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Resumen

Resumen

La obesidad se considera en la actualidad como uno de los grandes problemas médicos
en todo el mundo, pero sobre todo en paises desarrollados, donde afecta a todo el
espectro poblacional, incluidos los nifios. El extremo sobrepeso (obesidad moérbida -
OM-) se puede resolver sometiendo al paciente a cirugia bariatrica para reduccion de
peso, lo que ha favorecido la posibilidad de tomar biopsias para estudio de la grasa
visceral y biopsias hepaticas. La grasa visceral desde hace pocos afios se considera que
juega un papel importante en el desarrollo de la obesidad y es la fuente de numerosas
sustancias que median el proceso inflamatorio de bajo grado que se produce en esta
patologia, influyendo en la aparicion de graves complicaciones asociadas (metabolicas -
ejem. diabetes tipo-2-, cardiovasculares, hepaticas (enfermedad del higado graso no

alcohodlica— EHGNA-), et).

En este trabajo hemos realizado estudio histologico (convencional, inmunohistoquimico
y cuantitativo) de biopsias de grasa (subcutanea y visceral) y biopsias hepaticas tomadas
a pacientes con OM en el transcurso de cirugia bariatrica; hemos comparado estos
hallazgos con parametros antropométricos de obesidad, de sindrome metabolico y de
funcion hepatica; los valores topo-morfoldgicos obtenidos de la grasa también se han
comparado con las alteraciones histoldgicas hepaticas y de éstos con las principales
adipoquinas, algunas citoquinas inflamatorias y marcadores macrofagicos expresados en

grasa subcutanea y abdominal y medidos con técnicas moleculares.

Los resultados obtenidos nos han permitido establecer diferencias morfoldgicas entre la
grasa blanca visceral (GBvis) y entre la grasa blanca subcutanea (GBsub) indicando que
los adipocitos de la GBvis presentan menor tamafio. El recuento adipocitario y los
estudios con morfometria realizados se han correlacionado con la intensidad de las
lesiones hepaticas evaluadas, de manera que conforme existen lesiones histologicas mas
intensas el tamafio del adipocito es mayor, por lo que éste podria utilizarse como

marcador indirecto de dafio hepatico.
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También existen diferencias en cuanto a la densidad de macrofagos CD68. El n° total de
macrofagos tisulares ha sido superior en la grasa visceral; sin embargo el de coronas
macrofagicas tisulares y la concentracion de ARNm de CDl1l1c ha sido superior en
GBsub. Hemos llegado a la conclusion de que quizas esto ocurre porque es en la grasa
subcutdnea donde puede exister mayor recambio adipocitario ya que podria haber mas
destruccion de adipocitos por su mayor tamafio. Los mediadores liberados en este
proceso también podrian influir en el desarrollo de las lesiones hepaticas. Se han
observado escasas correlaciones y débiles entre los marcadores de macrofagos en
general (con ciertas variaciones segun el método de determinacion) y algunos

parametros antrométricos y metabolico-bioquimicos.

Respecto a la concentracion de adipoquinas determinadas, hemos obtenido resultados
parecidos a los ya publicados, obteniendo mayores concentraciones de leptina y
adiponectina en GBsub. En general han presentado correlaciones directas y débiles con

algunos parametros antropométricos, de sindrome metabdlico y de funcion hepatica.

Para la evaluacion de las lesiones hepaticas se ha utilizado un sistema de valoracion
semicuantitativo por medio de Categorias Diagnosticas, basado en estudios previos y en
modificaciones propias. Para la fibrosis se ha utilizado el sistema de Estadios de
Kleiner. Un dato observado en nuestra serie es la frecuente presencia de inflamacion
portal, a menudo descrita como mas caracterisitica de la enfermedad del higadro graso

no alcoholica infantil y esteatosis multivesicular,

Hemos observado diferencias respecto al sexo. En términos generales los varones han
presentado adipocitos de mayor tamafio, pardmetros antropométricos y metabolico-
bioquimicos mas alterados asi como mayor numero de biopsias hepaticas con lesiones
mas intensas. En cambio en las mujeres se ha observado lo contrario: han mostrado
adipocitos de menor tamafio, menor alteracion en los parametros antropométricos y

metabodlico-bioquimicos y biopsias hepdticas con lesiones menos graves.
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ABREVIATURAS

