion bien reconocida de la cirrosis relacionada con EHNA, pero también
pueden estar asociados con higado graso no alcohdlico precirrotico.

En la biopsia hepatica hay que subrayar la dificultad actual para establecer una
clara distincion entre lo que constituye EHNA, probable EHNA vy esteatosis simple [26,
27, 155]. En este contexto, no es por tanto sorprendente que el diagndstico puede variar
segun patdlogo, lo que justificaria la necesidad de aclarar esta controversia [26, 27,
155].

Se han propuesto varios sistemas para la evaluacién histoldgica de higado graso
no alcohdlico, entre los cuales el sistema mas aceptado en la actualidad es el de Kleiner
(NAS: NAFLD Activity Score) [27].

El sistema Kleiner proporciona una puntuacion que combina el grado de
esteatosis (0-3), inflamacidn lobular (0-3) y el nivel de balonizacion hepatocelular (0-2),
con una puntuacién adicional para la fibrosis. Una puntuacion superior a 5 sugiere
probable EHNA o EHNA definitiva, e inferior a 3 indica que la EHNA es poco probable

[27]. A pesar de que los valores extremos estan estrechamente vinculados a la ausencia
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(NAS <3) o la presencia de EHNA (NAS> 4), hay una zona indeterminada sobre los
valores intermedios.

Recientemente, a partir de un estudio, se ha propuesto un nuevo algoritmo, que
incluye un sistema de puntuacion para la clasificacion histopatoldgica de las lesiones
hepaticas que cubre todo el espectro de lesiones posibles en pacientes con obesidad
morbida [155]. Para la diferenciacion de las lesiones hepaticas en: higado normal,
HGNA o EHNA se ha constituido el indice SAF (S: steatosis; A: activity; F: fibrosis),
que mide los siguientes parametros [155]:

- Esteatosis: presencia de gotas lipidicas de gran o mediano tamafio en los
hepatocitos, con las siguientes puntuaciones: (0) <5% de hepatocitos; (1) 5-33%);
(2) 34 - 66%); (3) > 67 %).

- Balonizacion hepatocelular: (0) hepatocitos normales con forma cubica, color
rosa y citoplasma eosinofilo; (1) presencia de grupos de hepatocitos con una
forma redondeada y citoplasma palido generalmente reticulado, con tamafio
similar al de los hepatocitos normales; (2) similar a 1 con algunos hepatocitos

agrandados, al menos 2 veces superiores a los hepatocitos normales.

- Inflamacién lobular: presencia de 2 o mas células inflamatorias en el I6bulo
hepatico. Este recuento se realiza al microscopio en 20 aumentos (0: ninguno; 1:

< 2 células; 2:> 2 células).

- Presencia de fibrosis perisinusoidal: (FO) ninguna; (F1) 1a o 1b si fibrosis
perisinusoidal en la zona 3, o 1c si fibrosis portal; (F2) la fibrosis periportal y

perisinusoidal sin transicidn a puente; (F3) fibrosis en puente; (F4) cirrosis.

En este nuevo indice, el grado de actividad (A) tiene una puntuacion entre 0 y 4,
constituyendo la suma de balonizacion (0-2) e inflamacion lobular (0-2). Aquellos casos
con una puntuacion A = 0, no presentan actividad, A = 1: actividad leve, A = 2:
actividad moderada, A> 3: actividad intensa.

En este estudio [155], realizado a 679 pacientes obesos morbidos sometidos a
biopsia hepatica durante la realizacién de cirugia bariatrica, el indice de actividad “A”

(balonizacién + inflamacidn lobular) se correlacioné intensamente con el diagndstico de
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EHNA, ya que todos los pacientes con EHNA tenian una puntuacion superior a 2,
mientras que ningun paciente con puntuacion inferior a 2 tenia EHNA. Esta puntuacion
se correlacion6 estrechamente con ALT y AST (p <0,0001, ANOVA). EIl acuerdo entre
observadores para el diagnéstico de EHNA fue excelente (x = 0,80) entre los patologos,
y no hubo diferencias significativas entre el diagnéstico inicial y el diagndstico
utilizando el nuevo algoritmo.

En el sistema SAF, el diagndstico de HGNA de acuerdo con este estudio, se
establece con una puntuacion S > 1, A < 2, F cualquiera; y el diagnéstico de EHNA se
establece con S > 1, A > 2 (si A es =2 debe de existir un punto por balonizacién y un
punto por inflamacion lobular) y F cualquiera.

A diferencia del sistema NAS, el indice SAF pueden identificar subgrupos
especiales de pacientes dificiles de clasificar (no presentan criterios de EHNA), como
por ejemplo aquellos con esteatosis y fibrosis perisinusoidal, pero sin lesiones celulares
o inflamacion lobular sin balonizacion (S>1 A 0-2 F1); o los casos con inflamacion y
lesiones celulares, pero sin esteatosis (SO A> 2 F 0) [155].

1.3.6.2 ESTADIAJE POR TECNICAS NO INVASIVAS

A) TECNICAS NO INVASIVAS PARA EL DIAGNOSTICO DE EHNA

Biomarcadores séricos:

Dentro de los marcadores comerciales para determinar la funcion hepatica

destacamos algunos de ellos:

- SteatoTest: combina 10 marcadores en el analisis de sangre (ALT, a-2-
macroglobulina, apolipoproteina A-l, haptoglobina, bilirrubina total, GGT,
colesterol, AST, glucosa) con la edad, sexo e IMC, presentando una validez de
area bajo curva ROC de 0,8 en el diagndstico de la esteatosis hepatica, superior a
lade la GGT, ALT o una ecografia [88].
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-EHNA test que combina 13 marcadores bioquimicos y variables clinicas para
predecir la presencia o ausencia de EHNA, presentando una especificidad,
sensibilidad, VPP y VPN de 94%, 33%, 66% y 81% respectivamente [88].

Se han identificado muchos otros biomarcadores séricos que forman parte de los
mecanismos clave en la patogénesis de EHNA, tales como marcadores inflamatorios,
estrés oxidativo, apoptosis y RI. La inflamacion se asocia con un aumento de TNF-a. y
disminucién de la expresion de adiponectina (medidos mediante ELISA) y este
desequilibrio de citoquinas parece correlacionarse con EHNA [15], aunque la precision
o utilidad clinica de estos marcadores auin no ha sido determinada.

Musso et al. observaron en un estudio que el nivel de adiponectina sérica
fue significativamente menor en pacientes con EHNA que en aquellos con esteatosis
simple, con un &rea bajo curva ROC de 0.765, sensibilidad del 68% vy la sensibilidad de

79% para distinguir EHNA de esteatosis simple [50].

Ecografia con contraste (Levovist):

La ecografia con contraste (Levovist) consiste en la primera técnica de imagen
utilizada para demostrar posibilidad de distincion entre esteatosis simple y EHNA. En
un estudio de 64 pacientes clasificados en higado normal, HGNA o EHNA, esta
modalidad diagnosticO EHNA con un area bajo curva ROC de 100%. La acumulacién
de microburbujas Levovist en el parénquima hepéatico se mantuvo disminuido en la
EHNA, pero no en el HGNA o la hepatitis viral cronica. El grado de disminucion que se
observa en la EHNA se correlaciona con la fibrosis en mayor medida que la esteatosis
[88].

Elastografia por resonancia magnética:

En un reciente estudio publicado en radiology, las mediciones de rigidez
hepética con elastografia por resonancia magnética en pacientes con HGNA podrian
ayudar a identificar a los individuos con esteatohepatitis, incluso antes de la aparicion

de fibrosis, debido a que los pacientes con higado graso no alcohdlico que presentan
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inflamacion hepatica pero no fibrosis tienen mayor rigidez hepética interpretada en la
técnica que aquellos con esteatosis simple, y la media de rigidez hepética en pacientes
con esteatohepatitis es a su vez mas baja que los pacientes que presentan fibrosis [51].

B) TECNICAS NO INVASIVAS PARA EL DIAGNOSTICO Y
ESTADIAJE DE FIBROSIS:

Fibrometer:

Consiste en un panel de marcadores séricos que se originalmente fue
desarrollado para la estadificacion de la fibrosis en hepatopatia crénica por VHC (Virus
de la Hepatitis C). Fibrometer ha demostrado una buena precision diagnostica en
relacion con la fibrosis asociada a EHNA. Este panel combina siete variables (edad,
peso, glucosa en ayunas, AST, ALT, ferritina y recuento de plaquetas), y ha demostrado
una validez de area bajo la curva ROC de 0.943 para fibrosis significativa (F2 y 3),
0.937 para la fibrosis severa (F4) y 0.904 para cirrosis, respectivamente. La
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de Fibrometer para el diagnéstico de fibrosis
significativa era del 78,5%, 95,9%, el 87,9 y el 92,1% [88].

Fibroscan o Elastografia transitoria (Fibroscan, EchoSens):

Consiste en un método no invasivo para evaluar en el higado la fibrosis. Emplea
la tecnologia de ultrasonidos basada en la medicion de la rigidez del higado, y ha sido
validado para su uso en pacientes con hepatitis crénica C, coinfeccion VIH/VHC y
enfermedades colestasicas. Puede que no se obtenga informacion en un 5% de los casos,
siendo esta situacién mas comun en los pacientes obesos, por lo que hasta ahora se ha
limitado mucho su uso en la cohorte de pacientes con HGNA, aungue recientemente se
ha introducido una sonda XL que puede reducir este problema. El equipamiento es caro.
Diversos meta-analisis de fibroscan en HGNA han demostrado para la determinacion de
fibrosis una validez del area bajo curva ROC, sensibilidad y especificidad de 0.94, 0.94

y 0.95, respectivamente [52].
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Indice de fibrosis HGNA:

Es un panel compuesto seis variables: edad, glucemia, indice de masa corporal,
plaquetas, albimina y relacién AST / ALT. En el andlisis de la validez del indice como
prueba para determinar el indice de fibrosis hepatica, sostiene un area bajo curva ROC
de 0.84 [88].

Fibrotest:

Consiste en otro marcador validado para la determinacion cuantitativa de la
evaluacion de la fibrosis en el HGNA. En el se utiliza la combinacion de cinco
marcadores bioquimicos: haptoglobina, a2-macroglobulina, apolipoproteina Al,
bilirrubina total y la GGT, corregida por edad y género. Presenta una validez
diagnostica para determinacion de fibrosis hepatica con una media estandarizada de area

bajo curva ROC de 0,84 para fibrosis avanzada en pacientes HGNA [88].

Puntuacion de BARD:

Consiste en un sistema de puntuacion simple disefiado para excluir una alta
probabilidad de fibrosis avanzada en pacientes con higado graso no alcohdlico. Dicha
puntuacion combina tres variables: indice de masa corporal, AST / ALT vy la presencia
de diabetes (IMC mayor a 28 = 1 punto, la asociacién de AST/ALT mayor a 0,8 = 2
puntos, DM = 1 punto), y la suma de dichos puntos se establece entre una puntuacién de
0-4. Diversos estudios determinan la siguiente validez: area bajo la curva ROC de 0,67
(IC 95%: 0,56 a 0,77), con sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de 51%, 77%, 45%
y 81% respectivamente [52, 88].
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FIB-4:

Sistema que combina la edad y tres parametros bioquimicos convencionales
(plaguetas, ALT y AST) para evaluar la fibrosis. Ha demostrado para el diagndstico de
fibrosis un area bajo curva ROC de 0,86, sensibilidad 85%, especificidad 65% y VPN
de 95% [52, 88].

indice APRI:

Consiste en dividir el resultado de la transaminasa AST por el valor de
referencia (méximo) que aparece en el resultado del examen, y dicho resultado de la
division debe ser dividido por el namero de plaquetas y después ese nuevo resultado
multiplicarlo por 100. Si el resultado del APRI es inferior a 0,5 muy probablemente no
existe fibrosis (FO) o existe un minimo de fibrosis (F1). Pero si el resultado del calculo
APRI es superior a 1,5 indica que puede existir una fibrosis avanzada (F3) o hasta
cirrosis (F4). Un resultado entre 0,5 y 1,5 no logra identificar si existe cualquier grado
de fibrosis o cirrosis. APRI fue desarrollado originalmente para su uso en la hepatitis
cronica C, pero su utilidad en la EHGNA ha sido valorada en diversos estudios, dando
una validez promedio de 0,65 — 0,75 en el area bajo la curva ROC para el diagnostico de

fibrosis avanzada [52, 88].

Indice AST/ALT:

Es un indice facil de calcular, y es componente de otros
sistemas de puntuacion, por ejemplo BARD. Recomendado para la exclusion
de fibrosis avanzada (area bajo curva ROC 0,742 para fibrosis avanzada si el indice es
mayor a 0,8) [52, 88].

Los cuatro ultimos sistemas han sido recomendados en la revision reciente de

sistemas de puntuacién no invasiva para la exclusion de fibrosis avanzada en la practica
clinica [52].
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Nuevas técnicas no invasivas para el estadiaje del HGNA

Como se ha descrito en el apartado de “fisiopatologia de la HGNA”, la apoptosis
de los hepatocitos es un fendmeno patoldgico importante en la EHNA y la magnitud de
la apoptosis se correlaciona con el grado de dafio hepético y el estadio de la fibrosis
[107, 108]. Por lo tanto, la cuantificacion no invasiva de la apoptosis hepatocelular
representa un enfoque racional para evaluar la extension del dafio hepatico- Un estudio
reciente ha analizado un modelo no invasivo para el diagndstico de EHNA, que incluye
dos biomarcadores de la apoptosis de hepatocitos; fragmentos plasmaticos de CK-18 y
sFas [109]. Los resultados demuestran que el uso de los dos biomarcadores parece ser
mas preciso para el diagnostico de EHNA que el uso aislado de fragmentos de CK-18.
Los fragmentos de CK-18 y los niveles de sFas se mantuvieron significativamente
superiores en los pacientes con EHNA respecto a los pacientes con esteatosis hepatica
[109]. EI AUC para el diagnostico de EHNA incluyendo la medicion de fragmentos
plasmaticos de CK-18 y sFas (0,93) fue significativamente mayor que la utilizacion de
fragmentos plasmaticos de CK-18 de forma aislada (0,86) o sFas sola (0,86), con una
sensibilidad y especificidad para la prediccion de la EHNA (88% y 89%,
respectivamente) que son superiores que la sensibilidad y especificidad demostrada en
la medicion de fragmentos plasmaticos de CK-18 aislados [109].

Aunque la medicién en suero de CK18 puede constituirse como un
biomarcador prometedor para la identificacion de la esteatohepatitis, todavia es

prematura su recomendacion en la practica clinica habitual [109].
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1.3.6.3 ALGORITMO PARA LA ESTADIFICACION Y
SEGUIMIENTO DE UN PACIENTE CON HGNA:

Etapa 1
HGNA confirmado

|

Etapa 2
Calculo de HGNA fibrosis scare

= ETE - [ oere |

I | | |

[ Bajo riesgo Riesgo intermedio Alto riesgo
| v y
Tranquilizar Fibroscan
Repetir HGNA FE en C
— — I 1 !
_ 35 afios : 1 afio [ <7.9 kPa ] 7.9-9.6 kPa J [ 9.6 kPa

IV

1& i v +
o B 45 B 4
H Indeterminado EHNA
L (> 0igual a F3)

Seguimiento < 7 T 7~
Atencidn Primaria

Recomendacidn de
biopsia hepatica

T ]

—_—t EHNA

No fibrosis (actividad ++ o > F2 fibrosis)

v v

Manejo terapéutico de EHNA
y sus factores de riesgo

Figura 11. Propuesta de algoritmo para el seguimiento de un paciente con HGNA. Los pacientes con
HGNA y una puntuacién por debajo del limite para fibrosis tienen un bajo riesgo de fibrosis significativa
y de progresion de la enfermedad posterior, y pueden seguirse con seguridad en atencidn primaria. La
derivacién a atencion especializada esté indicada si se sospecha progresién de la enfermedad en la clinica
0 andlisis sanguineos. Una puntuacion en el rango de riesgo indeterminado o superior requiere mayor
investigacion. Se debe considerar biopsia hepética en pacientes cuyas pruebas no invasivas no son del
todo concluyentes para diagnéstico de fibrosis. ElI uso del Fibroscan en este algoritmo puede ser
sustituido por paneles de marcadores séricos de fibrosis (BARD, FIB-4, APRI, indice AST/ALT).
Adaptado de [88].
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1.3.7 TRATAMIENTO

El tratamiento de pacientes con HGNA se basa en el control de la patologia
hepética, asi como las comorbilidades metabdlicas asociadas: obesidad, hiperlipidemia,
resistencia a la insulina, y diabetes tipo 2. Como los pacientes con HGNA sin EHNA
tienen excelente pronostico desde el punto de vista hepético, los tratamientos dirigidos a

mejorar la enfermedad hepatica se deben limitar a las personas con EHNA.

1.3.7.1 INTERVENCION SOBRE EL ESTILO DE VIDA

Numerosos estudios han demostrado que la modificacion del estilo de vida
puede reducir niveles de aminotransferasas y mejorar la esteatosis hepatica cuando
medida por ultrasonografia [120, 123, 139] o resonancia magnética [120, 124, 139].

La mejor evidencia actual que utiliza la pérdida de peso como un medio para
mejorar la histologia hepatica en la EHNA proviene de un ensayo que asigno al azar a
31 personas obesas con EHNA a un grupo en el que se realizaron cambios de estilo de
vida (dieta intensiva, modificaciones del comportamiento, y 200 minutos por semana de
actividad fisica moderada durante 48 semanas) vs otro grupo en el que se aplic una
educacion basica estructurada y aislada [125]. El grupo de sujetos sometido a terapia
intensiva presentd una peérdida de peso del 9,3% (frente al 0,2% en el grupo de
asesoramiento dietético aislado) y dio lugar a una mejoria en la esteatosis, necrosis e
inflamacion, pero no en la fibrosis. Es importante destacar que los participantes con
pérdida de peso > 7%, presentaron mejoria significativa en la esteatosis, inflamacion
lobular, balonizacion hepatocitaria, y en NAS (NAFLD Activity Score) [125].

Dada la evidencia demostrada en este campo, se afirma que la pérdida de peso
reduce generalmente la esteatosis hepética, ya sea mediante dieta hipocal6rica sola o en
combinacioén con una mayor actividad fisica (fuerza de recomendacion — 1, evidencia -
A) [120, 139]. La pérdida de al menos 3 a 5% del peso corporal parece ser necesaria
para mejorar la esteatosis, pero una mayor pérdida de peso (hasta 10%) puede ser

importante para mejorar la actividad necroinflamatoria registrada en la EHNA (fuerza
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de recomendacion - 1, evidencia - B). La realizacion aislada de ejercicio en adultos con
HGNA puede reducir la esteatosis hepética, pero su capacidad para mejorar otros
aspectos de la histologia hepética sigue siendo desconocida [120, 139].

1.3.7.2 AGENTES SENSIBILIZADORES DE INSULINA

- Metformina: un reciente meta-analisis [121] ha concluido que la suma de
administracion de metformina durante 6 - 12 meses méas una intervencion estilo de vida
no ha mejorado los niveles de aminotransferasas o la histologia hepatica, en
comparacion con la intervencion del estilo de vida sola, independientemente de la dosis
de metformina o la presencia de diabetes, por tanto la metformina no tiene efecto
significativo sobre la histologia hepéatica y no se recomienda como tratamiento
especifico en adultos con EHNA (fuerza de recomendacion — 1, evidencia — A) [120,
121, 139].

- Tiazolidinedionas (TZDs): Belfort, et al. [53] realizaron un ensayo clinico controlado
y aleatorizado en el que se administraba pioglitazona (45 mg / dia) en pacientes con
EHNA que presentaron intolerancia a la glucosa o diabetes tipo 2. Aunque hubo un
significativo aumento de peso (2,5 = 0,5 kg) con pioglitazona, se aprecié mejoria
significativa de aminotransferasas, asi como de parametros histologicos como
esteatosis, balonizacion e inflamacion. EI NAS score mejoro en el 73% de los pacientres
tratados con pioglitazona frente al 24% de los pacientes tratados con placebo (P <0,001)
y se observé una tendencia hacia la mejoria en la fibrosis en los pacientes asignados al
azar a la pioglitazona (P = 0,08).