AcG: acido/s graso/s

Ac: anticuerpo/s

BORD: “borderline” (limite)

CC: circunferencia de la cintura

CCC: cociente cintura/cadera

DM-2: diabetes mellitus-tipo2

EHGNA: enfermedad del higado graso no-alcohoélico
EHNA: esteatohepatitis no-alcohdlica

EROs: especies reactivas de oxigeno

GB: grasa blanca

GBsub: GB subcutanea

GBvis: GB visceral

GL: gota/s lipidica/s

GGT: gamma-glutamil-transferasa

GLUT: trasportador de glucosa

GOT: transaminasa glutamico-oxalacética (o AST)
GPT: transaminasa glutdmico-piravica (o ALT)

HCC: hepatocarcinoma

HDLc: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad

HE: hematoxilina-eosina
HENA: hepatoesteatosis no-alcohdlica
HI: hiperinsulinismo

HIF: factor inducible por hipoxia

HOMA-IR: “homeostasis model assessment” -insulin resistance

HSL: lipasa sensible a hormonas

ICC: indice cintura-cadera

IFN: interferon

IGF: factor de crecimiento parecido a la insulina

IKK: quinasa kappa-I
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I1: interleuquina (interleucina)

IMC: indice de masa corporal

Ins: insulina

IR: resistencia a la insulina

JNK: quinasa c-jun N-terminal

LDLc: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad

LPS: lipopolisacéridos

MCP: proteina quimotactica para monocitos

MDB: cuerpos de Mallory-Denk

NAFLD: “Non-alcoholic fatty liver disease”(enfermedad del higado graso no-
alcoholico)

NAS: NAFLD (Non-alcoholic fatty liver disease) Activity Score
NASH: “Non-alcoholic steatohepatitis” (esteatohepatitis no-alcohdlica)
NFx B: factor nuclear potenciador de genes de cadena ligera kappa de células B
NO: 6xido nitrico

OM: obesidad morbida

PAL: inhibidor del activador del plasmindgeno.

PC: perimetro de cintura

PMN: polimorfonucleares neutréfilos

PPAR: receptor activado por proliferador peroxisémico.

RE: reticulo endopldmico

R-Ins: receptor de insulina

S: sindrome.

SAA: amiloide A sérico

SM: sindrome metabdlico

TG: triglicéridos

TGF: factor de crecimiento transformante

TIP47: “tail-interacting protein of 47 kDa”

TLR: “toll-like” receptors (receptores de tipo sefiuelo o peaje)

TNF: factor de necrosis tumoral
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Introduccion

1.1 Obesidad: generalidades

La incidencia de obesidad ha incrementado notablemente en las ultimas décadas en todo
el mundo, tanto en adultos como en nifos, y, por tanto, también lo han hecho los
trastornos metabolicos asociados a ella: Sindrome Metabdlico -SM-, enfermedad del
higado graso no-alcoholico (EHGNA), complicaciones cardiovasculares, etc., asi como
otros procesos (cancer, enfermedades neurodegenerativas, etc.) (Hotamisligil, 2006; Odgen
et al., 2006; Schernthaner and Morton, 2008; Starley et al., 2010; Shimizu et al., 2013), motivado,

entre otros factores, por el cambio en los héabitos de vida.

La obesidad se considera una enfermedad epidémica en EE.UU. (Ross and Pawlina, 2007) y
en otros paises industrializados y estd aumentando de modo alarmante en Espana
(Aranceta-Bartrina y cols., 2005). Los factores ambientales pero sobre todo los genéticos
juegan un papel importante en su desarrollo (Brooks and Perosio, 2012); la herencia no
suele ser mendeliana y es clara su influencia en la predisposicion a la enfermedad (Flier
and Maratos-Flier, 2007). Ademas existen mutaciones genéticas raras asociadas a obesidad,
no solo en ratones, sino en la especie humana; los productos de dichos genes estan
implicados en la regulacion del apetito y el peso corporal a través de la leptina (ejem.
leptina y receptor de leptina, propiomelanocortina, receptor de hormona estimulante de

melanocitos, proenzima convertasa 1) (Flier and Maratos-Flier, 2007).