Un reciente meta-analisis [121] que incluyé cinco ensayos controlados y
aleatorizados, mostraron que la pioglitazona mejora significativamente la esteatosis
(OR: 4,05, IC del 95%: 2,58 a 6,35) y la inflamacion (OR: 3,53, IC del 95%: 2,21 a
5,64), pero no la fibrosis (OR: 1,40, IC del 95%: 0,87 a 2,24).

Ha habido un debate considerable sobre la seguridad a largo plazo de las
tiazolidinedionas, ya que se han asociado a mayor riesgo insuficiencia cardiaca
congestiva en pacientes con cardiopatia de base, cancer de vejiga y pérdida de masa

6sea, por lo que se debe tener cuidado al considerar su uso sobre todo en pacientes con
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deterioro de la funcion miocérdica [120, 139]. Debido al aumento del riesgo de eventos
coronarios, la rosiglitazona no se comercializa en Europa y su uso estd muy restringido
en los Estados Unidos [120, 139].

En conclusién, La pioglitazona puede ser usada para tratar pacientes con EHNA
confirmada con biopsia, sin embargo, hay que sefialar que la mayoria de los pacientes
que participaron en los ensayos clinicos que investigaban el uso de pioglitazona en la
EHNA eran no diabéticos y que la eficacia y seguridad a largo plazo de pioglitazona en
pacientes con EHNA no esté establecida (fuerza de recomendacion — 1, evidencia — B)
[120, 139].

1.3.7.3 VITAMINA E

El estrés oxidativo es considerado un mecanismo clave de lesion hepatocelular y
de progresion de la enfermedad en sujetos con EHNA. La vitamina E es un antioxidante
y ha sido investigado como tratamiento de esta patologia [120, 139]. En funcion de los
resultados obtenidos de varios metaanalisis, se concluye que la vitamina E (a-tocoferol),
administrada en dosis diaria de 800 Ul / dia, mejora pos parametros histoldgicos
hepaticos en adultos no diabéticos con EHNA y por lo tanto se debe considerar como
una primera linea farmacoterapéutica en estos pacientes (fuerza de recomendacion — 1,
evidencia — B) [120, 139].

Hasta que resultados adicionales apoyen su eficacia en pacientes diabéticos, la
vitamina E no se recomienda para el tratamiento de la EHNA en estos pacientes, ni se
recomienda en pacientes con HGNA sin biopsia hepética, ni en cirrosis asociada a
EHNA o cirrosis criptogenica (fuerza de recomendacion — 1, evidencia — C) [120, 139].

Respecto a posibles riesgos asociados a este farmaco, un reciente ECA describio
que la vitamina E administrada en una dosis de 400 Ul / dia aumentaba el riesgo de
cancer de préstata en hombres relativamente sanos (aumento absoluto del 1,6 por 1.000

personas-afio que tomaban vitamina E) [125].
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1.3.7.4 ACIDO URSODESOXICOLICO, ACIDOS GRASOS
OMEGA-3 Y AGENTES DIVERSOS

Numerosos ECAs multicéntricos han mostrado de forma convincente que el
acido ursodesoxicolico no produce mejoria histologica en pacientes con EHNA y
HGNA y por tanto su uso no esta recomendado (fuerza de recomendacion — 1, evidencia
— B) [120, 139]. Seria apresurado recomendar los acidos grasos omega-3 para el
tratamiento especifico del HGNA o EHNA, pero pueden ser considerados como los
agentes de primera linea para el tratamiento de la hipertrigliceridemia en pacientes con
higado graso no alcohélico (fuerza de recomendacién — 1, evidencia —B) [120, 139].

1.3.7.5 CIRUGIA BARIATRICA

La mayoria de los pacientes sometidos a cirugia bariatrica presentan HGNA, por
tanto se ha mostrado un interés por la cirugia bariatrica situandose como una opcién
significativa de tratamiento para la EHNA. No hay ECAs que hayan evaluado cualquier
tipo de procedimiento quirdrgico bariatrico para tratar especificamente el HGNA o
EHNA. Sin embargo, existen varios estudios de cohorte retrospectiva y prospectiva que
compararon la histologia hepéatica en las personas con obesidad mérbida, antes y
después de la cirugia bariatrica. Un reciente metaanalisis ha demostrado que la
esteatosis, esteatohepatitis y fibrosis parecen mejorar o resolverse completamente
después de la cirugia bariatrica [127], sin embargo, una revision Cochrane publicada
recientemente [128] llegd a la conclusion de que la falta de ensayos clinicos
aleatorizados o cuasi-aleatorizados impiden la evaluacion definitiva de los beneficios y
los dafios de la cirugia bariatrica como una aproximacion terapéutica para los pacientes
con EHNA. En conclusién, la cirugia bariatrica no esta contraindicado en individuos
obesos con HGNA o EHNA (pero sin cirrosis establecida) (fuerza de recomendacion —
1, evidencia —A). El tipo, la seguridad y la eficacia de la cirugia bariatrica en individuos
obesos con cirrosis asociada a EHNA no esté establecida (fuerza de recomendacion — 1,

evidencia — B). Seria prematuro considerar la cirugia bariatrica como una opcion
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terapéutica especifica para la EHNA (fuerza de recomendacion — 1, evidencia — B) [120,
139].

1.3.7.6 ESTATINAS

Como se ha citado en apartados anteriores, los pacientes con HGNA y EHNA
tienen mayor riesgo de enfermedad cardiovascular y varios estudios han establecido la
enfermedad cardiovascular como causa de muerte mas comdn en estos pacientes [101,
102]. Se debe considerar el tratamiento de la dislipemia en el marco general de la
reduccion del riesgo cardiovascular en pacientes con HGNA (fuerza de recomendacion
— 1, evidencia - B) [120, 139]. Numerosos estudios retrospectivos y prospectivos han
establecido que las estatinas son seguras en pacientes con enfermedad hepética y no hay
evidencia de que los pacientes con enfermedad hepatica crénica, incluyendo a HGNA y
EHNA tengan un mayor riesgo de lesion hepatica grave causada por las estatinas
respecto a pacientes sin enfermedad hepatica [120, 139]. Hasta ECAs con estudios
histoldgicos que permitan comprobar su eficacia, las estatinas no deben ser utilizadas
para tratar especificamente la EHNA (fuerza de recomendacion — 1, evidencia - B) [120,
139].

1.3.7.7 NUEVOS TRATAMIENTOS

Existen diversos farmacos cuya eficacia se esta probando en estudios fase 2/3
[156]. En estudios de pequefia cohorte, la pentoxifilina (anti TNF-o) ha demostrado
beneficios histoldégicos y es un candidato adecuado para incluirlo en ECA
multicéntricos [156]. Destacan también estudios en curso con el &cido eicosapentanoico,
acido obeticolico y con bitartrato de cisteamina (antioxidante) [156]. GFT-505 es un
agonista PPAR-a/5, desarrollado por Genfit para el tratamiento potencial de la
aterosclerosis, dislipidemia, diabetes tipo 2, y EHNA [156, 157]. Estudios preclinicos y
ensayos clinicos en fase Il han demostrado que GFT-505 reduce los niveles plasmaticos

de triglicéridos, incrementa los niveles de HDL y mejora la sensibilidad a la insulina y
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los marcadores de disfuncion hepética asociados a EHNA [157]. En estos ensayos no se
han apreciado alertas toxicoldgicas o de seguridad tanto en animales como en humanos
[157]. Actualmente los estudios acerca de este farmaco se encuentran en fase 111, pero
los resultados no han sido publicados, y tendran que desarrollarse en el futuro estudios
multicéntricos que corroboren su eficacia y seguridad [156, 157].

1.3.7.8 TRATAMIENTO DEL HGNA EN PACIENTES CON
OTRAS PATOLOGIAS HEPATICAS CRONICAS

Debido a la alta prevalencia de factores de riesgo para el HGNA y EHNA, no es
infrecuente que en los pacientes con otras patologias hepaticas cronicas coexistan
caracteristicas histoldgicas del higado graso no alcoholico [120, 139]. La coexistencia
de esteatosis hepatica es comun en la hepatitis C y estd intensamente asociada con
enfermedad hepéatica avanzada [120, 139]. También se ha demostrado una alta
prevalencia de la esteatosis (40,5%) y la esteatohepatitis (15%) en los pacientes con
cirrosis biliar primaria, y en la practica clinica, no es infrecuente que los pacientes
obesos y / o diabéticos con enfermedad hepéatica autoinmune presenten esteatosis y
esteatohepatitis en las biopsias hepaticas [120, 139].

Estudios anteriores han demostrado que la obesidad, la Rl y la esteatosis
hepatica se asocian con una menor respuesta al interferon pegilado y ribavirina para el
tratamiento del VHC [120, 129, 139]. La obesidad no tiene el mismo impacto negativo
en la respuesta a los nuevos inhibidores de la proteasa [130] pero el impacto de la
resistencia a la insulina y esteatosis hepatica no han sido aln investigados
suficientemente [120, 139]. No se sabe si el tratamiento de esteatosis y esteatohepatitis
altera la historia natural de otras enfermedades cronicas del higado como la hepatitis C y
cirrosis biliar primaria. [120, 139] Ademas, no se conoce si los agentes tales como la
vitamina E vy pioglitazona son efectivos para el tratamiento de esteatosis y
esteatohepatitis cuando estan presentes otras enfermedades hepaticas cronicas [120,
139].
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1.3.7.9 RECOMENDACIONES RELATIVAS A LA PRACTICA
CLINICA

Los pacientes con higado graso no alcohdlico no deben consumir grandes
cantidades de alcohol (fuerza de recomendacion — 1, evidencia - B). No se
pueden hacer recomendaciones respecto al consumo leve de alcohol a
personas con higado graso no alcohdlico (fuerza de recomendacién — 1,
evidencia - B) [120, 139].

Los pacientes con cirrosis asociada a EHNA deben ser sometidos a
gastroscopia para examinar la presencia o0 no de varices gastroesofagicas de
acuerdo con las guias de practica AASLD (fuerza de recomendacion — 1,
evidencia - B) [120, 131, 139].

Los pacientes con cirrosis asociada a EHNA deben ser sometidos al cribado
de HCC de acuerdo a las guias de practica AASLD (fuerza de
recomendacién — 1, evidencia - B) [120, 132, 139].

Los estudios recientes no apoyan la repeticion rutinaria de la biopsia

hepatica en pacientes con HGNA o EHNA (fuerza de recomendacion — 2,
evidencia - C) [120, 139].
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

- JUSTIFICACION E HIPOTESIS

La obesidad es una enfermedad cronica multifactorial, cuya prevalencia ha
aumentado y continlda aumentando alarmantemente en nuestra sociedad, asi como en
paises en economia en transicion, hasta adquirir proporciones epidémicas [1]. Entre las
repercusiones clinicas mas importantes de la obesidad se encuentra el sindrome
metabolico, cuya manifestacion hepatica es el HGNA [83, 113]. En consecuencia, la
prevalencia del HGNA, y su espectro mas importante, la EHNA, ha aumentado en
paralelo con el incremento de la obesidad y la diabetes tipo 2, tanto en la poblacion
adulta como pediatrica [85, 86]. En la actualidad, el HGNA representa la causa mas

comun de enfermedad hepaética en el mundo occidental [83, 85].

El desarrollo de esteatosis hepatica y su evolucion hacia esteatohepatitis es un
proceso complejo y multifactorial, en el que la resistencia a insulina aparece como uno
de los mecanismos principales [83, 89, 91, 113]. Sin embargo, puede haber diferencias
de un paciente a otro en la relevancia relativa de los mecanismos asociados a la
EHGNA, en funcion de condicionantes genéticos y ambientales. De hecho, se ha
descrito que el papel de la resistencia a insulina, como mecanismo generador de

esteatosis, podria ser poco relevante en nifios obesos prepuberes [176].

Insulina, leptina y adiponectina destacan entre las hormonas mas relevantes en
los procesos que conectan la obesidad con el sindrome metabdlico y el higado graso
[28, 29, 30, 31, 32, 83, 64, 96, 113]. Nuestra hipotesis general es que, durante el origen
y evolucién de la EHGNA asociada a obesidad morbida, el higado sufre una alteracion
en la sefalizacién de insulina, leptina y adiponectina. Se ha demostrado el desarrollo de
resistencia hepatica a insulina en pacientes con HGNA vy existen evidentes argumentos a
favor de que el higado pudiera adquirir también resistencia a leptina [83, 113, 114, 133,

134, 135, 136, 137, 145]. En cambio, con respecto a la sefalizacién hepéatica de

95



adiponectina durante el desarrollo de la EHGNA, los datos son contradictorios en la

bibliografia.

Varios trabajos han demostrado una conexion entre la expresion de los
receptores de adiponectina y enzimas implicadas en la maquinaria celular de defensa
antioxidante [42, 43, 44, 58, 59].

. Esto, unido al destacado papel de los procesos oxidativos en el desarrollo de la

EHGNA [40, 41], nos ha llevado a plantear la siguiente hip6tesis de trabajo:

- Los posibles cambios en la expresién hepatica de los receptores de
adiponectina durante la progresion de la EHGNA, en obesidad mdrbida, pueden
estar asociados con la expresion de genes relacionados con la maquinaria celular

de defensa antioxidante.

En un higado sano, la leptina inhibe la sintesis de lipidos, incrementa la -
oxidacion y aumenta la sensibilidad de los hepatocitos a la insulina [64]. Sin embargo,
en pacientes obesos, los niveles elevados de leptina se asocian a higado graso y
sindrome metabolico [64, 69]; siendo un importante argumento a favor de que el higado
adquiera resistencia a leptina durante la EHGNA. Ademas, esta demostrado que hay
resistencia a insulina en los hepatocitos de un higado graso y se sabe que leptina e
insulina comparten vias de sefializacion intracelular [83, 113, 114, 133, 134, 135, 136,

137, 145]. Estos datos nos han llevado a proponer la siguiente hipotesis de trabajo:

- Durante el desarrollo de la EHGNA en obesos morbidos, aparecen
cambios en la expresion de genes relacionados con la sefalizacion hepética de
leptina, que podrian asociarse con la expresion de genes relacionados con la

sefializacién de insulina.

Histologicamente, la esteatosis hepatica se caracteriza por una acumulacion
excesiva de gotas lipidicas en el citoplasma de los hepatocitos [27, 155]. Las inclusiones
lipidicas del citoplasma estan gestionadas por una familia de proteinas anfiliticas,
localizadas en la superficie de las gotas. Dos de las proteinas mas importantes de esta
familia, perilipina y adipofilina, se encuentran presentes en los hepatocitos del higado
graso [140]. Partiendo del supuesto de que la esteatosis hepatica es consecuencia de una

disfuncién endocrina en el hepatocito, nos planteamos la siguiente hipdtesis de trabajo:
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- Durante el origen y la progresion de la EHGNA en obesos morbidos, los
incrementos de expresion de perilina 1 y adipofilina se podrian relacionar con la
expresion de genes asociados a la sefializacion hepatica de adiponectina, leptina e

insulina, identificando elementos clave de resistencia endocrina.

- OBJETIVOS

En nuestro estudio, resalizado a pacientes con obesidad morbida sometidos a
cirugia bariatrica en el Hospital Universitario San Cecilio de Granada, se han analizado

los siguientes objetivos.

1) Valorar la presencia y progresion de la EHGNA a partir de biopsias hepaticas

intrahoperatorias, segun el método de Kleiner.

2) Evaluar pardmetros bioquimicos relacionados con perfil hepatico, resistencia a
insulina, metabolismo lipidico y adipoquinas, asi como marcadores de estrés

oxidativo en sangre durante el origen y progresion de la EHGNA.

3) Evaluar la expresion génica intrahepatica de una serie de genes asociados a la
sefializacion de adiponectina, leptina, insulina, proteinas PAT, metabolismo
lipidico y estrés oxidativo durante el origen y progresion de la EHGNA, en las

biopsias hepaticas.

4) Establecer un vinculo entre los niveles de receptores de adiponectina hepéaticos
y el nivel de estrés oxidativo hepatocitario en distintos estadios de la EHGNA
(segun clasificacion histoldgica) mediante la medicion de niveles sanguineos de

marcadores de estrés oxidativo, asi como la cuantificacidn del nivel de expresién
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génica intrahepética de enzimas relacionadas con el estrés oxidativo: GPX1,

GRD e iNOS, en biopsias hepaticas.

5) Establecer un vinculo entre los niveles de expresion hepética de los genes
asociados a sefializacion de leptina, insulina y metabolismo lipidico durante el

origen y progresion de la EHGNA.

6) Establecer un vinculo entre los niveles de expresion de proteinas PAT vy los
genes medidos anteriormente con la intencién de identificar marcadores claves

de resistencia hepatica endocrina durante el origen y progresion de la EHGNA.

7) Valorar la evolucion de la actividad de marcadores plasmaticos relacionados con
el sindrome metabdlico (glucosa, trigliceridos, colesterol total, HDL, insulina,
HOMA-IR), marcadores de perfil hepatico (transaminasas y GGT), marcadores
plasmaticos de estrés oxidativo y adipoquinas, en muestras sanguineas

realizadas antes y un afio despues de la cirugia bariatrica.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MUESTRA

Se ha realizado un primer estudio de corte transversal en el que se han incluido
60 sujetos, en total 18 hombres y 42 mujeres, con obesidad morbida (IMC > a 40
Kg/m?), sometidos a cirugia bariatrica en el Hospital Universitario San Cecilio
(Granada, Esparia).

Se ha realizado segundo estudio observacional, analitico, con seguimiento de la
cohorte de pacientes citada (al final del estudio han quedado 42 pacientes), a los que se
ha realizado una valoracion estadistica de la evolucion del IMC y parametros
plasmaticos: glucosa e insulina, leptina y adiponectina, perfil hepatico, perfil lipidico y
de estrés oxidativo; antes y un afio después de la cirugia.

Se ha realizado un tercer estudio en un modelo celular invitro de esteatosis
hepatica para verificar algunos datos obtenidos en la cohorte de pacientes en relacion a

la asociacion entre adipofilina y SOCS-1.

Los criterios de exclusion para los estudios que han incluido a la cohorte de
pacientes han sido: los trastornos hepaticos primarios, ademas de aquellos que presentan
HGNA secundario a patologias como la deficiencia de alfa-1-antitripsina, la hepatitis
infecciosa o enfermedad de Wilson, identificados por los marcadores de la enfermedad
especifica. El consumo de alcohol maximo permitido en los participantes del estudio ha
sido como méximo de 30 g por semana en hombres y 20 g por semana en las mujeres.

El comité de ética del Hospital Universitario San Cecilio ha aprobado el estudio

y todos los sujetos han aceptado y firmado el consentimiento informado escrito.
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3.2 PARAMETROS BIOLOGICOS

Para el estudio de corte transversal las biopsias hepaticas han sido obtenidas en
el momento de la cirugia bariatrica. Para el estudio observacional, analitico, con
seguimiento de la cohorte se han tomado muestras de sangre antes de la cirugia, después
de 10 horas de ayuno postoperatorio y un afio después de la cirugia. Para el disefio del
estudio de modelo celular se han utilizado cultivos de la linea celular establecida
Illamada PLC-PRF-5 (hepatocarcinoma humano), que sintetizan en la superficie el
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBSAQ)

3.2.1 DETERMINACIONES DE PARAMETROS BIOQUIMICOS
SANGUINEOS

Las muestras de sangre han sido procesadas y analizadas por métodos de rutina
dentro de las 24 horas siguientes a la extraccion en el laboratorio de Analisis Clinicos
del Hospital Universitario San Cecilio. En cada paciente, se han analizado los niveles de
glucosa (mg / dlI), insulina (mU / ml), triglicéridos (mg / dl), colesterol total (mg / dl),
lipoproteinas de baja densidad (LDL) colesterol (mg / dl), lipoproteinas de alta densidad
( HDL), colesterol (mg / dlI), alanina aminotransferasa (ALT) (U / 1), aspartato
aminotransferasa (AST) (U / ) y gamma glutamiltransferasa (GGT) (U / I). En todos los
pacientes se ha calculado el indice HOMA-IR, que permite realizar estimaciones de
resistencia insulinica y funcién de las células beta mediante las concentraciones de la
glucosa y la insulina plasmaticas en ayunas, para evaluar la resistencia a la insulina,

mediante la formula citada a continuacion.