La obesidad se caracteriza por: 1) aumento de la cantidad de grasa corporal y 2)
resistencia a la insulina (IR), en la que influye la liberacion de mediadores (citoquinas y
adipoquinas) durante el estado subinflamatorio cronico o inflamacidon cronica de bajo
grado que se produce en el 6rgano adiposo (Wellen and Hotamisligil, 2003; Angulo, 2006;

Andersson et al., 2008; Clément and Vignes, 2009).

No todos los tipos de obesidad son igual de peligrosos (Arner, 1998): la obesidad central
(visceral o abdominal) se correlaciona con aumento del riesgo cardiovascular, debido a
sus caracteristicas funcionales y anatomicas. La grasa visceral es considerada el

desencadenante de la disfuncion metabdlica debido a su mayor actividad lipolitica y
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liberacion de citoquinas que otros tipos de depositos, asi como por su drenaje al sistema
venoso portal (Maher, 2010). La obesidad central forma parte del fenotipo
clinicopatologico del SM (Antuna-Puente et al., 2008), cuya expresion hepatica es la

EHGNA.

Algunos estudios confieren un importante papel a las alteraciones en la grasa
mesentérica en la enfermedad de Crohn (Schiffler et al., 2005; Sheley-Frase et al., 2011); la
proliferacion de grasa que envuelve el intestino (“fat-wraping”), caracteristica de la
enfermedad, se relaciona con la inflamacién transmural; la “obesidad mesentérica” que
muestran los pacientes, con la liberacion de mediadores inflamatorios y otras

adipoquinas, podria contribuir a las lesiones.

La EHGNA asociada a obesidad est4 incrementando su incidencia en la misma medida
que lo hace esta enfermedad en paises industrializados (Newschwander-Tetri and Caldwell,
2003; Caballeria and Rodés, 2003; Yeh and Brunt, 2007). La diabetes mellitus tipo-2 (DM-2) es
la enfermedad endocrino-metabolica humana mas comun en la actualidad (llegando a
adquirir caracteristicas epidémicas en muchos paises) y en su patogenia influyen
multiples factores, siendo la IR y el hiperinsulinismo (HI) compensador (tipicos del
SM) los destacados con mds frecuencia (Andersson et al., 2008), por lo que no es de

extraiar que la EHGNA afecte al 80% de pacientes con DM-2 (Moscatiello et al., 2007).

1.1.2 Trastornos metabolicos asociados a obesidad: Resistencia a la

insulina y sindrome metabdlico

Estudios epidemiologicos subrayan la importancia del tejido adiposo en la IR y en la
intolerancia a la glucosa y explican en parte el gran incremento de DM-2 (Shuldiner et al.,
2001). En la aparicion de IR influyen multiples factores (genéticos, nutricionales, estilo
de vida, etc.) (Tilg and Moschen, 2008) quizas siendo los factores genéticos los mas

decisivos.
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La patogénesis molecular de la IR parece ser multifactorial y compleja, habiéndose
identificado diversas moléculas diana implicadas en la inhibicion de la accion de la

insulina (Angulo, 2002; Cusi, 2009).

El receptor de insulina (R-Ins) pertenece a la familia de receptores tirosin-quinasa vy,
cuando se acopla a su ligando-especifico, la insulina (Ins), se produce fosforilacion del
R-Ins y del substrato (S)-R-Ins (tipos 1 y 2 en el higado), desencadenando la activacion
de diversas moléculas y caminos de sefalizacion (PKC, PI3K/PKB o Aktl); éstos, entre
otros, conducen al efecto metabdlico de la Ins a nivel de miocito y adipocito e incluye la
activacion del transportador de glucosa GLUT-4 (transportador selectivo de glucosa,
mediador de captacion de la misma) (Arner, 2003; Hotamisligil, 2006; Tilg and Moschen, 2008;

Malaguarnera et al., 2009).