HOMAr = (insulina x glucosa)/22,5
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3.2.2 DETERMINACION DE ADIPONECTINA Y LEPTINA
PLASMATICA

Los niveles de adiponectina y leptina en plasma se han medido utilizando el kit
de LINCOplex con el Sistema Integrado de Luminex 100 2.3 software en el Bio-
PlexTM 200 System (BIO-RAD). Los ensayos han sido realizados de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

3.2.3 DETERMINACION DE PARAMETROS DE ESTRES
OXIDATIVO PLASMATICOS

- Niveles de nitritos: las muestras de plasma se han desproteinizado y se han
utilizado los sobrenadantes para medir la cantidad de nitrito, a través de la reaccion de
Griess a 550 nm en un lector de microplacas (serie TRIAD, Dynex Technologies). Las
concentraciones de nitrito se han calculado de acuerdo a una curva estandar y se han

expresado en nmol / ml.

- Medicién de niveles de glutation peroxidasa 1 (GPx1) y de glutation
reductasa (GRD): Los eritrocitos han sido lisados y se han utilizado sobrenadantes. La
Glutation peroxidasa (GPx1), glutation reductasa (GRD) y su actividad han sido
medidas después de la oxidacion de NADPH durante 3 min en un espectrofotometro
UV-(BIOMATE, Thermo Spectronic) a 340 nm. La actividad de ambas enzimas se ha

expresado en nmol / mg de hemoglobina (HB).

- Determinacién de niveles de glutation reducido (GR): los eritrocitos han
sido lisados y los sobrenadantes se han incubado con optalaldehido. La fluorescencia de
las muestras se ha medido en un espectrofluorémetro placa-lector (TRIADA serie) y se

ha calculado de acuerdo a una curva estandar de GR.
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- Determinacion de niveles de glutation oxidado (GO): los sobrenadantes han
sido pre-incubados con la N-etilmaleimida y, a continuacion alcalinizados con NaOH
(hidréxido de sodio). La fluorescencia mide la concentracion de GO y se calcula de
acuerdo a una curva estandar. Los niveles de GR y GO se han expresado en nmol / mg
HB.

3.24 ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Todas las biopsias han sido evaluadas por un Unico patélogo con experiencia
utilizando el sistema de puntuacion validada por Kleiner et al [27]. Este sistema de
puntuacion histologico cuantifica los cambios de actividad necroinflamatoria y
esteatdsicos (esteatosis, inflamacion lobular y balonizacién), dando lugar a resultados
para actividad de EHNA que oscilan entre 0 y 8. Las puntuaciones mayores o iguales a
5 han sido diagnosticadas como EHNA, las puntuaciones entre 3 y 4 han sido
diagnosticadas como probable EHNA, las puntuaciones de 1 y 2 han sido
diagnosticadas como HGNA sin EHNA, y la puntuacion 0 ha sido diagnosticada como
no HGNA. En funcion de esta puntuacion los pacientes han sido divididos en tres
grupos: grupo 0 (sin EHGNA: Kleiner 0), grupo 1 (HGNA sin EHNA: Kleiner 1y 2) y
grupo 2 (probable EHNA o EHNA: Kleiner > 2).
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3.25 ESTUDIO DE EXPRESION GENICA EN EL
HEPATOCITO

Mediante técnicas de RT-PCR a tiempo real, se han evaluado la expresion de
una serie de genes asociados a la sefializacion de adiponectina, leptina, insulina,
metabolismo lipidico, estrés oxidativo e inflamaciébn en biopsias hepéticas
intraoperatorias. La expresion de genes estudiados se detalla a continuacion:

- Relacionados con sefalizacion de adiponectina: estudio de la expresion génica

intrahepatica de los receptores de adiponectina Adipo R1 y Adipo R2.

- Relacionados con sefializacion de leptina: estudio de la expresion génica
intrahepética de 2 isoformas celulares del receptor de leptina: OB-Ra, OB-Rb y dos

proteinas asociadas a la sefializacion de leptina: SOCS-1y SOCS-3.

- Relacionados con sefalizacion de insulina: estudio de la expresion génica
intrahepatica del receptor de insulina (INS-R), asi como dos proteinas asociadas a su

sefializacion: IRS-1 e IRS-2.

- Relacionados con la sintesis y catabolismo de lipidos: determinacion de la expresion
génica intrahepética de factores de transcripcion claves en la regulacion de la sintesis
lipidica: PPAR-0, SREBP-1c, SREBP-2 .

- Relacionados con la gestion de las gotas lipidicas citoplasmicas: dos proteinas
implicadas en la gestion de las gotas intracitopldsmicas de acidos grasos: perilipina A'y

adipofilina.

- Estudio de factores asociados con la induccidn y depuracién de estrés oxidativo:
determinacion de la expresion génica intrahepatica de las enzimas de estrés oxidativo
glutation peroxidasa 1 (GPx1), glutation reductasa (GRD) y la sintetasa del 6xido
nitrico inducible (iNOS).
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3.251 EXTRACCION DE RNA TOTAL DE TEJIDO HEPATICO

El RNA total (que incluye RNAs mensajeros, ribosomicos y de transferencia) de
tejido hepatico ha sido extraido mediante el kit comercial “RNeasy Mini Kit de
Quiagen”. Con la intencion de minimizar la contaminacién con DNA gendmico, se ha
optado por digerir especificamente el DNA durante el proceso de extraccion, utilizando
el kit comercial “RNase-Free DNase Set de Quiagen”. El protocolo, segin las
instrucciones del fabricante, se describe brevemente a continuacion:

Se homogeniza en 0,5 ml de tampon de lisis una biopsia tejido hepéatico. A
continuacion se mezcla el homogenado con un volumen equivalente de etanol al 75 % y
se pasa por las columnas de extraccion de RNA, suministradas por el fabricante,
mediante centrifugacion a 10000 rpm durante 30 segundos. Se resalta que el
homogenado tiene las condiciones quimicas necesarias para que el RNA sea
especificamente retenido por la resina incluida en la columna, por lo que se desecha el
liquido tras atravesar la resina. A continuacion se realiza un lavado de la resina incluida
en la columna con 350 ul de tampon RW1, mediante centrifugacion. El siguiente paso
es una digestion, in situ, de DNA genomico afiadiendo 80 pl de DNAsa diluida en
tampdn de reaccion (a la proporcion indicada por el fabricante) sobre la propia resina e
incubando 15 minutos a temperatura ambiente. Tras la digestion se realizan tres lavados
(uno con 350 pl fe tampon RW1 y dos con 500 pl de tampdn RPE) mediante el
procedimiento de centrifugar y desechar el volumen que atraviesa la resina. Por ultimo,
se eluye la resina en 50 pl de agua ultrapura durante 1 minuto a temperatura ambiente,
se centrifuga la columna a 13000 rpm durante 1 minuto en un tubo limpio y se recupera
el volumen que contiene disuelto el RNA total de tejido adiposo. La concentracién final
del RNA se determina mediante medida de la absorbancia a 260 nm, teniendo en cuenta
que el coeficiente de extincién molar para el RNA es de 40,0 pg-pl™*-DO™. La pureza
del RNA se determina calculando la relacién de absorbancias a 260 nm y a 280 nm.
Relacion que, para muestras puras de RNA, es de 2,0. EI RNA se conserva a -80 °C

hasta su utilizacion.
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3.25.2 RETROTRANSCRIPCION DEL RNA

La retrotranscripcion de RNA total a DNA copia ha sido realizada mediante el
kit comercial “iScript™ Select cDNA Synthesis Kit de BioRad”, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente el protocolo consiste en mezclar 500 ng de
RNA con el tampon y la enzima suministrada por el kit, en un volumen final de 20 pl. A
continuacion se realiza una incubacion, en un termociclador de 5 minutos a 20 °C
(temperatura de hibridacién de los cebadores), 30 minutos a 42 °C (temperatura de
reaccion) y 5 minutos a 85 °C (temperatura de desnaturalizacion irreversible de la
enzima).

Se destaca que dicho kit utiliza dos tipos de oligonucledtidos para cebar el RNA:
1) hexanucledtidos de secuencia aleatoria y 2) oligo-adeninas, que se uniran a las “colas
de poly-T” del extremo 3’ del los RNAs mensajeros.

Una vez finalizada la retrotranscripcion, el producto de reaccion se diluye con

agua hasta un volumen final de 80 ul y se congela a -20 °C hasta su utilizacion.

3.25.3 DISENO DE LOS CEBADORES

Los cebadores (tabla 8) han sido analizados previamente para evaluar su
especificidad y sensibilidad. EI tamafio de los oligonucledtidos y la composicion
relativa en adenina y timina ha sido la misma en cada pareja de cebadores, con la
intencién de obtener temperaturas de hibridacion similares. En el disefio de cada pareja
de cebadores se ha prestado especial atencion en evitar regiones de dimerizacién, que
pudieran competir con la amplificacidn de la secuencia problema y sobreestimar el valor
de fluorescencia emitido por el intercalante EvaGreen’. La ausencia de dimeros de

cebadores ha sido comprobada previamente para cada pareja.
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Los cebadores se han disefiado a partir se secuencias humanas de DNA copia de
RNA mensajero, obtenidas de la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Siempre que se detectasen isoformas en los RNAs, los
cebadores se han disefiado frente a regiones comunes a todas ellas. Por Gltimo, siempre
que ha sido posible, se han disefiado los cebadores frente a exones diferentes y
contiguos, con la intencion de eliminar completamente la interferencia provocada por
trazas de DNA genomico. Esta interferencia es relevante Unicamente en genes de muy

bajo nivel de expresion.

109



Tabla 8. Secuencias de los cebadores para la amplificacion de cDNA por PCR en tiempo real.

Gen Sentido de imprimacion Antisentido de imprimacion Tamaiio
ADIPOR1 ccatgcactttactatcgctgagggectttg ctgaaggttggagactccatagaagtggac 233 bp
ADIPOR?2 ttcctaccttgcactatgtcatcteggagg gaaacgaaactcctggaggtttgagacacc 251 bp
GPx1 tggacaattgcgccatgtgtgectgete tgatgcccaaactggttgcacgggaag 265 bp
GRd aacaacatcccaactgtggtcttcagccac gtagggtgaatggcgactgtgttgtcaaag 314-bp
iINOS gatgaggaccacatctaccaggag ccataggaaaagactgcaccgaag 284—bp
PPIA ccatggcaaatgctggacccaacacaaatg tcctgagctacagaaggaatgatctggtgg 256tm
RPS13 ggtgttgcacaagtacgttttgtgacaggc tcatatttccaattgggagggaggactcgce 251bp
/\dipof”ina accacgtgccacaccctcctgtccaacate cttgtccatctctgcaccttggtcctgage 306 pb
PerHipina.l caaagcgcagggtcagcgacagcttcttce ccatagaatcagagcaggctgcggctetgg 348 pb
Ob-Ra ccattgagaagtaccagttcagtctttacccaatat tecctgggtacttgagattagggagtagty 329 pb
Ob-Rb ccattgagaagtaccagttcagtctttacccaatat aagaggaccacatgtcactgatgctgtatgc 326 pb
SOCS-1 tccgcacattccgttcgcacgecgattace acgtagtgctccagcagctcgaagaggcag 301 pb
SOCS-3 tgcgtgctcaagctggtgcaccactacatg gcatcgtactggtccaggaactcccgaatg 314 pb
INS-R tctgatactagtcaaggtccagaaccagcc aaagctgcagcacatttgatcctgegttge 284 pb
IRS-1 tgctgttaacgagtatgccataggataggac ctttgtgtacacagatgaagtagcaccggg 297 pb
IRS-2 cggcttccagaatggtctcaactacatcge ctctttcacgatggtggcctecttcaagtg 280 pb
SREBP-1 agaagcttggcgatcgccggctgctgcacg gcgaaggcacacagcagccgcaggtcgaac 232 pb
PPAR-a cactggaactggatgacagtgatatctcce agcatccgactcecgtcttcttgatgatctg 263pb
SREBP-2 232 pb

acgcagagcaccaagcacggagaggtggat

ggcaatggcagtgccaccacccagcttaac
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3.25.4 PCR A TIEMPO REAL

La cuantificacion de la concentracion de cada RNA mensajero se ha
determinado a partir de una fraccion del volumen de retrotranscripcion que ha oscilado
entre 2 y 8 pul, dependiendo de la “fuerza” de expresion genética. El proceso se ha
desarrollado mediante la técnica de PCR a tiempo real, utilizando la Mix de PCR
“SsoFast EvaGreen Supermix de BioRad” y la plataforma CFX96 de BioRad.

Brevemente, la técnica basa en una reaccion de amplificacion (Polimerase Chain
Reaction) de una determinada secuencia (perteneciente al RNA mensajero a cuantificar)
mediante el uso de cebadores especificos. La cuantificacion se realiza acoplando la
reaccion de amplificacion a un fluorimetro que determina con precision la cantidad de
DNA producida en cada ciclo de amplificacion. De esta manera se establece una curva
de crecimiento de DNA, a partir de la cual se puede estimar la concentracion inicial, al
inicio de la reaccion. El parametro méas importante de dicha curva es el Ct (threshold
cycle) que se define como el punto en que la curva de crecimiento de DNA supera el
umbral de deteccion de fluorescencia. La relacion matematica entre el valor de Ct y la
cantidad inicial de DNA copia ha sido determinada previamente mediante una curva
patrén.

La Mix de PCR empleada utiliza como método de cuantificacion del DNA, la
fluorescencia emitida por el intercalante EvaGreen®. Al ser un método que determina la
cantidad global de DNA, se requiere un cuidado especial en el disefio y optimizacién de
los cebadores.

El volumen final de todas las reacciones de PCR ha sido de 20 ul y la
concentracion final de los cebadores ha sido de 200 nM. Cada amplificacion ha sido
realizada con 40 ciclos. Tras cada ciclo se ha realizado una lectura de fluorescencia.
Cada ciclo consta de dos etapas: 30 segundos a 95 °C (temperatura de desnaturalizacién
del DNA) y 30 segundos a la temperatura 6ptima de hibridacion de los cebadores. Se
destaca que, siguiendo las recomendaciones del fabricante, no se afiade una etapa de
elongacion adicional a 72 °C, como es habitual en los protocolos de PCR. La enzima
incluida en la MIX (SsoFast®) ha sido modificada para incrementar la constante de
afinidad por el DNA, por lo que la elongacion puede realizarse durante la etapa de

hibridacion de cebadores, a temperaturas algo inferiores a 72 °C.
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La temperatura Optima de hibridacion de la reaccion de PCR se ha determinado
para cada pareja de cebadores, oscilando entre 65 y 69 °C. Cada reaccion de
amplificacion se ha desarrollado por duplicado. Los resultados se han normalizado con
la media del nivel de expresion de tres genes “housekeeping” (genes de expresion
constante) bien establecidos en la bibliografia [158]: PPIA (Peptidilprolil Isomerasa A)
RPS13 (Proteina Ribosomal S13) y ubiquitina C. Las unidades de expresion relativas
han sido femtogramos de mRNA/picogramos de mRNA housekeeping.

3.2.6 MATERIAL Y METODOS DEL MODELO INVITRO DE
ESTEATOSIS HEPATICA.

Para el disefio de este estudio se han utilizado cultivos de la linea celular
establecida llamada PLC-PRF-5 (hepatocarcinoma humano), que sintetizan en la
superficie el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAQ) (solo antigeno).
Los cultivos se han mantenido en monocapa adherente utilizando el medio de cultivo
RPMI-1640 suplementado con un 10% de suero bovino fetal, 10 U/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina. Las células se han incubado a 37° en una atmdsfera a un
5% de didxido de carbono (CO,) [177].

Durante el trascurso de los experimentos la confluencia celular inicial ha
oscilado entre el 60 y el 70%, y se han afiadido al medio de cultivo concentraciones de
acido oleico entre 0,125 y 2 mM. Para favorecer la solubilidad del acido oleico en el
medio de cultivo se ha suplementado con un 0,1% de albimina. Se ha extraido el RNA
total segun el método descrito para la extraccion de RNA en biopsias hepaticas. La
cuantificacion de la expresidn genética de adipofilina y SOCS-1 se ha realizado

utilizando el mismo método descrito para las biopsias hepaticas.
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3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Han sido realizados utilizando el Paquete Estadistico para Ciencias Sociales
(SPSS 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL. Las variables cuantitativas se han presentado como
media + error estandar de la media (ESM), salvo la edad que se ha expresado en
frecuencia absoluta y relativa (%).

En el estudio de corte transversal los andlisis para
comparacion de los parametros especificados en 3 grupos se han realizado mediante el
test ANOVA con analisis de comparaciones multiples entre los grupos mediante el test
de Bonferroni asumiendo igualdad de varianzas o el test de Games-Howell no
asumiendo varianzas iguales para comparacion de medias en variables cuantitativas
continuas. Aquellas variables que no se han ajustado a distribucién normal, han sido
transformadas mediante la aplicacion de logaritmos. La correlacion lineal ha sido
calculada mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. El significado del valor del
coeficiente de correlacion se ha expresado en: correlacion muy deébil si el valor es
menor de 0,2; débil si el valor oscila entre > 0,2 y < 0,4; moderada si el valor oscila
entre > 0,4 y < 0,6; intensa si oscila entre > 0,6 y < 0,8; y muy intensa si es > 0,8. Para
la realizacion del andlisis multivariante se ha aplicado el analisis de regresion logistica
binaria con la determinacion de la OR ajustada (aOR) y sus IC (95%). El criterio de

significacion estadistica ha sido de P <0,05.

En el estudio observacional, analitico, con seguimiento de la cohorte, los analisis
de las variables cuantitativas continuas se han realizado mediante el test de la tde

Student para muestras apareadas. El criterio de significacion estadistica ha sido P <0,05.
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4, RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS BASALES

En el estudio han participado 60 pacientes con obesidad mérbida (18 varones y
42 mujeres). De acuerdo con la puntuacion anatomopatologica de Kleiner, 8 de estos
pacientes no presentaban HGNA, 15 presentaban HGNA, 25 presentaban probable
EHNA y 10 personas presentaban EHNA. Los pacientes fueron divididos en tres
grupos:

- Grupo 0: no HGNA (n = 8 pacientes).
- Grupo 1: HGNA sin EHNA (n = 15 pacientes).
- Grupo 2: EHNA o probable EHNA (n = 35 pacientes).

La tabla 9 muestra los valores de las medias = sus correspondientes
desivaciones estandar del IMC, pardmetros bioquimicos sanguineos y los niveles
plasmaticos de leptina - adiponectina en los distintos grupos. En el andlisis estadistico
(tabla 9), se han apreciado incrementos significativos en: los niveles plasmaticos de
AST en el grupo 2 respecto al grupo 1, los niveles de colesterol total en el grupo 2
respecto al grupo 0, los niveles de colesterol LDL en el grupo 2 respecto al grupo 0, los
niveles de triglicéridos en el grupo 2 respecto al grupo 0 y los niveles de leptina en el

grupo 2 respecto al grupo 0.
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Tabla 9. Caracteristicas basales.

Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2
Caracteristicas basales P
n=8 n=17 n=35
Edad (afios) 41,13+2,5 451+29 445+ 1,6 ns
4 - - 0 0
Género Hombre- n (%) 4 (50%) 4 (23,5 %) 10 (28.5 %) -
- ier- 0, 0,
Mujer- n (%) 4 (50%) 13 (76,5 %) 25 (71.5 %)
IMC (kg/m?) 49 +4 51 +2,06 52,2+1,3 ns
AST (U/l) 276+4,1 26,3+4,8 346127 0,026**
ALT (U/l) 28,8+6,7 28,9+4,8 41,1+3,8 ns
GGT (U 51,9+14,2 40,5+ 10,2 37.8+4.9 ns
Colesterol total (mg/dl) 119,3+£11,2 158,6 +7,2 174,3+9,3 0,018*
LDL-colesterol (mg/dl) 57,1+9,3 928+74 100,1+7,6 0,026*
HDL-colesterol (mg/dl) 525+438 39,8+25 41,2+3,1 ns
Triglicéridos (mg/dl) 87 +11,6 1549+ 21,7 200,3+ 25,8 0,05*
Glucosa (mg/dl) 139,4 £15,7 127,2+8,9 139,5+9,0 ns
Insulina (LU/mI) 11,1+4,4 114+18 12,6 +1,3 ns
HOMA-IR 2,208 3506 4,4+0,5 ns
Adiponectina (ng/ml) 37,8+21,2 311+7,2 355+5,8 ns
29.202 +
Leptina (ng/ml) 15.736 £5.135 35.759 + 3.306 0,010*
2.424
Edad expresada en numero absoluto y proporcion entre paréntesis. Resto de variables

cuantivas expresados en media * error estandar. Los valores significativos (P) en los grupos
estén resaltados en negrita (indicando entre qué grupos las medias son significativas). ns: no

significativo.* Entre el grupo Oy 2. ** Entre el grupo 1y 2.
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4.2 PARAMETROS PLASMATICOS DE ESTRES OXIDATIVO

La tabla 10 muestra la concentracion plasmaética de nitritos, GPx eritrocitaria y
actividad de la GRD especifica, asi como la concentracion eritrocitaria de glutation
oxidado (GO) y reducido (GR) en relacion con la progresion de la EHNA. Los datos
son expresados en medias mas menos sus correspondientes errores estandar. Estas
variables son marcadores representativos de estrés oxidativo sistémico. En el analisis
estadistico (tabla 10) se han apreciado incrementos significativos entre los niveles de
nitritos en el grupo 2 respecto al grupo 0, y en los niveles de GO en el grupo 1y 2
respecto al grupo 0.

Tabla 10. Marcadores de estres oxidativo sanguineos

Marcadores de estrés Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 5
oxidativo sanguineos n=8 n=17 n=35
Nitritos (nmol/mL) 525+0,9 89+12 10,0+0,7 0,03*
Actividad especifica GPx
249+35 30,5+2,5 27,3+1,2 ns
(nmol/mg HB)
Actividad especifica GRd
2,3+0,2 2,4+0,2 2,3+0,1 ns
(nmol/mg HB)
Glutation Total (nmol/mg HB) 31+03 41+05 49+04 ns
GR (nmol/mg HB) 19+£01 2,1+0,3 2,8+£0,3 ns
0,03*
GO (nmol/mg HB) 1,1+0,3 2,0+0,2 2,1+0,1
0,004*=

Datos de variables cuantivas expresados en media * error estandar. Los valores significativos
(P) en los grupos estan resaltados en negrita. En aquellos parametros cuyos valores alcanzan
significacion estadistica en todos los grupos se muestran los valores P resultantes y al lado entre
paréntesis a qué diferencia entre grupos pertenece cada valor de P. * Entre el grupo 0y 1. **
Entre el grupo Oy 2.
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4.3 NIVELES DE EXPRESION GENICA INTRAHEPATICA Y
CORRELACIONES

4.3.1 RECEPTORES DE ADIPONECTINA Y MARCADORES
DE ESTRES OXIDATIVO

La tabla 11 muestra las concentraciones de mRNA hepatico de AdipoR1,
AdipoR2, GPx1, GRD e iNOS en relacion con la progresion del HGNA. Los datos son
expresados en medias mas menos sus correspondientes desviaciones estandar. Se ha
observado (tabla 11) que el nivel de expresién media de todos estos genes salvo GRD
ha incrementado significativamente en los pacientes del grupo 2 respecto al grupo 1 y 0.
En cuanto a la concentracion relativa de las isoformas del receptor de la adiponectina
(tabla 11), AdipoR2, ha sido significativamente mayor que AdipoR1 en el grupo 2 (p
<0,000) pero no en el grupo 1y 0.
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Tabla 11. Concentraciones de mRNA hepético de Adipo R1, Adipo R2, GPx1, GRD e iNOS en
relacion con la presencia y progresion del HGNA.

Concentracion mRNA Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2
hepético n=8 n=17 n=35 P
_ <0,000*
Adipo R1 11,8+2,7 16,4 +1,7 21,1+0,9
0,036**
<0,000*
Adipo R2 116 +35 20,3+2,8 30,3+1,4
0,03**
<0,000*
GPx1 39,7 45,3 52,02 +4,1 76,4 +2,9
<0,000**
GRD 11,4+42 17,9+19 20,6 0,9 ns
0,003*
iNOS 17,7+ 6,4 256+11,9 50,9+7,9
0,004**

Datos de variables cuantitativas expresados en media + error estandar de las concentraciones
de mRNA cuantificadas en femtogramos de mRNA/picogramos de mRNA housekeeping. Para la
realizacion del test ANOVA, iNOS ha sido trasformada posteriormente a logaritmo al no
presentar una distribucién normal. Los valores significativos (P) en los grupos estan resaltados
en negrita. * Entre el grupo 0y 2. ** Entre el grupo 1y 2. ns: no significativo.

También se ha analizado la correlacion entre la expresion génica hepatica en
todos los pacientes y, por separado, en grupo (categoria) mediante el coeficiente de
correlacién lineal de Pearson. Los niveles de expresion genica de iINOS se han
transformado previamente por funcion logaritmica para normalizar la distribucion. Se
han representado en grafico de dispersion (figuras 12, 13 y 14) aquellos valores que han
presentado correlaciones significativas en el total de pacientes y todos los grupos /
categorias, y en la tabla 12 las correlaciones significativas (entre paréntesis grupo /
categoria) entre los valores que no han presentado correlaciones significativas en todos
los grupos /categorias aungue si en el total de pacientes. En el total de pacientes se ha
observado una correlacion lineal intensa entre la expresion de ambos receptores de
adiponectina y GPx1 (figuras 12 y 13). Al comparar por grupos / categorias, estas
correlaciones han descendido ligeramente a moderadas-intensas en el grupo / categoria
2 respecto al 1y 0 (figuras 12 y 13).

Los niveles de expresion de AdipoR1 han mostrado una correlacion débil con las

expresiones de GRD e iINOS para todos los pacientes (tabla 12). Por otra parte, los
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niveles de expresion de AdipoR2 han presentado una correlacion moderada con los
niveles de expresion de GRD e INOS para todos los pacientes, siendo intensa la
correlacion entre Adipo R2 y GRD en el grupo / categoria 1, en cambio, en el grupo /
categoria 2 no son significativas.

Se ha observado una correlacion lineal intensa y significativa entre la expresion
génica de los dos receptores de adiponectina en todos los pacientes y sobre todo en el
grupo / categoria O (préacticamente perfecta), que desciende a moderada en los grupos /
categorias 1y 2 (figura 14).

La expresion de GPX1 se ha correlacionado de forma moderada con la expresion
de GRD y de INOS en todos los pacientes (tabla 12). Al comparar por grupos /
categorias, se ha observado una correlacion moderada entre GPx1 y GRD en el grupo /
categoria 1, y débil entre GPx1 e INOS en el grupo / categoria 2, no siendo

significativas en el resto de grupos / categorias (tabla 12).
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Figura 13
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Figuras 12, 13 y 14. Representacion grafica de las correlaciones lineales entre las
concentraciones de mRNA de GPx1 y Adipo R1-2, y entre Adipo R1-2. Las concentraciones de
mRNA se han cuantificado en femtogramos de mRNA/picogramos de mRNA housekeeping.
Categoria=grupo. RT: coeficiente de correlacion de Pearson en el total de pacientes (h= 60). RO-
1-2: coeficiente segln grupo / categoria. *P<0,05, ** P<0,01.
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GRD Log iINOS

Adipo R1 RT=0,328* RT=0,388"
. R1= 0,659**
Adipo R2
RT= 0,551** RT= 0,595**
R1=0,512* R2=0,382*
GPx1
RT= 0,458** RT=0,579**

Tabla 12. Coeficiente de correlacion lineal de Pearson entre las concentraciones de mRNA de los
parametros indicados en el total de pacientes. Se han incluido solo aquellos coeficientes
significativos en el analisis por gruposs. RT: coeficiente de correlacion de Pearson en el total de
pacientes (n= 60). R0-1-2: coeficiente seglin grupo.* P<0,05, ** P<0,01.

4.3.2 RECEPTORES DE LEPTINA Y SENALIZACION DE
INSULINA

Analizamos los niveles de expresion de tres genes clave en la sefializacion de
insulina (INSR, IRS-1, IRS-2) y analizamos también los niveles de expresion de las dos
isoformas predominantes del receptor de leptina en tejido hepatico: OB-Ra (isoforma
corta) y OB-Rb (isoforma larga). Los resultados se representan en la tabla 13.

En todos los grupos, la isoforma mayoritaria ha sido OB-Ra (tabla 13). A pesar
de ello, no se aprecian diferencias significativas, respecto a la presencia y progresion de
la EHGNA, ni en la concentracion ni en la relacion entre ambas isoformas (tabla 13).
Merece sin embargo destacar la elevada concentracion de OB-Ra en pacientes sin
EHGNA, respecto a los pacientes con EGHNA. Diferencia que no es significativa,
probablemente debido al reducido tamafio muestral del grupo 0 (tabla 13). En cuanto a
los niveles de expresidbn de INS, IRS-1 e IRS-2, no se observan diferencias
significativas entre los tres grupos de pacientes, destacando que se aprecia un descenso
no significativo en los niveles de expresion de IRS-1 entre el grupo 0 y la 1 grupo de
obesos sin EHGNA, cuya pérdida de significacion estadistica se deba probablemente al
reducido tamarfio muestral (tabla 13).

En el anélisis comparativo entre los receptores de leptina y los parametros de

sefalizacién de la insulina, destaca una intensa correlacion significativa entre los niveles
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de expresion de genes asociados a la sefializacion de leptina (OB-Ra, OB-Rb) con los
niveles de genes asociados a la sefializacion e insulina (INS-R, IRS-1, IRS-2) (figuras
15-20). Correlacion que alcanza un maximo (coeficiente de Pearson de 0,887) entre la
isoforma larga del receptor de leptina (OB-RDb) e IRS-1 (figura 18), en pacientes obesos
sin EHGNA. Hay que destacar que los coeficientes de correlacion entre los dos grupos
de genes son muy elevados en pacientes sin EHGNA (figuras 15-20), pero descienden a
moderadas en el grupo / categoria 1 e incluso evolucionan a débiles en el grupo /
categoria 2 para IRS-2 e INS-R en correlacién con Ob-Ra (no con Ob-Rb) (figuras 16 y
17). Esta situacion no ocurre con IRS-1 en correlacion con las isoformas del receptor de
leptina (figuras 15 y 18), ni con IRS-2 e INS-R en correlacion con Ob-Rb (figuras 19 y
20). Hemos observado también una importante correlacion entre los niveles de
expresion de las dos isoformas del receptor de leptina (OB-Ra y OB-b) (figura 21) y
entre los niveles de expresion de las dos proteinas IRS (figura 22). Los coeficientes de
correlacién son muy intensas en el grupo de pacientes sin EHGNA (coeficiente de
Pearson superior a 0,95 en ambos casos) y disminuyen (aunque siguen manteniéndose

intensas) con el origen y progresion de la enfermedad.

Tabla 13. Concentraciones de mRNA hepético de Ob-Ra, Ob-Rb, INS-R, IRS 1 e IRS 2 en
relacion con la presencia y progresion del HGNA.

Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2
Concentracion mRNA hepatico >
n=8 n=17 n=35

Ob-Ra 400,1 +£319,4 122,6 + 48,3 1543+ 32 ns

Ob-Rb 18,5+ 10,9 10,2+ 2 126+ 1,8 ns

INS-R 6,7+1,6 58+ 0,6 7,7+ 0,8 ns

IRS 1 49+33 09+ 0,2 1,2+ 0,2 ns

IRS 2 41+15 31+ 04 36+ 04 ns

Datos de variables cuantivas expresados en media * error estandar de las concentraciones de
mRNA cuantificadas en femtogramos de mRNA/picogramos de mRNA housekeeping. ns: no
significativo. Para la realizacion del test ANOVA las variables que no siguen distribucion
normal (todas menos INS-R) han sido transformadas posteriormente a logaritmos.
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Figura 17
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Figura 19
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Figura 21
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Figuras 15-22. Representacion grafica de las correlaciones lineales entre las concentraciones de
mRNA de las isoformas del receptor de leptina Ob-Ra y Ob-Rb y los factores relacionados con
sefializacion de insulina IRS-1, IRS-2 e INS-R (figuras 15-20). También se muestran las
correlaciones entre Ob-Ra — Ob-Rb (figura 21) y entre IRS-1 e IRS-2 (figura 22). Las
concentraciones de mRNA se han cuantificado en femtogramos de mRNA/picogramos de mRNA
housekeeping. Para la realizacion del coeficiente de correlacion de Pearson, las variables que no
siguen una distribucién normal han sido transformadas a logaritmos, sumando una unidad en
aquellas que presentan valores negativos. Categoria=grupo. RT: coeficiente de correlacion de

Pearson en el total de pacientes(n= 60). R0-1-2: coeficiente segin grupo / categoria. *P<0,05, **
P<0,01.

129




4.3.3 PROTEINAS SOCS

En nuestra cohorte de pacientes, el grupo O al compararse con el grupo 2,
muestra tendencia a un menor nivel de expresion de SOCS-1 y a un mayor nivel de
expresion de SOCS-3 (tabla 14).

En el analisis comparativo entre las proteinas SOCS-1 y 3 y las isoformas del
receptor de leptina — genes asociados a la sefializacion de insulina, hemos encontrado
correlaciones moderadas entre SOCS-1 y 3, y las isoformas del receptor de leptina Ob-
Ra y Ob-RbD (tabla 15), destacando una correlacion intensa y significativa entre Ob-Ra
y SOCS-1 en el grupo / categoria 0 que disminuye a moderada en el grupo / categoria 1
y 2 (figura 23 y tabla 15). También destacar una correlacion débil en el total de
pacientes entre Ob-Rb y SOCS-1 a diferencia de Ob-Rb y SOCS-3, en la que se
observan correlaciones moderadas y significativas en todos los grupos / categorias
(tabla 15). Se aprecian correlaciones moderadas y significativas entre SOCS-3 y los
genes asociados a la sefializacion de insulina (figuras 24, 25, 26 y tabla 15),
alcanzando las maximas correlaciones entre IRS-2 y SOCS-3 en el grupo / categoria 2
(R=0,690) y en el total de pacientes (R= 0,607) (figura 25 y tabla 15), a diferencia de
SOCS-1 con el que presentan correlaciones débiles para los genes asociados a
sefalizacion de insulina (tabla 15).

SOCS-1 y SOCS-3 muestran una correlacion moderada y significativa entre si en

el total de pacientes y en los grupos / categorias 1- 2 (figura 27).
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Tabla 14. Concentraciones de mMRNA hepatico de SOCS-1 y 3 en relacién con la presencia y
progresion del HGNA.

Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2
Concentracion mRNA hepatico P
n=8 n=17 n=35
SOCS-1 25+0,6 57+ 1,3 6,2+ 1,3 ns
SOCS-3 34,7+18/7 155+ 2,8 154+ 29 ns

Datos de variables cuantivas expresados en media * error estandar de las concentraciones de
mRNA cuantificadas en femtogramos de mRNA/picogramos de mRNA housekeeping. ns: no
significativo. Para la realizacion del test ANOVA las variables han sido posteriormente
transformadas a logaritmos debido a que no siguen una distribucién normal.
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Figura 24
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Figura 26
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Figuras 23-27. Representacion grafica de las correlaciones lineales entre las concentraciones de
mRNA de la isoforma del receptor de leptina Ob-Ra y SOCS-1(figura 23) y de las correlaciones
entre los factores relacionados con sefializacion de insulina IRS-1, IRS-2 e INS-R y SOCS-3
(figuras 24, 25y 26). También se muestran las correlaciones entre SOCS-1 y SOCS-3 (figura 27).
Las concentraciones de mRNA se han cuantificado en femtogramos de mRNA/picogramos de
mRNA housekeeping. Para la realizacion del coeficiente de correlacion de Pearson, las variables
gue no siguen una distribucion normal han sido transformadas a logaritmos, sumando una unidad
en aquellas que presentan valores negativos. Categoria=grupo. RT: coeficiente de correlacién de
Pearson en el total de pacientes(n= 60). R0-1-2: coeficiente segun grupo. *P<0,05, ** P<0,01.
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Log SOCS-1 Log SOCS-3
RO= 0,632*
R1=0,427%
R1= 0,400*
Log Ob-Ra R2= 0,538**
R2= 0,458**
RT= 0,451%*
RT= 0,456%*
R2= 0,467**
Log Ob-Rb RT= 0,259*
RT= 0,410%*
R1= 0,467%*
Log IRS-1 R3= 0,330* R2= 0,564*%*
RT= 0,471%*
R1= 0,359* R1= 0,572%*
Log IRS-2 R2= 0,401%* R2= 0,690%*
RT= 0,377%* RT= 0,607**
R1= 0,500%*
R1= 0,433*
INS-R R2= 0,504%*
RT= 0,346%*
RT= 0,527%*

Tabla 15. Coeficiente de correlacion lineal de Pearson entre las concentraciones de mRNA de los
parametros indicados. Se han incluido s6lo aquellos coeficientes significativos en el andlisis por
grupos. RT: coeficiente de correlacion de Pearson en el total de pacientes (n= 60). RO-1-2:
coeficiente segln grupo.* P<0,05, ** P<0,01.
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4.3.4 PERILIPINA 1Y ADIPOFILINA

En el andlisis de las proteinas PAT (perilipina 1 y adipofilina) en la progresién
de la EHGNA (tabla 16), se aprecia un incremento significativo de la expresion de
perilipina A en relacion con la aparicion de esteatosis (grupo 1), pero este incremento es
menor en la progresion de la enfermedad (grupo 2). También se aprecia un incremento
de la expresién de adipofilina en los grupos 1 y 2 pero éste no es significativo
probablemente debido al escaso tamafio muestral sobre todo del grupo 0 y también del
grupo 1 (tabla 16).

En el andlisis comparativo de las proteinas PAT analizadas con los factores
asociados a sefializacion de adiponectina, leptina, insulina, metabolismo lipidico y
estrés oxidativo, solo destaca una correlacion intensa y significativa entre adipofilina y
SOCS-1enel grupo 1y 2 (figura 28). El resto de correlaciones no son relevantes y no

las incluimos en este apartado.

Tabla 16. Concentraciones de mRNA hepatico de Perilipina A y adipofilina en relacion con la
presencia y progresion del HGNA.

Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2
Concentracion mRNA hepatico B
n=8 n=17 n=35
0,05*
Perilipina 1 1,7+0,2 3,1+0,3 3,7+ 0,3
0,004**
115,6 *
Adipofilina 71,5+18,6 98,6 + 15,5 ns
13,8

Datos de variables cuantitativas expresados en media + error estandar de las concentraciones
de mRNA cuantificadas en femtogramos de mRNA/picogramos de mRNA housekeeping. Para la
realizacion del test ANOVA las variables han sido posteriormente transformadas a logaritmos
debido a que no siguen una distribucién normal. Los valores significativos (P) en los grupos
estan resaltados en negrita. * Entre los grupos 0 y 1. ** Entre los grupos O y 2. ns: no
significativo.
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Figura 28
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Representacion grafica de la correlacion lineal entre las concentraciones de mRNA de adipofilina
y SOCS-1. Las concentraciones de mRNA se han cuantificado en femtogramos de
mRNA/picogramos de mRNA housekeeping. Para la realizacion del coeficiente de correlacion de
Pearson, las variables, que no siguen una distribucién normal, han sido transformadas a
logaritmos, sumando una unidad en aquellas que presentan valores negativos. Categoria=grupo.
RT: coeficiente de correlacién de Pearson en el total de pacientes (h= 60). R0O-1-2: coeficiente
segun grupo / categoria. *P<0,05, ** P<0,01.
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43.4.1 RESULTADOS EN EL MODELO CELULAR DE
ESTEATOSIS

Los cultivos celulares de la linea celular de hepatocarcinoma humano (PCL) se
han incubado durante 24 horas con concentraciones crecientes de &cido oleico. Se han
realizado un total de 6 medidas a concentraciones variables de acido oleico en el medio
de cultivo Tras la incubacion se ha extraido el RNA total y se ha medido la expresion
génica de adipofilina y SOCS-1. Como resultados destacamos que la correlacion entre
los niveles de expresion de adipofilina y la concentracion de acido oleico en medio de
cultivo es muy intensa y significativa (R= 0, 997. P < 0, 05. n= 6 mediciones). La
expresion de SOCS-1 se incrementa considerablemente a partir de concentraciones de 1
mM de acido oleico. La expresion de SOCS-1 se correlaciona de forma intensa y
significativa (R= 0,872. P <0,05. n= 6 mediciones) (figura 29) con la expresion de

adipofilina en este modelo celular de esteatosis.

Figura 29

A SOCS-1 = Adipofilina

Niveles de expresion de SOCS-1 y adipofilina
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Concentracion de acido oleico en el medio de cultivo (mM)

Representacion grafica de la correlacion lineal entre las concentraciones de mRNA de
adipofilina y SOCS-1 cuantificados en femtogramos de mRNA/picogramos de mRNA
housekeeping, en relacién a la concentracion de acido oleico en medio de cultivo. Para la
realizacion del coeficiente de correlacion de Pearson, las variables, que no siguen una
distribucion normal, han sido transformadas posteriormente a logaritmos.
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4.3.5 METABOLISMO LIPIDICO

En el andlisis de los factores relacionados con metabolismo lipidico en relacion
con el inicio y progresion de la EHGNA, no se han apreciado diferencias significativas
en sus niveles de expresion al realizar el anélisis bivariante (tabla 17).

En el andlisis de correlacion lineal, exponemos en la tabla 18 aquellos factores
que han presentado al menos una correlacion significativa con alguno de los factores
relacionados con metabolismo lipidico, y representamos de forma grafica algunos
ejemplos (figuras 30-33). Destacamos como relevantes para nuestro estudio la
apreciacion de un cambio en la correlacion entre PPAR-a y el receptor de leptina Ob-Rb
que evoluciona desde escasa en los pacientes con higado sano hasta elevarse de forma
progresiva tanto en el inicio como en el desarrollo de EHNA, hasta alcanzar la maxima
correlacién en los pacientes del grupo / categoria 2 (R= 0,504) (figura 30 y tabla 18).
También PPAR- o se correlaciona de forma moderada y significativa en el grupo /
categoria 2 con IRS-1 y SOCS-3 (tabla 18); y de forma intensa - significativas tanto en
el grupo / categoria 1 como en el grupo / categoria 2 con IRS-2 (figura 31 y tabla 18) e
INS-R (tabla 18). SREBP-1c se correlaciona de forma moderada y significativa en el
grupo / categoria 2 con SOCS-3 e IRS-1; de forma moderada y significativa en los
grupos / categorias 1 y 2 con Ob-Rb; y de forma intensa — signficativa en el grupo /
categoria 1 descendiendo a moderada y significativa en el grupo / categoria 2 con IRS-2
e INS-R. En nuestro estudio se aprecia una tendencia al cambio de correlaciones
practicamente nulas, o incluso negativas, hacia correlaciones moderadas en el grupo /
categoria 1 e intensas en el grupo / categoria 2, entre SREBP-2 y Ob-Rb (figura 32 y
tabla 18), SOCS-3 (figura 33 y tabla 18), IRS-2 e INS-R (tabla 18), manteniéndose
moderada con IRS-1 (tabla 18).
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Tabla 17. Concentraciones de mRNA hepatico de factores asociados a metabolismo lipidico en

relacion con la presencia y progresion del HGNA.

Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2
Concentracion mRNA hepatico P
n=8 n=17 n=35
PPAR-a 12,4+3,8 137+1,8 16,7+ 1,4 ns
SREBP-1 11,4+2,.2 116+ 1,2 112+ 1,1 ns
SREBP-2 17,7+3,1 169+ 1,9 159+ 19 ns

Datos de variables cuantivas expresados en media * error estandar de las concentraciones de
mRNA cuantificadas en femtogramos de mRNA/picogramos de mRNA housekeeping. ns: no
significativo. Para la realizacion del test ANOVA las variables han sido posteriormente
transformadas a logaritmos debido a que no siguen una distribucion normal.
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Figura 33
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Figuras 30-33. Representaciones gréaficas de las correlaciones lineales entre las concentraciones
de mRNA de los factores asociados a metabolismo lipidico PPAR-a y SREBP-2, el factor asociado
a sefializacién de leptina Ob-Rb y los factores asociados a sefializacién de insulina IRS-2 y SOCS-
3. Las concentraciones de mRNA se han cuantificado en femtogramos de mRNA/picogramos de
mRNA housekeeping. Para la realizacion del coeficiente de correlacion de Pearson, las variables
que no siguen una distribucion normal han sido transformadas a logaritmos, sumando una
unidad en aquellas que presentan valores negativos. Categoria=grupo. RT: coeficiente de
correlacion de Pearson en el total de pacientes (n= 60). R0-1-2: coeficiente segin grupo /
cagegoria. *P<0,05, ** P<0,01.

Log PPAR-a SREBP-1c SREBP-2
R2=0,318*
Log SOCS-1 ns ns
RT=0,310*
R2=0,401* R2=0,606**
Log SOCS-3 R2=0,464**
RT=0,388** RT=0,307*
R1=0,380* R1=0,470* R1=0,423*
Log Ob-Rb R2=0,504** R2=0,412* R2= 0,800**
RT=0,363** RT=0,423** RT=0,510**
R1=0,458*
R2=0,452** R2=0,448*
Log IRS-1 R2=0,542**
RT=0,310** RT=0,435**
RT=0,270**
R1=0,632** R1=0,569** R1=0,508*
Log IRS-2 R2=0,741** R2=0,430* R2=0,725**
RT=0,563** RT=0,483** RT=0,516**
R1=0,791** R1=0,669** R1=0,617**
INS-R R2=0,753** R2=0,401* R2=0,591**
RT=0,628** RT=0,421** RT=0,468**

Tabla 18. Coeficiente de correlacion lineal de Pearson entre las concentraciones de mRNA de los
parametros indicados. Se han incluido sdlo aquellos coeficientes significativos en el analisis por
grupos. ns: no significativo ni en el total de pacientes ni por grupos. RT: coeficiente de
correlacion de Pearson en el total de pacientes (n= 60). RO-1-2: coeficiente segin grupo. *
P<0,05, ** P<0,01.
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4.4 ANALISIS MULTIVARIANTE

El analisis multivariante ha sido realizado mediante regresién logistica binaria, y
se ha estudiado qué variables se asocian de forma independiente al origen de la
EHGNA, y que variables se asocian de forma independiente a su progresion. Se han
incluido las variables que no se correlacionan de forma moderada y significativa entre
si. En el caso de incluir subtipos de variables claramente asociados entre si, se han
establecido indices, por ejemplo, entre los logaritmos de los receptores de adiponectina,
leptina, IRS y SREBP. El analisis mostré que las variables independientes asociadas al
inicio del la EHGNA (higado sano a esteatosis hepética sin esteatohepatitis) han sido:

o Un incremento en el nivel de expresion de Perilipina 1 (OR: 1425,8.
IC 95% = 18,6 — 109.487,4. P=0,001).

o Un incremento en el nivel de expresion de GPx1 (OR: 1,081. IC
95%-=1-1,2. P =0,05).

Las variables independientes asociadas a la progresion de HGNA a EHNA han sido:

o Un incremento en el nivel de expresion GPx1 (OR: 1,078, IC 95% =
1,025-1,135, P = 0,004).

o Un incremento en la expresion de iNOS (OR: 12,1, IC 95%= 1,2-
121,8 P=0,034).
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4.5 VARIACIONES DEL IMC Y PARAMETROS
SANGUINEOS TRAS CIRUGIA BARIATRICA (ESTUDIO
OBSERVACIONAL CON SEGUIMIENTO DE LA
COHORTE)

La tabla 19 muestra el IMC, pardmetros bioguimicos relacionados con perfil
hepatico — metabolismo lipidico - resistencia a insulina, niveles plasméticos de
adiponectina y niveles plasmaticos de marcadores de estrés oxidativo en 42 pacientes de
nuestro estudio (8 del grupo 0, 8 del grupo 1 y 26 del grupo 2) antes de la cirugia
bariatrica y un afio después. Como resultado de la pérdida de masa grasa corporal, la
mayoria de los parametros medidos en las muestras sanguineas han vuelto a la
normalidad. Se ha observado un aumento significativo en el nivel de adiponectina y

una disminucion significativa de la actividad de GPx.

Tabla 19. Comparacion de IMC y parametros sanguineos antes y un afio después de la cirugia.

Antes cirugia 1 afio después de cirugia

n=42 n=42 P

IMC (kg/m2) 515+13 31.3+0.9 <0.000

AST (U/L) 29.8+33 20410 0.007

ALT (U/L) 31.0+31 19.3+15 0.001
GGT (U/L) 37.7+£80 175+21 <0.000
Colesterol total (mg/dl) 183.1+8.9 137.5+6.0 <0.000
HDL -colesterol (mg/dl) 36.0+ 1.6 50.6 +2.3 <0.000
Triglicéridos (mg/dl) 182.1+18.1 88.0+ 6.6 <0.000
Glucosa (mg/dl) 119.0+£6.5 104.3+£215 0.001
Insulina 10.6+10 49+0.6 0.008
HOMA-IR 34+04 1.0+£0.1 0.001
Adiponectina (ng/mL) 39.9+6.0 60.0+2.1 0.002

Glutation total (nmol/mg) 49+05 6.3+0.5 0.05
Actividad especifica GPx 27920 225+13 0.026

Edad expresada en nimero absoluto y proporcion entre paréntesis. Datos del resto de variables
cuantivas expresados en media + error estandar. Los valores significativos (P) estan resaltados
en negrita.

143



144



DISCUSION




146



5. DISCUSION

La hipdtesis del doble impacto se propuso en la década de los 90 como un
modelo para explicar el origen de la esteatosis hepatica y su posterior evolucién hacia
esteatohepatitis [24]. La acumulacion de lipidos en los hepatocitos (primer impacto)
desencadenaria una serie de eventos citotdxicos (segundo impacto) que culminarian en
esteatohepatitis [24]. Este punto de vista inicial ha evolucionado y, en la actualidad, el
origen de la esteatosis hepatica y su posterior evolucién hacia esteatohepatitis se
considera un proceso multifactorial en el que los mecanismos mas relevantes pueden
variar de un paciente a otro, probablemente debido a una combinacion de factores
genéticos y ambientales [83, 114]. En el caso de la EHGNA ligada a la obesidad
morbida los mecanismos mas relevantes se asocian a una alteracion funcional y
endocrina del 6rgano graso [83, 114].

El concepto multifactorial de la EHGNA esta bien establecido y se conocen los
principales mecanismos implicados, siendo la resistencia a insulina uno de los
mecanismos centrales [83, 114]. Sin embargo, a una escala mas molecular, existen
numerosas lagunas sobre las alteraciones que sufre el tejido hepatico durante el origen y
progresion de la EHGNA.

El objetivo de nuestro estudio ha sido analizar, en una cohorte de pacientes con
obesidad mdrbida, que se sometieron a cirugia bariatrica, el nivel de expresion hepatica
de genes asociados a la sefializacion de adiponectina, leptina, insulina, metabolismo
lipidico y estrés oxidativo, en relacion con el origen y progresion de la EHGNA. Los
pacientes han sido clasificados en tres grupos, en funcion de la presencia y progresion
de la EHGNA, mediante valoracion anatomopatoldgica de biopsia hepatica.

Grupo 0: pacientes obesos morbidos sin EHGNA (indice de Kleiner = 0).

Grupo 1: pacientes obesos mdrbidos con HGNA pero sin esteatohepatitis (indice
Kleiner 1y 2).

Grupo 2: pacientes obesos morbidos con probable esteatohepatitis o con

esteatohepatitis (indice Kleiner > 2).
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Andlisis de los parametros sanguineos basales durante el origen y

progresion de la EHGNA en la obesidad morbida.

A pesar de que el higado graso no alcohélico esta asociado a pruebas de funcién
hepatica ligeramente anormales en la analitica, més de dos tercios de los pacientes
tienen niveles normales de transaminasas Yy en todo el espectro histolégico de HGNA
pueden apreciarse niveles de alanina aminotransferasa (ALT) normales [47].

Una proporcion AST/ALT mayor de 1.0 sugiere la presencia patologia avanzada
[47, 52, 88]. La fosfatasa alcalina puede estar ligeramente elevada, pero en raras
ocasiones. Gamma-glutamil transferasa (GGT) se encuentra frecuentemente elevada, y
también puede considerarse un marcador de incremento de mortalidad. En nuestro
estudio, el unico pardmetro analitico asociado a perfil hepatico que se ha incrementado
significativamente en la progresion del HGNA a EHNA ha sido AST, en consonancia
con los datos expuestos en la literatura (tabla 9).

La velocidad de liberacion de AGL en la circulacion sistémica aumenta de forma
directamente proporcional al incremento de la masa grasa en hombres y mujeres, de
modo que la velocidad de liberacion de AGL en relacion a la masa grasa es mayor en
los obesos que no obesos. Ademas, la expresion de genes de lipasa hepética y
lipoproteina lipasa hepatica son mas altos en los sujetos obesos con EHNA que los
sujetos sin EHNA, lo que sugiere que los AGL liberados de la lipdlisis de TG
circulantes también contribuyen a la acumulacion de acidos grasos libres a nivel
hepatico y por tanto a la esteatosis [114]. La produccion y secrecion de TG a través de
VLDL aumenta en pacientes con EHGNA (demostrada en determinados estudios [117,
118] aunqgue en otros no [116]) respecto a sujetos sanos, proporcionando un mecanismo
para evacuar TG intrahepaticos, sin embargo, la tasa de secrecibn no es lo
suficientemente adecuada para compensar la tasa de produccion de TG intrahepatica en
estos pacientes [114]. ElI aumento de la glucosa en plasma y la hiperinsulinemia
asociada a EHGNA, estimula la lipogénesis de novo (DNL) e inhibibe la oxidacion de
AG a través de SREBP-1c y ChREBP (proteinas localizadas en la membrana del
reticulo endoplasmico). Estas afirmaciones pueden explicar el incremento significativo
de los niveles basales de colesterol, triglicéridos y LDL entre los individuos sin HGNA
(grupo 0) y los que presentan EHNA (grupo 2) en nuestro estudio (tabla 9). Los AGL
son componentes hepatotdxicos, y tanto éstos como la propia esteatosis hepatica pueden

causar dafio directo (apoptosis mitocondrial y hepatocitaria) como indicrecto (induccion
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del 2° impacto a través especies reactivas procedentes de la oxidacion peroxisomal) a
los hepatocitos, causando la progresion a EHNA [142], por tanto, es previsible que en
nuestro estudio los niveles de lipidos (triglicéridos, colesterol y LDL) aparezcan mas
elevados en los pacientes con EHNA respecto al resto de grupos, contribuyendo a la
progresion de la enfermedad (tabla 9).

Los niveles circulantes de leptina se correlacionan de forma intensa con el indice
de masa corporal y con cambios agudos en el estatus nutricional. La produccion de
leptina se incrementa durante la obesidad y alcanza niveles muy elevados en obesidad
mdrbida, disminuyendo sus niveles con la pérdida de peso [11, 63]. Un estudio
demostré que existia una correlacion lineal positiva (R = 0,8) entre los niveles
circulantes de leptina y el total de la masa grasa corporal, que puede ser explicado por
una mayor liberacion de leptina procedente de grandes adipocitos en comparacion con
pequefios adipocitos [12]. La liberacion de leptina por gramo de tejido adiposo es dos
veces mayor en sujetos obesos que en sujetos delgados, y a nivel de adipocitos, la
secrecion de leptina es hasta siete veces mayor en los obesos que en sujetos delgados,
debido a que el tamafio del adipocito suele estar aumentado unas 2-4 veces en las
personas obesas [11, 63]. La leptina es una hormona que ejerce a nivel del hipotalamo
una funcidn anorexigena y a nivel hepatico una funcion antiesteatdsica (suprime la
sintesis de glucosa y la lipogénesis de novo, mientras que induce la oxidacion de acidos
grasos). También induce la captacion de glucosa y la oxidacion de acidos grasos en el
musculo esquelético, evitando asi la acumulacién de lipidos en los tejidos no adiposos y
aumentando la sensibilidad a la insulina [64, 69]. Esta funcion tedricamente
contrarrestaria la progresion de la obesidad y sus enfermedades asociadas, sin embargo,
durante la obesidad se producen un estado de resistencia hipotalamica y probablemente
periférica a leptina, que contribuye a una hiperleptinemia prolongada asociada al
mantenimiento de la obesidad y al inicio - progresion de la EHGNA [64]. En nuestro
estudio, en consonancia con los datos aportados por la literatura, se aprecia un
incremento significativo de los niveles de leptina entre el grupo 0 y el grupo 2, que
podria explicar una mayor resistencia periférica (hepatica) a leptina que da lugar a

mayores niveles de leptina en plasma y a la progresion de la EHGNA (tabla 9).
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Anélisis de la relacion entre la expresion de los receptores hepéticos de
adiponectina y genes asociados al estrés oxidativo, durante el origen y
progresion de la EHGNA en obesidad morbida.

Las dos isoformas del receptor de adiponectina, codificadas por genes diferentes
y denominadas como AdipoR1 y AdipoR2, se describieron inicialmente en 2003 [60].
La T-caderina ha sido propuesta por algunos autores como un tercer receptor celular de
adiponectina, sin embargo la relevancia bioldgica de este estudio es controvertida [159].
En el higado, se sabe que la isoforma AdipoR1 inhibe la produccién de glucosa e
incrementa la sensibilidad a insulina mediante la activacion de la via AMPK, mientras
que la isoforma AdipoR2 incrementa la captacion de glucosa mediante la activacién de
la via PPAR-a [44]. Sin embargo, varios aspectos de la funcion hepatica del receptor de
adiponectina permanecen sin ser resueltos. Respecto al comportamiento del receptor de
adiponectina durante el desarrollo de la enfermedad del higado graso, se han publicado
varios trabajos que describen cambios en la expresion de dicho receptor durante la
progresion de la EHGNA aunque, como analizaremos mas adelante, los datos son
contradictorios [43, 44].

Ciertos trabajos publicados sugieren una conexion entre los mecanismos de
detoxificacion de radicales libres y el receptor de adiponectina. La glutation peroxidasa
(GPx1) es una de las enzimas mas importantes implicadas en los mecanismos celulares
de defensa frente al estrés oxidativo. Es una seleno-proteina que reduce el peréxido de
hidrogeno, utilizando como sustrato el glutation. Los ratones knockout para la GPx1
toleran un estrés oxidativo moderado pero son muy sensibles al dafio oxidativo intenso.
Por otra parte, los ratones knockout para la GPx1 muestran incrementada la sensibilidad
a insulina [160]. En contraste, los ratones que sobreexpresan artificialmente la GPx1son
muy resistentes al estrés oxidativo agudo (como era previsible) pero,
sorprendentemente, desarrollan resistencia a insulina y obesidad [39]. Estudios similares
con el receptor de adiponectina han demostrado que la disrupcion especifica en tejido
muscular, de la isoforma AdipoR1 provoca un descenso muscular de las enzimas
implicadas en la detoxificacion del estrés oxidativo y del contenido mitocondrial [43].
Ademas, la sobreexpresion de la isoforma AdipoR2, en modelos de ratones obesos y
diabéticos, incrementa la expresion hepatica de las enzimas antioxidantes [44]. En base
a estos precedentes hemos elaborado la siguiente hipdtesis de trabajo: durante la

progresion de la EHGNA los posibles cambios en la expresion de las isoformas del
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receptor de adiponectina se asocian a cambios en la expresion de genes relacionados
con la detoxificacion del estrés oxidativo.