La falta de ejercicio y el aporte excesivo de alimentos, junto a la insuficiente oxidacién
de acidos grasos (AcQG) por fallo mitocondrial, pueden desencadenar IR en el miocito
cargado de grasa, que es compensada inicialmente con elevacion de la secrecion

pancreatica de insulina -HI compensador- (Pessayre and Fromenty, 2005).

El mecanismo por el que se produce IR en la adiposidad visceral no esta claro (Cheung
and Sanyal, 2009), aunque algunos investigadores sugieren que sucede de forma similar a
la del musculo (Pessayre and Fromenty, 2005) y/o por la accidn de citoquinas liberadas por el
organo adiposo (Cheung and Sanyal, 2009); sus consecuencias son un incremento de

lipolisis y liberacion de AcG.

Cuando existe IR, las consecuencias metabdlicas en las células que intervienen de forma
mas activa en el metabolismo hidrocarbonado (adipocitos, hepatocitos y miocitos)
varian. En situaciones normales, la Ins inhibe a la lipasa sensible a hormonas (HSL)
adipocitaria, pero si existe IR se produce inhibicidon defectuosa de la HSL mediada por
la Ins (Browning and Horton, 2004), lo que aumenta la lipolisis adipocitaria, con el
consiguiente incremento sérico de AcGs, que llegan al higado (Larter and Farrell, 2006;

Sanyal, 2005; Pessayre and Fromenty, 2005; Begriche et al., 2006; Monga and Behari, 2009); a ellos se

28



Tesis Doctoral, Mercedes Caba Molina

pueden unir los procedentes de la dieta rica en grasas, siendo los principales

contribuyentes del

acumulo lipidico hepatocitario (Tilg and Moschen, 2008). La lipolisis adipocitaria también

es estimulada por TNFo (Arner, 2003).

El higado participa en el mantenimiento de la glucemia tanto en situaciones de
alimentacion, en las que transforma el exceso de glucosa en AcG por mediacion de la
Ins, como en las de ayuno, obteniendo glucosa a partir de otros precursores diferentes a
la glucosa (gluconeogénesis) (Monga and Behari, 2009). La IR en miocitos y adipocitos
incrementa los niveles plasmaticos de glucosa y/o insulina (Pessayre and Fromenty, 2005) y
¢ésto deriva en una mayor sintesis intrahepatica de AcG. Hiperglucemia ¢ IR son

caracteristicas de la DM- 2.

El SM es frecuente (Eckel et al., 2005) y cuando fué descrito en 1988 por Reaven se
enfatizaba sobre el riesgo cardiovascular asociado, pero no incluia la obesidad (Zimmet et
al., 2005). No obstante, existen referencias al SM muy anteriores en publicaciones del
primer tercio del siglo pasado realizadas por Kylin y Maraién (Zimmet et al., 2005; Eckel et

al., 2005).

Los criterios para su diagnostico fueron primero publicados por la OMS en 1999 y se
han ido sucediendo distintas propuestas como las elaboradas por el EGIR (European
Group for the Study of Insulin Resistance) y ATP-III (Adult Treatment Panel III, del
National Cholesterol Education Program -NCEP-) (Zimmet et al., 2005), entre los que

existen algunas variaciones (Tabla-1).

Los criterios diagnosticos mas utilizados para el SM son los de la ATP-III, que requiere
la presencia de 3 o mas de los siguientes parametros: 1) obesidad visceral (perimetro de
cintura >102 cm para hombres y 88 para mujeres), 2) triglicéridos > 150 mg/dl; 3)

HDLc <40 mg/dl para hombres o <50 mg/dl para mujeres, 4) TA > 130/85 mm Hg, y 5)
glucemia en ayunas = 110 mg/dl (Ramesh and Sanyal, 2005).