Se han publicado resultados contradictorios sobre los cambios en la expresion
hepética de las dos isoformas del receptor de adiponectina durante la progresion de la
EHGNA en obesidad mérbida. En 2005 se describié por primera vez que la expresion
de la isoforma AdipoR2 desciende en pacientes obesos con esteatohepatitis, respecto a
pacientes obesos con esteatosis simple [29]. También se ha publicado que la isoforma
AdipoR2 desciende en pacientes moderadamente obesos con EHNA respecto a las
personas delgadas sin esteatosis [54]. Sin embargo, estudios posteriores han publicado
que no hay variaciones en la expresion las isoformas del receptor de adiponectina
durante la transicion hacia esteatohepatitis, que ambas isoformas se incrementan, o que
Unicamente lo hace la isoforma AdipoR2 [31, 32, 33]. Nuestros datos ponen de
manifiesto un incremento significativo de la expresion de ambas isoformas del receptor
hepatico de adiponectina en relacion al origen y evolucion de la EHGNA (tabla 11).

Las contradicciones entre los diferentes estudios publicados podrian ser debidas
a variaciones entre las cohortes de pacientes. Estas pueden diferir en la etnia
mayoritaria, en los criterios de inclusion/exclusion o en los criterios anatomopatoldgicos
empleados en el diagnostico de la EHGNA. Sin embargo, desde nuestro punto de vista,
las diferencias entre cohortes no explican completamente las intensas discrepancias
publicadas. Las diferentes técnicas empleadas en la cuantificacion de la expresion
genética en muestras tisulares utilizan para normalizar resultados los niveles de
expresion de los genes housekeeping [158]. Se considera que los genes housekeeping
mantienen un nivel de expresidbn constante con independencia de variaciones
fisiologicas o patoldgicas [158]. El problema deriva del hecho de que, en realidad, no
existe ningun gen de expresion constante y es conocido que una mala eleccion del gen
housekeeping puede influir notablemente en los resultados [158]. Actualmente se
recomienda utilizar varios genes housekeeping, que ademas hayan sido validados para
un tejido concreto [158]. Por otra parte, como criterio de calidad, se recomienda
verificar una reducida dispersion para el nivel de expresion de los genes housekeeping
entre los diferentes miembros de la cohorte [158].

El primer trabajo que comunico un descenso de AdipoR2 en pacientes obesos
con esteatohepatitis [29] utilizd como housekeeping el gen de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GADPH), cuyo uso se encuentra actualmente muy

desprestigiado. Nuestra opinion es que los resultados de dicho trabajo estan

151



condicionados por la eleccion del gen housekeeping. Sin embargo, este primer articulo,
unido al hecho de que se publicé en una revista de elevado indice de impacto, ha dejado
impronta y es frecuente verlo citado en revisiones actuales sobre adiponectina.

En relacién a los mecanismos de resistencia a insulina, un trabajo reciente ha
descrito que los niveles de expresion de AdipoR1 y AdipoR2 se incrementan en
pacientes obesos con elevado indice HOMA (7,3 de valor medio) respecto a pacientes
obesos con indice HOMA reducido (1,7 de valor medio) sugiriendo una conexion entre
la resistencia a insulina sistémica y la expresidn hepética de los receptores de
adiponectina [56]. Sin embargo, en nuestra cohorte no hay suficientes pacientes con
indice HOMA extremo como para plantear un estudio de esta naturaleza y no se han
encontrado diferencias significativas en relacion a la glucemia o al indice HOMA.

La sobreproduccion de radicales libres se ha relacionado con la fisiopatologia de
la EHGNA. Un exceso de estrés oxidativo no es solo causa de dafio celular sino,
ademas, sintoma de una disfuncion a nivel mitocondrial y del reticulo endoplasmico. En
este sentido, se ha descrito disfuncion mitocondrial hepatica en modelos animales de
obesidad inducida por dieta hipercaldrica [57]. Por otra parte, existe una estrecha
relacion entre los procesos inflamatorios y la produccion de especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno y cada vez hay mas evidencias de que estas moléculas actian como
sefales intracelulares implicadas en numerosos procesos, por lo que el papel exacto del
estrés oxidativo en la fisiopatologia de la EHGNA puede ser complejo. La actividad
INOS es una de las mayores fuentes de Oxido nitrico producido por los macréfagos
durante la inflamacion y es una de las enzimas mas importantes implicadas en la
produccién de estrés oxidativo. En modelos animales, la iINOS juega un papel crucial en
el desarrollo de esteatohepatitis [58] y, en cohortes humanas, se han asociado
polimorfismos en el gen de la iINOS con el riesgo de esteatohepatitis [59]. Segun
nuestro conocimiento, este estudio es el primero en describir incrementos en la
expresion hepéatica de iINOS, en relacion al origen y progresion de la EHGNA en
pacientes obesos morbidos (tabla 11). En nuestra cohorte, la EHGNA se asocia con
sobreproduccién de radicales libres en el higado. En este contexto, el incremento
significativo de expresion de las enzimas GPx1 e iNOS, en pacientes con probable y
clara esteatohepatitis respecto a pacientes con esteatosis simple y pacientes sin EHGNA,
puede interpretarse como una estimulaciéon de los mecanismos antioxidantes celulares,
en respuesta a una deterioracion del estatus redox del higado (tabla 11). Reforzando esta

interpretacion, el analisis multivariante, revel6 que la expresion de GPx1 se asocia
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independientemente con el origen y progresion de la EHGNA, mientras que la expresion de
iINOS Unicamente se asocia con la progresion de la EHGNA.

Los marcadores sistémicos de estrés oxidativo solo han mostrado diferencias
significativas en cuanto a los niveles de nitritos y glutation oxidado en relacién a la
progresion de la EHGNA (tabla 10) y al afio de la cirugia bariatrica Unicamente se han
detectado cambios moderados en los niveles de estrés oxidativo sistémico (tabla 19).
En nuestra cohorte, el incremento en la expresién hepatica de genes asociados a estrés
oxidativo, tiene un efecto marginal sobre los marcadores sistémicos de estrés oxidativo,
que probablemente estan intensamente influenciados por otros tejidos y érganos, como
el tejido adiposo.

Confirmando la hipétesis de trabajo que hemos expuesto con anterioridad,
hemos encontrado correlaciones entre los niveles de expresion hepéatica de los
receptores de adiponectina (AdipoR1, AdipoR2) y genes asociados a estrés oxidativo
(GRd, GPx1, iNOS) (figuras 12 y 13). En este sentido, destaca una marcada correlacion
entre ambas isoformas del receptor de adiponectina y la enzima GPx1, alcanzando un
méaximo en el coeficiente de correlacion de Pearson de 0,895 entre Adipo R1 y GPx1 en
pacientes con esteatosis simple (figura 12). Estos datos sugieren que el receptor de
adiponectina y GPx1 comparten factores clave, implicados en la regulacion de la
expresion genética. Por otra parte, el hecho de que el coeficiente de correlacion, para
AdipoR1, AdipoR2 y GPx1, descienda en pacientes con estatohepatitis (figuras 12 y
13), indica que la aparicion de la inflamacion podria estar interfiriendo en los
mecanismos que regulan la expresion genética de dichos genes.

Se han publicado muy pocos trabajos que estudien los mecanismos moleculares
que regulan la expresion de los dos genes codificantes de las isoformas del receptor de
adiponectina. Estudios desarrollados en modelos animales han puesto de manifiesto que
los niveles de expresion de los receptores de adiponectina en higado, musculo y tejido
adiposo, se regulan en respuesta a cambios nutricionales, probablemente para influir
sobre el metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a insulina. Sin embargo, el tipo de
respuesta de los receptores de adiponectina a los cambios nutricionales varia de un
modelo animal a otro, por lo que actualmente se desconoce la funcion precisa de los
receptores de adiponectina en diferentes situaciones fisioldgicas y patoldgicas. Dos
articulos han estudiado la actividad del promotor de los genes de las isoformas del
receptor de adiponectina en modelos celulares. Estos articulos han descrito que el

promotor de la isoforma AdipoR1 se activa mediante el factor de transcripcion FOXO1
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[56], conectandolo con las rutas de inflamacion, mientras que el promotor de la
isoforma AdipoR2 se reprime por el factor ATF3 [42], mostrando una conexion con las
rutas endoplédsmicas de estrés oxidativo.

En resumen, nuestro estudio muestra incrementos significativos de la expresion,
en higado, de las isoformas del receptor de adiponectina durante el origen y progresion
de la EHGNA en obesos morbidos. Incremento que se desarrolla en estrecha correlacion
con genes asociados al estrés oxidativo, muy especialmente con GPx1. Consideramos
que nuestros resultados aportan nuevas perspectivas sobre el comportamiento preciso de

los receptores hepaticos de adiponectina durante la progresion de la EHGNA.

Relacién entre los receptores hepaticos de leptina y genes asociados a la
sefializacion de insulina, durante el origen y progresion de la EHGNA en la
obesidad morbida.

Como ya se ha descrito, la resistencia a insulina es un mecanismo generador de
esteatosis bien establecido, y varios trabajos clinicos describen que la EHGNA esta muy
asociada con desarrollo de resistencia a insulina en el propio higado [83, 114, 119].
Existen evidentes argumentos a favor de que el higado graso también desarrolle
resistencia a leptina [133, 145]. En un higado sano, la leptina suprime la liberacion de
glucosa y la lipogénesis, mientras que estimula la f-oxidacion de acidos grasos y la
sensibilidad a insulina [64, 69]. Sin embargo, la obesidad se asocia con elevados niveles
plasmaticos de leptina, con resistencia a insulina y con higado graso [64, 69]. En
contrapartida, la resistencia a leptina a nivel del hipotalamo esta bien establecida [64].
Se sabe que es la responsable de la pérdida del efecto anorexiante de la hormona en
individuos obesos y se conocen los principales mecanismos moleculares implicados: la
disminucion de los niveles de expresion del receptor de leptina y el incremento de los
niveles de SOCS-3 y la disminucién del transporte a nivel de la barrera
hematoencefalica [64].

Uno de los principales objetivos que se plantearon al inicio del trabajo fue
profundizar en los mecanismos moleculares que determinan la resistencia hepatica a
leptina e insulina durante el desarrollo de la EHGNA ligada a la obesidad. Se han
analizado los niveles de expresion de tres genes clave en la sefializacion de insulina
(INS-R, IRS-1, IRS-2) y, en analogia a lo descrito para el hipotalamo, se han estudiado

también los niveles de expresion del receptor de leptina y de dos miembros de la familia
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de proteinas SOCS (tabla 13). Los resultados obtenidos para las proteinas SOCS seran
analizados en otro apartado.

En humanos, se han descrito 4 isoformas celulares del receptor de leptina (OB-
Ra, -Rb, -Rc, -Rd), codificadas por el mismo gen y generadas mediante splicing
alternativo del RNA mensajero [11]. Todas las isoformas celulares comparten el
dominio extracelular de unién al ligando y el dominio de anclaje a la membrana pero
difieren en la longitud del dominio intracelular [11]. La isoforma OB-Rb se conoce
como isoforma larga, mientras que al resto de las isoformas se las denomina
genéricamente “isoformas cortas” [11]. De las cuatro isoformas celulares descritas para
el receptor de leptina, las mas abundantes son la OB-Ra, que es mayoritaria en todos los
tejidos estudiados salvo el hipotadlamo y la OB-Rb, que es la isoforma predominante en
hipotadlamo [11]. En cuanto al resto de las isoformas cortas, son minoritarias y muy
pocos trabajos han analizado sus niveles de expresion. No puede descartarse la
existencia de nuevas variantes con una distribucion dependiente del tejido. Algunos
articulos han descrito cambios en la relacion entre las isoformas OB-Ra y OB-Rb [161,
162]. Dicha relacién se incrementa en el tejido adiposo subcutaneo de pacientes obesos
[161] y en el higado de rata en respuesta a la administracion de leptina [162].

Respecto a la funcion de las isoformas celulares del receptor en la sefializacion
de la leptina, unicamente la isoforma larga posee los dominios necesarios para conectar
con las vias intracelulares de transduccion JAK-STAT, pero también con las vias
MAPK y PI3K [64]. Inicialmente se pensO que Unicamente la isoforma larga era capaz
de senalizar la leptina, mientras que las isoformas cortas tendrian un papel de “receptor
sefiuelo”, secuestrando leptina de la superficie celular y reduciendo su biodisponibilidad
[163, 164]. Con el tiempo este modelo ha resultado deficiente ya que se han publicado
varios trabajos que demuestran un papel activo de las isoformas cortas en la
sefalizacién de la leptina [165, 166]. Una linea de investigacion reciente parte de la
hipdtesis de que la unidad funcional del receptor de leptina estaria formada por un
tetrdmero de receptores en el que las isoformas cortas y largas se mezclarian en una
proporcion que podria ser variable y regulable [165]. Esta unidad funcional podria
explicar el papel activo descrito para las isoformas cortas [165]. Sin embargo, queda
aun mucho por saber sobre el funcionamiento de los tetrameros de receptores, mas ain
si se tiene en cuenta que la proporcion de las diferentes isoformas varia en funcion del

tejido y de las condiciones fisioldgicas.
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En el presente estudio, hemos medido selectivamente la expresion de las dos
isoformas predominantes del receptor de leptina en tejido hepatico: OB-Ra (isoforma
corta) y OB-Rb (isoforma larga). Como era de esperar, en todas las muestras, la
isoforma mayoritaria ha sido OB-Ra (tabla 13). A pesar de ello, no se aprecian
diferencias significativas, respecto a la presencia y progresion de la EHGNA, ni en la
concentracion ni en la relacion entre ambas isoformas (tabla 13). Merece sin embargo
destacar la elevada concentracion de OB-Ra en pacientes sin EHGNA, respecto a los
pacientes con EGHNA (tabla 13). Diferencia que no es significativa, probablemente
debido al reducido tamafio muestral del grupo 0. En futuros estudios seria muy
interesante aumentar el tamafio muestral de pacientes obesos mérbidos sin higado graso,
para comprobar si esta diferencia responde a un mecanismo fisiopatoldgico real de
resistencia hepatica a leptina. Sin embargo, como analizaremos mas adelante, de las
correlaciones entre los niveles de expresion de los receptores de leptina y los niveles de
genes asociados a la sefializacion de insulina, si que pueden derivarse varias
conclusiones y perspectivas de trabajo.

La sefializacion de insulina es un proceso complejo. Muy resumidamente, la
union de la insulina a su receptor de membrana provoca la activacion, mediante
fosforilacion, de dos proteinas conocidas como IRS1 e IRS2 que a su vez activan
determinadas vias intracelulares de transduccién que culminan en una precisa
modulacion del metabolismo glucidico y lipidico [172]. En un higado sano la insulina
estimula el incremento de la importacion de glucosa (a través de la proteina de
membrana GLUT4), inhibe la produccion hepatica de glucosa, restaura los depositos de
glucégeno y estimula la sintesis de acidos grasos, permitiendo la exportacion de
triglicéridos como VLDL [167].

La resistencia a insulina altera profundamente el metabolismo glucidico del
higado, dificultando la sintesis de glucégeno durante el periodo postprandial. La
disminucion de las reservas de glucdgeno hepético se asocia a un incremento en la
actividad de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (enzima clave en el metabolismo del
glucdgeno) que, unido al fallo en la sefializacién de insulina, provoca un incremento de
la produccion hepatica de glucosa en ayuno [83, 113].

La lipogénesis hepatica se incrementa en pacientes obesos con resistencia a
insulina. Este es un dato contradictorio ya que la lipogénesis es una de las
consecuencias de la sefializacion de insulina en los hepatocitos. Esta contradiccién ain

no ha sido completamente explicada. Algunos autores opinan que las diferentes rutas de
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sefializacion activadas por la insulina en el higado se alteran independientemente, de
forma que la resistencia hepatica a insulina afectaria con més intensidad al metabolismo
glucidico que al lipidico [113, 114, 142], lo que unido a la hiperinsulinemia y a la
hiperlipidemia, habituales en pacientes con sindrome metabolico, favoreceria la
esteatosis hepatica [113, 114, 142].

Nuestra opinién coincide con esta explicacion, aunque preferimos observar la
resistencia hepatica a insulina desde la perspectiva de una disfuncién endocrina
generalizada. Leptina e insulina comparten vias de sefializacion en los hepatocitos. La
proteina JAK2, que se activa por el receptor de leptina, activa a su vez las proteinas
IRS, claves en la sefializacion de insulina [83]. Los entrecruzamientos en las vias de
sefializacion endocrinas son muy frecuentes. De hecho, el nimero de vias de
transduccion diferentes que tiene la celula es inferior al nimero de receptores
hormonales de la membrana plasmatica. En consecuencia, la modulacion final de las
vias intracelulares de transduccion es resultado de la integracion de numerosas sefiales
procedentes de uniones de hormonas a sus respectivos ligandos en la superficie celular.
Por tanto, si existe una sinergia parcial entre leptina e insulina, esta justificado esperar
que compartan mecanismos moleculares de modulacion de la sensibilidad hormonal
(concepto fisioldgico) y de generacion de resistencia (concepto patoldgico) [167].

Siguiendo esta linea de pensamiento, podria explicarse la intensa correlacion
encontrada entre los niveles de expresion de genes asociados a la sefializacion de leptina
(OB-Ra, OB-Rb) con los niveles de genes asociados a la sefializacion e insulina (INSR,
IRS-1, IRS-2) (figuras 15 — 20). Correlacion que alcanza un maximo (coeficiente de
Pearson de 0,887) entre la isoforma larga del receptor de leptina (OB-Rb) e IRS-1, en
pacientes obesos sin EHGNA (figura 18). Hay que destacar que los coeficientes de
correlacién entre los dos grupos de genes son muy elevados en pacientes sin EHGNA y
descienden con la aparicion y progresion de la enfermedad hepatica (figuras 15-20).
Una posible explicacion de este fendmeno seria que los mecanismos moleculares
responsables de la expresidn coordinada de genes ligados a la sefializacion de leptina e
insulina podrian perder eficacia con la aparicion del higado graso. En otras palabras, en
los hepatocitos de un higado graso podrian surgir procesos de resistencia que
interfiriesen en los mecanismos de regulacion de la sensibilidad conjunta a leptina e
insulina. Estos datos podrian abrir una nueva linea de investigacion encaminada a
identificar factores de transcripcion comunes a los promotores del receptor de leptina,
insulina, IRS-1 e IRS-2.
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En cuanto a los niveles de expresion de INS-R, IRS-1 e IRS-2, no se observan
diferencias significativas entre los tres grupos de pacientes (tabla 13). Aunque,
probablemente, el reducido tamafio muestral del grupo de obesos sin EHGNA haya
restado significancia al descenso en los niveles de expresion de IRS-1 respecto a
pacientes con higado graso. En este sentido, se ha sugerido que el control del nivel de
expresion de IRS-1 es un elemento clave en los mecanismos que modulan la
sensibilidad a insulina [83, 167]. De hecho, se han descrito descensos en la expresion de
IRS-1 en tejido adiposo de pacientes con diabetes y obesidad, respecto a individuos
sanos [167].

Hemos observado también una marcada correlacion entre los niveles de
expresion de las dos isoformas del receptor de leptina (OB-Ra y OB-b) y entre los
niveles de expresion de las dos proteinas IRS (figuras 21 y 22). Nuevamente, los
coeficientes de correlacion son muy elevados en el grupo de pacientes sin EHGNA
(coeficiente de Pearson superior a 0,95 en ambos casos) y disminuyen con el origen y
progresion de la enfermedad.

En resumen, nuestros datos abren nuevas perspectivas sobre la conexidn
existente entre las vias de sefializacion de leptina e insulina y sugieren ademas que el
origen y desarrollo de la EHGNA afecta a la sinergia existente entre ambas hormonas,
consecuencia probablemente del desarrollo de mecanismos de resistencia endocrina.
Para confirmar esta hipdtesis es necesario incrementar el tamafio muestral del grupo de

pacientes obesos sin enfermedad hepatica.

Expresion en higado de las proteinas SOCS-1 y SOCS-3, durante el origen y
progresion de la EHGNA en la obesidad morbida.

La familia de proteinas SOCS (Supressor of Cytokine Signaling) esta formada
por 8 miembros. Son proteinas implicadas en la regulacion de procesos inflamatorios y
metabolicos. Inhiben la sefializacion de receptores de citoquinas, entre los que se
incluyen los receptores de leptina e insulina, que funcional y estructuralmente
pertenecen a la super-familia de receptores de citoquinas. En general, la expresion basal
de las proteinas SOCS es muy reducida, incrementandose durante la exposicion a ciertas
citoquinas, hormonas y factores de crecimiento, en un mecanismo clasico de

retroalimentacion [168].
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El estudio de los niveles de expresion de SOCS-3 esté justificado ya que es uno
de los mecanismos moleculares responsables de la resistencia hipotaldmica a leptina
[64]. Ademas, SOCS-3 esta implicada en la inhibicion, por retroalimentacion, del
receptor de insulina, conectando nuevamente el mecanismo de accion de ambas
hormonas [133, 134, 135, 136, 137, 145]. En cuanto a SOCS-1, existen algunas
evidencias de un papel relevante en las patologias hepéticas. SOCS-1 participa, junto
con SOCS-3, en la represion del receptor de insulina [133]. Sin embargo, un estudio
realizado con ratones knockout para SOCS-1 demostrd, en contra de lo esperado, que
estos ratones tenian acentuada tendencia a desarrollar obesidad y resistencia a insulina
cuando eran expuestos a dietas hipercaldricas [169]. También se han publicado trabajos
que relacionan polimorfismos en el gen de SOCS-1 asociados a predisposicion a
obesidad [170]. En un estudio realizado con ratones diabéticos y obesos, la expresion
génica intrahepatica de SOCS-1 estaba incrementada [134]. Por otra parte, se ha
descrito que la leptina actia como mitogénica en células de hepatocarcinoma y que
muchos canceres de higado mutan el gen SOCS-1 inactivando su expresion [171]. Por
estas razones nos planteamos la hipotesis de que SOCS-1 podria participar en la
represion del receptor de leptina y/o contribuir a los procesos de esteatogenesis
hepatica.

En nuestra cohorte de pacientes, los niveles de expresion de SOCS-1 y SOCS-3
han mostrado una evolucion diferente (tabla 14). Hemos encontrado correlaciones
moderadas entre SOCS-1 vy las isoformas del receptor de leptina (figura 23 y tabla 15)
y entre SOCS-3 y los genes asociados a la sefializacion de insulina (figuras 24-27 y
tabla 15). Por otra parte, aunque no llega a ser significativo, el grupo 0 al compararse
con los pacientes con EHGNA, ha mostrado tendencia a un menor nivel de expresion de
SOCS-1 y a un mayor nivel de expresion de SOCS-3 (tabla 14). Nuevamente, sera
necesario incrementar el tamafio muestral del grupo de pacientes obesos sin EHGNA
para comprobar estos datos.

Aunque es conocido que SOCS-1 y SOCS- 3 es un represor de la sefializacion de
insulina y leptina, su papel preciso en el higado graso no esta claro [133]. En estudios in
vivo con ratones deficientes en SOCS-1 se ha publicado que aumenta la expresion de
IRS-2 y mejora la sensibilidad a insulina intrahepatica [135, 138]. Nuestros datos
sugieren sobre todo una conexién de SOCS-3 con las vias de sefializacion a insulina

durante el origen y desarrollo de la EHGNA, aunque son necesarios mas estudios para
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comprender el alcance de dicha relacién. Sin embargo, como analizaremos a
continuacion, la relacion entre SOCS-1 vy la expresion de adipofilina A, sugiere un papel
relevante de SOCS-1 en la fisiopatologia de la EHGNA.

Expresion hepéatica de Perilipina 1 y Adipofilina durante el origen y
progresion de la EHGNA en obesidad morbida.

Histologicamente, el higado graso se caracteriza por la presencia en el
citoplasma de los hepatocitos de un exceso de gotas lipidicas (micro- o
macrovesiculares) compuestas por triglicéridos. Las inclusiones citoplasmicas de gotas
lipidicas existen en numerosos tipos celulares, son frecuentes en drganos asociados con
el metabolismo energético y alcanzan su maxima expresion en los tejidos adiposos.
Ademas de actuar como almacén temporal de energia en el citoplasma, la esterificacion
de acidos grasos libres y su “retirada” a las gotas lipidicas es un mecanismo que tiene la
célula para evitar la toxicidad del exceso de &cidos grasos sobre las membranas
celulares. Las gotas lipidicas son organulos celulares dindmicos que estan gestionados
por una familia de proteinas anfifilicas denominadas PAT, nombre que proviene de los
tres miembros fundadores de la familia: Perilipina, Adipofilina (también conocida como
ADRP: adipocyte differentiation-related protein) y TIP47. Hasta el momento se han
descrito dos miembros mas (OXPAT y S3-12) elevando a 5 el nimero de miembros
conocidos de la familia [173, 174]. El hecho de que las proteinas de la familia PAT
muestren patrones de expresion diferentes segun el tejido (e incluso variantes del ARN
mensajero) hace pensar que tengan funciones diferentes. La funcion de las proteinas
PAT ha sido estudiada en cultivos celulares de adipocitos en relacion a la generacion y
digestién de las gotas lipidicas. Sin embargo, aun se sabe poco sobre la funcién precisa
de las proteinas PAT en resto de los tejidos. La Perilipina es tipica de adipocitos y de
tejidos que sintetizan hormonas esteroideas, aunque también se ha descrito en higado
graso [140], mientras que la adipofilina es ubicua y se ha encontrado en todos los
tejidos estudiados. Algunos autores han propuesto que una de las principales misiones
de la leptina es evitar la acumulacion excesiva de triglicéridos, en forma de gotas
lipidicas, en tejidos diferentes del tejido adiposo, mediante estimulo de la B-oxidacion e

inhibicion de la lipogénesis en masculo e higado [175].
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Perilipina y adipofilina son dos proteinas PAT, cuya expresion ha sido comprobada en
higado graso [140]. En consecuencia, nos hemos propuesto la siguiente hipotesis de
trabajo: durante el origen y progresion de la EHGNA, los incrementos en la expresion
de perilipina y adipofilina se podrian relacionar con la expresion de genes asociados a la
sefializacion hepética de adiponectina, leptina e insulina, identificando elementos clave
de resistencia endocrina.

La expresion de perilipina ha mostrado incrementos significativos en relacion a
la presencia pero no a la progresion de la EHGNA (tabla 16). En cambio, la expresion
de adipofilina muestra una tendencia, no significativa, a incrementar su nivel de
expresion con la presencia y progresion de la enfermedad (tabla 16). Tendencia que
probablemente fuese significativa en tamafios muestrales mas numerosos. Ademas, la
correlacion entre ambas hormonas es muy débil (< a 0,3 y no significativa), y el analisis
multivariante reveld que Unicamente perilipina se asocia independientemente con el
origen de la EHGNA, aunque no con la progresion de la misma. Todo ello siguiere que
perilipina y adipofilina tienen funciones diferentes en la gestion de las gotas lipidicas
durante el desarrollo del higado graso.

La expresion de adipofilina ha mostrado un buen grado de correlacion con la
expresion de SOCS-1, unicamente en pacientes con higado graso, alanzando un maximo
en el coeficiente de Pearson de R= 0,756 en el grupo de pacientes con esteatohepatitis
(figura 28). Para confirmar estos resultados, hemos incubado una linea celular de
hepatocitos con concentraciones crecientes de acido oleico en el medio de cultivo
durante 24 h. Este es un método establecido, que incrementa considerablemente el
contenido intracelular de gotas lipidicas [177]. En este modelo encontramos un
considerable incremento de la expresion celular de adipofilina, en intensa correlacion
(coeficiente de Pearson superior a R=0,99) (figura 29) con la concentracion de acido
oleico en el medio de cultivo. En cuanto a la expresion de SOCS-1, se incrementa
considerablemente a a concentraciones de acido oleico superiores a 1 mM.

Se ha publicado que SOCS-1 tiene una elevada afinidad por la proteina JAK,
inhibiendo de esta forma la ruta de sefializacion JAK-STAT (una de las principales vias
activadas por la leptina) [171], mientras que SOCS-3 es capaz de unirse directamente al
dominio intracelular de la isoforma larga (OB-Rb) del receptor de leptina [168]. En
consecuencia, SOCS-3 Unicamente podria interaccionar con la isoforma larga OB-Rb
del receptor de leptina, mientras que SOCS-1 podria inhibir también la sefializacion de

los complejos multi-isoforma del receptor de leptina (la isoforma corta OB-Ra conserva
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un dominio de union a JAK) [171, 168]. En hipotalamo OB-Rb es la isoforma
predominante, lo que se ajusta con el papel descrito para SOCS-3 en la resistencia
hipotalamica a leptina [64]. Sin embargo, en higado la isoforma mayoritaria del receptor
de leptina es OB-Ra [11]. Esto unido a las referencias bibliograficas que otorgan un
papel relévate para SOCS-1 en las patologias hepéticas y a nuestros propios resultados
que asocian SOCS-1 con adipofilina, sugiere que SOCS-1 podria estar implicado en los
mecanismos de resistencia a leptina del higado graso. Esta hipoGtesis nos abre una nueva

linea de investigacion.

Andlisis de la expresion de factores de transcripcion asociados al
metabolismo lipidico, durante el origen y desarrollo de la EHGNA.

Con la intencion de evaluar posibles alteraciones del metabolismo lipidico del
higado, en asociacion con el resto de los genes analizados en el estudio, evaluamos los
niveles de expresion de genes codificantes para varios factores de transcripcion, claves
en la regulacion del metabolismo lipidico: SREBP-1, SREBP-2 y PPAR-a. No
encontramos diferencias de expresion en relacion al origen y progresion de la EHGNA
(tabla 17), pero detectamos ciertas correlaciones, Unicamente relevantes en pacientes
con esteatohepatitis, como SREBP-2 con IRS-2 y OB-Rb, y PPAR-a con IRS-2
(figuras 30-33 y tabla 18). Son necesarios mas datos para evaluar el alcance de dichas
asociaciones, aunque el hecho de que sean elevadas en pacientes con esteatohepatitis
sugiere que podrian estar implicados mecanismos asociados a la inflamacion.

También hemos encontrado una correlacion intensa y significativa entre los
niveles de expresion de SREBP-2 y PPAR-a, Unicamente en paciente con EHGNA. Se
ha publicado en un estudio invitro que el incremento de PPAR-a inducido por
fenofibrato en ratones, promueve la activacion de SREBP-1c a través de un incremento
en la velocidad de escision de SREBP-1c a su forma activa [148]. En la EHGNA se
incrementa la expresion de PPAR-a a través de malonil Co A secundario al incremento
de lipogénesis, al igual que SREBP-1c, pero ademas esta correlacion puede poner de
manifiesto que existe un mecanismo de regulacion positiva de SREBP-1c mediado por
PPAR-a a través de un incremento en la velocidad de escision de SREBP-1c a su forma

activa, como se ha propuesto en el anterior articulo [148].
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CONCLUSIONES

La expresion hepética de las dos isoformas del receptor de adiponectina,
ADIPOR1 y ADIPOR2, se incrementa con el origen y desarrollo de la
EHGNA en obesos mdrbidos, en estrecha correlacion con genes
pertenecientes a los mecanismos de defensa antioxidante, especialmente con
la glutation peroxidasa. Nuestros datos sugieren la existencia de factores de
transcripcion comunes a las isoformas del receptor de adiponectina y a

genes de la maquinaria antioxidante.

La expresion de las isoformas del receptor hepatico de leptina se
correlaciona con la expresion de genes clave en la sefializacion de insulina.
Los niveles de correlacion mas intensos se aprecian en el grupo de pacientes
obesos sin EHGNA. Estos datos sugieren que la sinergia parcial existente
entre las rutas de sefializacion hepatica de leptina e insulina se refleja
también en los mecanismos de expresion genética de las proteinas

implicadas en dicha sefializacion.

Las expresiones hepaticas de adipofilina y SOCS-1 se correlacionan
Unicamente en pacientes obesos con EHGNA. Estos datos han sido
verificados en un modelo celular de esteatosis hepatica. En dicho modelo, la
expresion de adipofilina se correlaciona de forma casi absoluta con el
contenido extracelular de &cidos grasos y se correlaciona con la expresion
de SOCS-1. Nuestros datos sugieren que SOCS-1 podria estar implicada en
los mecanismos hepaticos de resistencia endocrina que se desarrollan en el

higado graso.
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6.1 LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y PERSPECTIVAS

En nuestro estudio hemos analizado la expresion hepética de una serie de genes
implicados en mecanismos relevantes en la patofisiologia de la EHGNA asociada a la
obesidad. Hemos evaluado mecanismos celulares de defensa antioxidante y rutas de
sefializacion de hormonas tan importantes en obesidad como la adiponectina la leptina o

la insulina.

De nuestros datos han derivado varias conclusiones claras que apoyan algunas
de las hipdtesis de trabajo propuestas al inicio del estudio. Pero también han surgido
nuevas hipotesis que deberian verificarse en futuros proyectos de investigacion. Una de
las principales limitaciones de nuestro estudio ha sido el reducido tamafio muestral de
pacientes obesos sin EHGNA. De hecho pensamos que podriamos haber tenido
diferencias significativas en ciertas variables clave, de haber tenido un tamafio muestral
mayor. En futuros proyectos se debera de incrementar el grupo de pacientes obesos sin
EHGNA para verificar datos tan relevantes como el descenso en la isoforma corta del
receptor de leptina (OB-Ra) e IRS-1 o el incremento en SOCS-1, en relacion al origen y
desarrollo de la EHGNA. De esa forma podrian identificarse nuevos mecanismos de
resistencia hepatica endocrina, profundizando en el conocimiento de la patofisiologia de

la EHGNA vy detectando dianas terapéuticas para el desarrollo de futuros farmacos.

Otra de las limitaciones de nuestro estudio deriva de que las principales
variables se han obtenido mediante una metodologia de analisis de expresion genética.
Lo ideal hubiera sido confirmar y ampliar los resultados de expresion genética con
“técnicas de protedmica”. De hecho, la activacion de proteinas mediante fosforilacion,
el trafico de proteinas entre nicleo y citoplasma o el “envio” de proteinas a la
maquinaria celular de “reciclado”, son mecanismos fundamentales en la sefializacion
endocrina que no pueden analizarse mediante analisis de expresion genética. Sin
embargo, en la actualidad las “técnicas gendmicas” requieren menos muestra y son
mucho mas sencillas de realizar que las “técnicas protedmicas”. Por lo que es frecuente
que los estudios comiencen con un analisis genético global y que, al detectar
mecanismos relevantes, se profundice con un andlisis protedmico. En nuestro caso, el

posible mecanismo de resistencia hepética a leptina, basado en un descenso de OB-Ra y
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un incremento de SOCS-1, debera de confirmarse y ampliarse, en futuros proyectos, con

técnicas protedmicas.

168



169



ABREVIATURAS




171



7.

ABREVIATURAS

AASLD: American Association for de study of Liver Diseases

AdipoR1: receptor de adiponectina 1
AdipoR2: receptor de adiponectina 2

AG: acidos grasos

AGL.: acidos grasos libres

ALT: alanina aminotransferasa

AST: aspartato aminotransferasa

AUC: Area Under the Curve (o curva ROC)
CEH: células estrelladas hepaticas
ChREBP: Carbohydrate Response Element Binding Protein
CK: citokeratina

CU: ciclo umbral

CYP2EL: citocromo P450 2E1

DAG: diacilglicerol

DM: diabetes mellitus

DNA: deoxyribonucleic acid

DNL.: de novo lipogénesis

ECA: ensayo clinico aleatorizado

ECV: enfermedad cardiovascular

EGHNA: Enfermedad de Higado Graso No Alcohdlico
EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica
GGT: gamma glutamiltransferasa

FA: fosfatasa alcalina

GO: glutatién oxidado

GPX1: glutation peroxidasa 1

GR: glutation reducido

GRD: glutation reductasa

HB: hemoglobina
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HDL: High density lipoprotein

HGNA: higado graso no alcohdlico

HMGCR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyma A reductase
IL: interleuquina

IMC: indice de masa corporal

INOS: Inducible Nitric Oxide Synthase

LDL: Low density lipoproteins

MDA: malondialdehido

MRNA: messenger ribonucleic acid

NADPH: Reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate

NAFLD: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease

NAS: NAFLD Activity Score

NASH: Non-Alcoholic SteatoHepatitis

NM: nanometro

Ob R: receptor de leptina Ob

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PB: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PNPLAS: fosfolipase patatin-like 3

PNU: polimorfismo de nucleo Unico

PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor (receptor
activado proliferador de peroxisoma)

PPIA: isomerasa peptidilprolil A

PRS13: proteina ribosomal S13

RCV: riesgo cardiovascular

RI: resistencia a insulina

RNA: ribonucleic acid

ROC: Receiver Operating Characteristic

SEEDO: Sociedad Espafiola Para el Estudio de la Obesidad
SM: Sindrome Metabdlico

SOCS: Supressor Of Cytokine Signalling

SREBP: Sterol Regulatory Element Binding Protein

TG: triglicéridos

173



TGF: Transforming Grow Factor
TLR: Toll Like Receptor

TNF: Tumor Necrosis Factor
TZD: tiazolidinedionas

US: utrasonografia

VPN: Valor Predictivo Negativo
VPP: Valor Predictivo Positivo
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ANEXO

RESUMEN DE LA MEMORIA DE TESIS DOCTORAL

Resumen de antecedentes bibliogréaficos.

La obesidad es una enfermedad cronica multifactorial, cuya prevalencia ha aumentado y
continda aumentando alarmantemente en nuestra sociedad, asi como en paises en economia en
transicion, hasta adquirir proporciones epidémicas. Entre las repercusiones clinicas mas
importantes se encuentra el sindrome metabdlico y su exponente hepatico, la enfermedad del
higado graso no alcohdlica (EHGNA). Nuestro trabajo doctoral se centra en el estudio de los
mecanismos implicados en el origen y progresion de la EHGNA en obesidad morbida.

La prevalencia de la EHGNA ha aumentado rapidamente en paralelo al dramatico incremento
de la obesidad y la diabetes tipo 2, tanto en la poblacion adulta como pediétrica, por lo que la
EHGNA representa la causa mas comun de enfermedad hepética en el mundo occidental, siendo
motivo de preocupacion su diagndstico precoz, estadiaje y tratamiento para evitar la progresion
de esta enfermedad a cirrosis hepatica y sus complicaciones.