29



Introduccion

DEFINICIONES DEL SINDROME METABOLICO (*)

OMS, 1999 EGIR, 1999 ATP-IIT, 2001

Diabeftes o alterac. folerancia Resistencia a la insulina o
glucosa o resist frente ala insulina  hiperinsulinemia (no diabéticos)

2 0 mds de los factores siguientes: 2 o mds de los factores siguientes: 3 0 mds de los factores:
1-Obesidad: IMC> 300 CCC>0,9en 1. Obesidad central: PC > 94 cm 1. Obesidad central: PC > 102 cm
los varones o > 0,85 en las mujeres o >80 cmen las mujeres en los varones 0> 88 cmenlas mujeres
2-Dislipemia: T6> 1,7 mmol/I 2. Dislipemia: TG > 2,0 mmol/I 2. Hipertrigliceridemia: TG

o0 cHDL < 0,9 enlos varones ocHDL<1, 021,7 mmol/I

o <1,0en las mujeres

3. Hipertensién: presién arterial 3. Hipertensién: presién arterial 3. Disminucién del cHDL: <1, 0

>140/90 mmHg o tratamiento >140/90 mmHg, o tratamiento en los varones mmol/l o
medicamentoso medicamentoso o ambos <1,3 mmol/l en las mujeres

4. Microalbuminuria: excrecién 4. Glucemia en ayunas > 6,1 mmol/I 4. Hipertensién: presién arterial

de albdmina > 20 pg/min >130/85 mmHg o tratamiento

medicamentoso
5. Glucemia en ayunas > 6,1 mmol/|

(*) Tomado de: Zimmet P, Alberti K, Serrano Rios M. Una nueva definicién mundial del sindrome metabélico propuesta por la Federacién
Internacional de Diabetes: fundamento y resultados. Rev Esp Cardiol. 2005;58:1371-376.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud; EGIR: European Group for the Study of Insulin Resistance; ATP-III: Adult Treatment Panel III;
IMC: indice de masa corporal; CCC: cociente entre el perimetro de la cinturay el perimetro de la cadera; PC: perimetro de la cintura:

cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad. aDefinida como el cuartil superior de la concentracién de insulina en ayunas en personas
no diabéticas.

Tabla-1

El SM se asocia a una serie de alteraciones como el ovario poliquistico o acantosis
nigricans (oscurecimiento y engrosamiento de pliegues cutaneos en cuello, codos y
espacios interfalangicos dorsales) en nifios, existiendo casos hereditarios con alto riesgo
de EHGNA: sindrome (S) de lipodistrofia, S Bardet-Biedl o de Laurence-Moon-Biedl
(retraso mental, malformaciones renales y cardiacas, hipogonadismo primario, etc.), S
de Ahlstrom (hipogonadismo en varones, inteligencia normal), S de Prader-Willi (talla
corta, retraso mental, facies tipica, hipogonadismo primario, etc.) y S de Dorfman-
Chanarin (ictiosis, cataratas, estatura baja, miopatia, etc.); todos, excepto el ultimo, se

asocian con obesidad (Brunt, 2007a; Flier and Maratos-Flier, 2007).

Alrededor del 80% de los pacientes con EHGNA tienen SM (Ramesh and Sanyal,
2005). Algunos autores incluyen a la EHGNA como un componente mas de SM, al que
consideran como una enfermedad endocrina multifactorial, en cuyo mecanismo

patogénico pueden estar implicados, entre otros, factores nutricionales maternos (Bruce
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and Byrne, 2009). La IR e hiperglucemia que caracterizan al SM son factores que
contribuyen al desencadenamiento lesional en EHGNA (Angulo, 2002; Newschwander-Tetri

and Caldwell, 2003).

1.1.3 Criterios clinicos para la valoracion de la obesidad

El aumento de grasa corporal, caracteristica de los pacientes obesos, se ha hecho
equivalente al aumento de peso, aunque algunas personas con sobrepeso no tienen
exceso de grasa sino de masa muscular (Flier and Maratos-Flier, 2007). La distribucion de la
grasa en las diferentes localizaciones anatomicas es de importancia por su relacion con
la patologia asociada a obesidad, siendo la mas nociva la grasa intravisceral y la grasa
subcutdnea visceral, asi como la grasa de la parte superior del cuerpo (Flier and Maratos-

Flier, 2007).

El criterio méas comun para la valoracion clinica de los pacientes obesos es el indice de
masa corporal (IMC), que se obtiene dividiendo el peso (kg) por el cuadrado de la altura
(m), el cual ha de ser igual o mayor de 30. Segtn el IMC se distinguen 3 subtipos de
obesidad: obesidad 1 (IMC entre 30 y 34.9), obesidad 2 (IMC entre 35 y 39.9) y
obesidad extrema o morbida (IMC igual o mayor de 40) (Gastrointestinal Surgery for severe
obesity: NIH consensus, 1992; Zimmet et al., 2005; Schernthaner and Morton, 2008). Se habla de

sobrepeso cuando el IMC esta entre 25 y 30 (Flier and Maratos-Flier, 2007).

Otro parametro clinico de obesidad es el perimetro de la cintura, que varia segin el
criterio utilizado: igual o mayor de 94 cm en varones y de 80 cm en mujeres (criterios
del EGIR, 1999) o mayor de 102 cm en varones y 88 en mujeres (criterios de ATPIII,
2001); también se ha usado el indice cintura:cadera o cociente entre perimetro de

cintura/perimetro de cadera (CCC), que ha de superar 0.9 en varones y 0.85 en mujeres
(OMS, 1999) (Zimmet et al., 2005).

Los criterios de obesidad citados no se pueden aplicar a pacientes asidticos, cuyos
valores de IMC son inferiores a los de caucasicos (obesidad: IMC>27); su alto riesgo

cardiovascular con el mismo IMC debe ser atribuido a la mas alta proporcion de
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adiposidad visceral (Farrell, 2003). Algo similar ocurre con la medida del perimetro

visceral (> 90 para varones y > 80 para mujeres) (Eckel et al., 2005).

Otras formas de cuantificar la obesidad son la antropometria (grosor del pliegue
cutaneo), densitometria (peso bajo el agua), tomografia computadorizada o la

resonancia magnética (Flier and Maratos-Flier, 2007).

Por otra parte, no todos los pacientes obesos tienen factores de riesgo cardiovasculares;
algunas series senalan la existencia de un 22% de pacientes obesos metabdlicamente
sanos, debido probablemente a que tienen menor adiposidad visceral/ grasa ectopica
(Despréss, 2012). Por ello, se ha propuesto la valoracion de 2 parametros clinicos,
circunferencia de cintura y trigliceridemia, como base del llamado fenotipo “cintura
hipetrigliceridémica” (Lemieux et al., 2000) para deteccion de obesos con riesgo

cardiovascular.

1.1.4 Bases morfoldgicas de la obesidad: el 6rgano adiposo

El 6rgano adiposo (grasa organica) es un organo endocrino peculiar, caracterizado por
su distribucién discontinua a través del cuerpo, con varios depdsitos subcutaneos y
viscerales (Armani et al., 2010). Durante décadas ha sido considerado como un lugar de
almacenamiento energético de poco interés cientifico (Arner, 2003; Rosen and Spiegelman,
2006), hecho que ha cambiado en los ultimos afios debido al incremento de la obesidad y

sus complicaciones metabdlicas.

Este organo multifuncional esta implicado no solo en el almacenamiento de reservas
energéticas sino también en la regulacion de numerosas funciones (metabolismo,
inmunidad, homeostasis vascular, curacion de heridas, proliferacion celular/apoptosis,
reproduccion, etc.), a través de una red compleja de sefiales autocrinas, paracrinas y
endocrinas que implican efectos pleiotropicos orgéanicos (hipotalamo, pancreas, higado,

musculo esquelético, rifidn, sistema inmune, sistema vascular, etc.) (Friihbeck, 2008).
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Existen dos tipos morfofuncionales de grasa: blanca y parda (a veces referidos como
unilocular y multilocular, repectivamente, debido a las caracteristicas morfoldgicas de
los adipocitos que los constituyen -Ross and Pawlina, 2007-), encargados, entre otras
funciones, del almacenamiento de triglicéridos (TG) como reserva energética
(especialmente en la localizacién visceral y subcutdnea) y del mantenimiento de la
temperatura corporal en el recién nacido en el caso de la grasa parda (Frithbech, 2008);
¢ésta desaparece casi completamente en el adulto y tiene diferente morfologia y funcion

a la grasa blanca (Rosen and Spiegelman, 2006; Gesta et al., 2007).