La hipo6tesis del doble impacto se propuso en la década de los 90 como un modelo para
explicar el origen de la esteatosis hepatica y su posterior evolucién hacia esteatohepatitis. La
acumulacion de lipidos en los hepatocitos (primer impacto) desencadenaria una serie de eventos
citotéxicos (segundo impacto) que culminarian en esteatohepatitis. Este punto de vista inicial ha
evolucionado vy, en la actualidad, el origen de la esteatosis hepatica y su posterior evolucion
hacia esteatohepatitis se considera un proceso multifactorial en el que los mecanismos mas
relevantes pueden variar de un paciente a otro, probablemente debido a una combinacion de
factores genéticos y ambientales. En el caso de la EHGNA ligada a la obesidad mérbida los
mecanismos mas relevantes se asocian a una alteracion funcional y endocrina del érgano graso.
El concepto multifactorial de la EHGNA esta bien establecido y se conocen los principales
mecanismos implicados, siendo la resistencia a insulina uno de los mecanismos centrales. Sin
embargo, a una escala mas molecular, existen numerosas lagunas sobre las alteraciones que
sufre el tejido hepatico durante el origen y progresion de la EHGNA.

La adiponectina es la adipoquina mas abundante y especifica del tejido adiposo. Cada vez hay
mas evidencia del papel hepatoprotector de la adiponectina en higado graso no alcohdlico. A
nivel hepatico, la adiponectina incrementa la sensibilizacién a insulina y posee actividad
antifibrogénica - anti-inflamatoria, actuando en los hepatocitos y macréfagos hepaticos (células
de Kupffer), respectivamente. El efecto hepatoprotector de la adiponectina y su accion
insulinosensibilizante hacen que la adiponectina y el estudio de su fisiologia a través de sus
receptores hepéaticos sean un atractivo potencial terapéutico en el HGNA. Hay datos
contradictorios con respecto a la expresion de los receptores AdipoR1 y AdipoR2 en higado
graso no alcohdlico. Por una parte, se ha publicado que los niveles de expresién génica del
receptor AdipoR2 hepéatico disminuyen en pacientes con EHNA, en comparacion con los
controles. Sin embargo, otros estudios no han encontrado variaciones en la expresion génica en
la progresién del HGNA, o por lo contrario se ha publicado que el nivel de expresion génica de
dichos receptores aumenta o aumenta solo la isoforma AdipoR2. En estos datos anteriormente
indicados pueden influir factores de confusién relacionados con diferencias anatomoclinicas
entre individuos de las cohortes estudiadas o diferencias metodolégicas sobretodo en la
utilizacién de genes de normalizacién (housekeeping) para cuantificar la expresion génica de
receptores de adiponectina no especificos a nivel hepéatico. En la progresion del HGNA a
esteatohepatitis y fibrosis hepética, la teoria del doble impacto formulada por Day menciona la
implicacion de las vias de estrés oxidativo y Rl como factores determinantes. En un estudio
anterior y mediante la utilizaciébn de un modelo de ratones obesos y diabéticos, se ha
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demostrado sobre-expresion de AdipoR2, que a su vez se demuestra incrementada en relacion
con la expresion de enzimas antioxidantes hepaticas. También se ha demostrado la conexion
entre la expresion génica de receptores de adiponectina y vias del estrés oxidativo en modelos
celulares. No se han realizado estudios similares en modelos humanos.

La leptina es una hormona pleiotropica que en higado induce inhibicién de la lipogénesis,
sintesis de glucosa, estimulacion de la beta oxidacion y la sensibilidad a insulina, y en
hipotalamo presenta una funcién anorexigena, sin embargo, la obesidad esta fuertemente
asociada con esteatosis hepatica y resistencia a insulina. De las cuatro isoformas celulares
descritas para el receptor de leptina, las mas abundantes son OB-Ra, que es mayoritario en todos
los tejidos estudiados salvo el hipotdlamo y OB-Rb, que es la isoforma predominante en
hipotdlamo. En cuanto al resto de las isoformas cortas, son minoritarias y muy pocos trabajos
han analizado sus niveles de expresion. Respecto a la funcion de las isoformas celulares del
receptor en la sefializacion de la leptina, Unicamente la isoforma larga posee los dominios
necesarios para conectar con las vias intracelulares de transduccion JAK-STAT, pero también
con las vias MAPK y PI3K. Existen fuertes argumentos a favor de que el higado graso también
desarrolla resistencia a leptina, sin embargo, las bases moleculares de la resistencia a hepatica a
leptina son en la actualidad desconocidas. En contrapartida, la resistencia a leptina a nivel del
hipotdlamo esta bien establecida. Se sabe que es la responsable de la pérdida del efecto
anorexiante de la hormona en individuos obesos y se conocen los principales mecanismos
moleculares implicados: la disminucion de los niveles de expresion del receptor de leptina y el
incremento de los niveles de SOCS-3.

La resistencia a insulina altera profundamente el metabolismo glucidico del higado,
dificultando la sintesis de glucégeno durante el periodo postprandial. La disminucién de las
reservas de glucogeno hepatico se asocia a un incremento en la actividad de la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (enzima clave en el metabolismo del glucégeno) que, unido al
fallo en la sefializacion de insulina, provoca un incremento de la produccion hepatica de glucosa
en ayuno. Leptina e insulina comparten vias de sefializacion en los hepatocitos. La proteina
JAK2, que se activa por el receptor de leptina, activa a su vez las proteinas IRS, claves en la
sefializacion de insulina. Los entrecruzamientos en las vias de sefializacion endocrinas son muy
frecuentes. De hecho, el nimero de vias de transduccién diferentes que tiene la célula es inferior
al nimero de receptores hormonales de la membrana plasmatica. En consecuencia, la
modulacién final de las vias intracelulares de transduccién es resultado de la integracion de
numerosas sefiales procedentes de uniones de hormonas a sus respectivos ligandos en la
superficie celular. Aunque es conocido que SOCS-1 y SOCS- 3 son un represores de la
sefializacidn de insulina y leptina, su papel preciso en el higado graso no esta claro. En estudios
in vivo con ratones deficientes en SOCS-1 se ha publicado que aumenta la expresion de IRS-2 y
mejora la sensibilidad a insulina intrahepatica.

La lipogénesis hepatica se incrementa en pacientes obesos con resistencia a insulina. Este es
un dato contradictorio ya que la lipogénesis es una de las consecuencias de la sefializacion de
insulina en los hepatocitos. Esta contradiccién aln no ha sido completamente explicada.
Algunos autores opinan que las diferentes rutas de sefializacion activadas por la insulina en el
higado se alteran independientemente, de forma que la resistencia hepética a insulina afectaria
con mas intensidad al metabolismo glucidico que al lipidico, lo que unido a la hiperinsulinemia
y a la hiperlipidemia, habituales en pacientes con sindrome metabdlico, favoreceria laesteatosis
hepética. La elevada entrada de lipidos asi como la lipogénesis de novo a través de la glicélisis
por la via acetil CoA, parecen ser los puntos clave para la acumulacion de lipidos en los
hepatocitos. Se ha estudiado que SREBP-1c, controla la lipogénesis de novo en el hepatocito,
principalmente a través de la regulacién de la expresion de genes implicados en ésta, en el
metabolismo de los lipidos y en la homeostasis de la glucosa. Por consiguiente, la expresién
hepatica de SREBP-1c y sus genes diana estd incrementada en pacientes con EHGNA en
comparacion con los individuos sanos. Aunque en condiciones de resistencia a insulina SREBP-
1c no deberia ser activado, sorprendentemente la hiperinsulinemia estimula la expresion de
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SREBP-1c, incluso en estados de intensa resistencia a la insulina, dando lugar a un incremento
de lipogénesis de novo.

Durante la obesidad mdrbida, la expresion hepética de genes asociados a la sefializacion de
leptina, insulina y metabolismo lipidico cambian en relacion con el origen y progresion de la
EHGNA, los cuales pueden formar parte de mecanismos de resistencia hepéatica a leptina e
insulina, claves para la progresion de esta enfermedad. Los antecedentes citados en la
fisiopatologia de la EHGNA y su progresion en relacion con las adipoquinas leptina y
adiponectina, factores relacionados con resistencia a insulina y factores relacionados con
inflamacion, entre otros factores, sugieren un cambio en la expresion hepatica de los
mecanismos de sefializacion de los factores citados, que contribuyen al origen y progresion del
HGNA, asi como al desarrollo de sindrome metabdlico. Los antecedentes citados en relacion
con los marcadores de estrés oxidativo "(sobretodo glutation peroxidasa)" y los mecanismos de
sefializacion de adipoquinas (receptores de adiponectina) en la progresion del HGNA, sugieren
un vinculo entre los receptores de adiponectina y las vias de estrés oxidativo.

Hipotesis de trabajo.
De los antecedentes expuestos derivan las siguientes hip6tesis de trabajo:

- Los cambios en la expresion hepatica de los receptores de adiponectina en la progresion de la
EHGNA pueden estar asociados con la expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo,
lo que nos permitiria profundizar en el conocimiento de la sefializacion hepética de la
adiponectina y sus alteraciones en la progresion de la EHGNA.

- Durante la obesidad morbida, la expresion hepatica de genes asociados a la sefializacion de
leptina, insulina y metabolismo lipidico cambia en relacidén con el origen y progresion de la
EHGNA. Los mecanismos de sefializacion hepatica de leptina e insulina comparten factores
moleculares que se alteran con el inicio y progresion de la enfermedad y podrian explicar
mecanismos de resistencia hepética a leptina e insulina.

- Durante el origen y la progresion de la EHGNA, los incrementos de expresién de perilina 1y
adipofilina se podrian relacionar con la expresion de genes asociados a la sefializacion hepética
de adiponectina, leptina e insulina, identificando elementos clave de resistencia endocrina.

Objetivos.
Para la validacion de las hipdtesis de trabajo, antes expuestas, nuestro estudio se ha estructurado
en los siguientes objetivos concretos:

1) Valorar la presencia y progresién de la EHGNA a partir de biopsias hepaticas,segun el
método de Kleiner.

2) Evaluar pardmetros bioquimicos relacionados con perfil hepatico, resistencia ainsulina,
metabolismo lipidico y adipoquinas, asi como marcadores de estrésoxidativo en sangre durante
el origen y progresion de la EHGNA.

3) Evaluar, mediante técnicas de RT-PCR a tiempo real, la expresion de una seriede genes
asociados a la sefalizacién de adiponectina, leptina, insulina, proteinasPAT, metabolismo
lipidico y estrés oxidativo en biopsias hepaticasintraoperatorias realizadas a pacientes con
obesidad morbida sometidos a cirugiabariatrica en el Hospital Universitario San Cecilio de
Granada.
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4) Establecer un vinculo entre los niveles de receptores de adiponectina hepaticosy el nivel de
estrés oxidativo hepatocitario en distintos estadios de la EHGNAmediante la medicion de
niveles sanguineos de marcadores de estrés oxidativo,asi como la cuantificacion del nivel de
expresion génica de enzimas relacionadascon el estrés oxidativo: GPX1, GRD e iNOS, en
biopsias hepaticas realizadas ala cohorte de pacientes citada.

5) Establecer un vinculo entre los niveles de expresién hepatica de los genesasociados a
sefializacion de leptina, insulina y metabolismo lipidico durante elorigen y progresion de la
EHGNA, cuantificando estos niveles en las biopsiashepaticas realizadas a la cohorte de
pacientes citada.

6) Establecer un vinculo entre los niveles de expresion de proteinas PAT y losgenes medidos
anteriormente con la intencion de identificar marcadores clavesde resistencia hepética
endocrina.

7) Valorar la evolucion de la actividad de adiponectina a nivel plasmatico,marcadores
sanguineos relacionados con el sindrome metabolico (glucosa,triglicéridos, colesterol total,
HDL, insulina, HOMA-IR), marcadores de perfilhepatico (transaminasas y GGT) y marcadores
sanguineos de estrés oxidativotras la cirugia bariatrica mediante la realizacion de anlisis de
sangre a la cohortede pacientes citada un afio después de la cirugia.

Descripcion de la cohorte de estudio.

Se ha realizado un primer estudio de corte transversal en el que se han incluido60 sujetos, en
total 18 hombres y 42 mujeres, con obesidad morbida (IMC > a 40Kg/m2), sometidos a cirugia
bariatrica en el Hospital Universitario San Cecilio (Granada, Espafia).

Se ha realizado segundo estudio observacional, analitico, con seguimiento de la cohorte de
pacientes citada (al final del estudio han quedado 42 pacientes), a los que se ha realizado una
valoracion estadistica de la evolucion del IMC y parametros plasmaticos: glucosa e insulina,
leptina y adiponectina, perfil hepatico, perfil lipidico yde estrés oxidativo; antes y un afio
después de la cirugia.

Se ha realizado un tercer estudio en un modelo celular in vitro de esteatosis hepatica para
verificar algunos datos obtenidos en la cohorte de pacientes en relacion a la asociacion entre
adipofilina y SOCS-1.Los criterios de exclusion para los estudios que han incluido a la cohorte
de pacientes han sido: los trastornos hepaticos primarios, ademéas de aquellos que presentan
EHGNA secundario a patologias como la deficiencia de alfa-l-antitripsina, la hepatitis
infecciosa o0 enfermedad de Wilson, identificados por los marcadores de la enfermedad
especifica. EI consumo de alcohol maximo permitido en los participantes del estudio ha sido
como maximo de 30 g por semana en hombres y 20 g por semana en las mujeres. EI comité de
ética del Hospital Universitario San Cecilio ha aprobado el estudio y todos los sujetos han
aceptado y firmado el consentimiento informado escrito.

Breve descripcion de la metodologia experimental empleada.

Para el estudio de corte transversal las biopsias hepéticas han sido obtenidas en el momento de
la cirugia bariatrica. Para el estudio observacional, analitico, con seguimiento de la cohorte se
han tomado muestras de sangre antes de la cirugia, después de 10 horas de ayuno postoperatorio
y un afio después de la cirugia. Para el disefio del estudio de modelo celular se han utilizado
cultivos de la linea celular establecida llamada PLC-PRF-5 (hepatocarcinoma humano), que
sintetizan en la superficie el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBSAQ).
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Para la determinacion de los pardmetros bioguimicos, las muestras de sangre han sido
procesadas y analizadas por métodos de rutina dentro de las 24 horas siguientes a la extraccion
en el laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario San Cecilio. En cada paciente,
se han analizado los niveles de glucosa (mg / dl), insulina (mU / ml), triglicéridos (mg / dl),
colesterol total (mg / dl), lipoproteinas de baja densidad (LDL) colesterol (mg / dl),
lipoproteinas de alta densidad ( HDL), colesterol (mg / dl), alanina aminotransferasa (ALT) (U /
1), aspartato aminotransferasa (AST) (U / 1) y gamma glutamiltransferasa (GGT) (U / I). En
todos los pacientes se ha calculado el indice HOMA-IR, que permite realizar estimaciones de
resistencia insulinica y funcion de las células beta pancreaticas.

Los niveles de adiponectina y leptina en plasma se han medido utilizando el kits comerciales y
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los niveles de estrés oxidativo sanguineo se han determinado mediante técnicas
espectrofotométricas utilizadas ampliamente en investigacion.

Para el estudio anatomopatolégico, todas las biopsias hepaticas han sido evaluadas por un
Unico pat6logo con experiencia utilizando el sistema de puntuacién validada por Kleiner. Este
sistema de puntuacion histolégico cuantifica los cambios de actividad necroinflamatoria y
esteatdsicos (esteatosis, inflamacion lobular y balonizacién), dando lugar a resultados para
actividad de EHGNA que oscilan entre 0 y 8. Las puntuaciones mayores o iguales a 5 han sido
diagnosticadas como higado graso, las puntuaciones entre 3 y 4 han sido diagnosticadas como
probable o clara esteatohepatitis, las puntuaciones de 1 y 2 han sido diagnosticadas como higado
graso sin inflamacion, y la puntuacion 0 fue diagnosticada como no EHGNA. En funcién de
esta puntuacion los pacientes fueron divididos en tres grupos:

Grupo 1. Pacientes obesos mérbidos sin EHGNA.
Grupo 2. Pacientes obesos morbidos con EHGNA pero sin esteatohepatitis.
Grupo 2. Pacientes obesos mdrbidos con probable o clara esteatohepatitis.

El estudio de expresion de genes asociados a la sefializacion hepatica de adiponectina, leptina
e insulina, se ha desarrollado mediante la técnica de Real Time RT-PCR. Se han utilizado Kits
comerciales para la extraccion del RNA total hepético, para su retrotranscripcion a cDNA y para
el seguimiento, en tiempo real, de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se ha utilizado
una plataforma de PCR a tiempo real: CFX96 Real Time System de BioRad.

El modelo in vitro de esteatosis hepatica se ha desarrollado en cultivos de la linea celular
PLC-PRF-5 (hepatocarcinoma humano), que sintetizan en la superficie el antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B (HBsAQ) (s6lo antigeno). Durante el trascurso de los experimentos la
confluencia celular inicial ha oscilado entre el 60 y el 70%, y se han afiadido al medio de cultivo
concentraciones de acido oleico entre 0,125 y 2 mM. Para favorecer la solubilidad del acido
oleico en el medio de cultivo se ha suplementado con un 0,1% de albimina. Los métodos para
medir la expresion de genes en cultivo celular han sido idénticos a los empleados en biopsias
hepéticas. Con la salvedad de pequefias modificaciones a la hora de extraer el RNA

El analisis estadistico de los datos se ha realizado mediante el Paquete Estadistico para
Ciencias Sociales (SPSS 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL.

Breve descripcion de resultados.
Los pacientes fueron clasificados en 3 grupos: 10 pacientes sin NAFLD (grupo 1), 33 con
esteatosis hepatica pero sin inflamacion (grupo 2) y 44 con probable o clara esteatohepatitis

(grupo 3).
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- La expresion hepdtica de las dos isoformas del receptor de adiponectina, ADIPOR1 y
ADIPOR2, se incrementa con el origen y desarrollo de la EHGNA en obesos morbidos, en
estrecha correlacion con genes pertenecientes a los mecanismos de defensa antioxidante,
especialmente con la glutation peroxidasa. Nuestros datos sugieren la existencia de factores de
transcripcion comunes a las isoformas del receptor de adiponectina y a genes de la maquinaria
antioxidante.

La comparacion entre las expresiones medias entre el grupo 1 (pacientes sin EHGNA) y el
resto de los grupos (pacientes con EHGNA), Unicamente mostré tendencias no significativas
hacia el aumento para SOCS-1 y hacia el descenso para los receptores de insulina y leptina,
IRS-1y SOCS-3. Sin embargo se encontraron correlaciones entre la expresion de las isoformas
del receptor hepatico de leptina y la expresion de genes clave en la sefializacion de insulina. Los
niveles de correlacion mas intensos se aprecian en el grupo de pacientes obesos sin EHGNA.
Estos datos sugieren que la sinergia parcial existente entre las rutas de sefializacion hepatica de
leptina e insulina se refleja también en los mecanismos de expresion genética de las proteinas
implicadas en dicha sefializacion.

Las expresiones hepaticas de adipofilina y SOCS-1 se correlacionan Gnicamente en pacientes
obesos con EHGNA. Estos datos han sido verificados en un modelo celular de esteatosis
hepatica. En dicho modelo, laexpresion de adipofilina se correlaciona de forma casi absoluta
con el contenido extracelular de acidos grasos y muestra una correlacién fuerte con la expresion
de SOCS-1. Nuestros datos sugieren que SOCS-1 podria estar implicada en los mecanismos
hepéticos de resistencia endocrina que se desarrollan en el higado graso.

Conclusiones.

En pacientes obesos mdrbidos sin EHGNA, los elevados niveles de correlacion entre genes
asociados a la sefializacion de leptina e insulina sugieren que ambas rutas de sefializacion
comparten factores de expresion comunes. Sin embargo, la reduccion en esas correlaciones
durante la aparicion y desarrollo de la EHGNA, sugiere que la homeostasis endocrina hepatica
se afecta con la enfermedad del higado graso. Por otra parte, el elevado nivel de correlacién
encontrado entre los receptores de adiponectina y genes asociados a estrés oxidativo sugiere
mecanismos de regulacion genética comunes.

Nuestro estudio presenta nuevas perspectivas sobre la sefializacion hepatica de adiponectina y

sobre los mecanismos que conducen a resistencia hepatica a leptina y adiponectina, durante el
origen y progresion de la EHGNA.
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