Macroscopicamente la grasa blanca (GB) suele ser de color amarillo brillante y
homogéneo, a veces blanco o marfil, con aspecto grasiento al corte, y esta dividida en

lobulillos (Brooks and Perosio, 2012; Frithbeck, 2008).

Segun su topografia, existen dos tipos de GB: subcutdnea (o paniculo adiposo) e
interna, que constituyen el 80% y 20% de la grasa corporal total, respectivamente (Ross

and Pawlina, 2007; Friihbeck, 2008).

La GB subcutanea (sub) forma una capa denominada paniculo adiposo, concentrada en
determinadas zonas (craneal, abdomen, gluteos, muslos, axilas y tronco), que se
diferencia en ambos sexos y con una importante funcion aislante (Ross and Pawlina, 2007;
Gesta et al., 2007). En el varon los depdsitos de grasa subcutanea tienen predileccion por la
nuca, zona que cubre el deltoides y triceps y por region lumbosacra, mientras que en la
mujer se concentran en zona gluteofemoral y mamas (Friihbeck, 2008). La grasa

subcutanea esta dividida en 16bulos mal definidos por delgadas bandas de colageno.

Estudios realizados con tomografia axial computerizada (TAC) diferencian 2 tipos
morfo-funcionales de grasa subcutanea abdominal, superficial y profunda; ambas estan

separadas por un plano fascial (Kelley et al., 2000).

La GB interna, a su vez se divide en visceral (vis) y no visceral (Friihbeck, 2008); la

visceral se localiza principalmente en epiplon mayor, mesenterio y retroperitoneo (Ross

and Pawlina,
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2007); algunos autores (Gesta et al., 2007) utilizan el término de grasa intraabdominal para
referirse a la grasa del epiplon, del retroperitoneo y la que rodea a las visceras. Posee
mayor nivel de recambio de lipidos que la GBsub, lo que estd condicionado por el
contenido de determinadas enzimas relacionadas con el metabolismo lipidico y la
expresion de varios receptores hormonales (catecolaminas, insulina) (Arner, 1998; Yang

and Smith, 2007).

Existen diferencias sexuales en la distribucion de la grasa, ya sea en la parte alta del
cuerpo (obesidad androide) o en la parte baja (obesidad ginoide), y en el contenido de
grasa corporal (las nifias tienen mas grasa que los nifios) asi como en su porcentaje (pico
mas alto en chicos durante las etapas precoces de la adolescencia y en chicas en toda la

adolescencia) (Brooks and Perosio, 2012).

Las bases morfologicas de la obesidad son la hipertrofia y/o hiperplasia adipocitaria
(Drolet et al., 2008) y segun su distribucion puede ser global o mas localizada. Con la edad
tiende a incrementar la grasa visceral en el varon, hecho que también sucede en la
obesidad androide o de tipo masculino; en la obesidad ginoide o de tipo femenino
incrementa la grasa subcutanea gluteo-femoral (Friihbeck, 2008); ambos tipos de obesidad
han sido denominados en forma de manzana y de pera, respectivamente (Gesta et al.,

2007).

La distribucion regional de la grasa corporal es un importante indicador de alteraciones
cardiovasculares y metabolicas. El fenotipo de obesidad central se asocia con
incremento de grasa troncal, tanto vis como sub (Angulo, 2006), eleva el riesgo
metabolico (SM) y de complicaciones cardiovasculares que van asociados al incremento
sérico moderado aunque cronico de mediadores inflamatorios (Wellen and Hotamisligil,
2003; Andersson et al., 2008; Clément and Vignes, 2009). Los productos liberados tras lipolisis
de la GBvis drenan al higado a través del sistema portal (Arner, 1998 y 2003) y pueden

contribuir al desarrollo de lesiones hepaticas.

Desde el punto de vista histologico, en la GB existen diversas poblaciones celulares

(Figura-1): adipocitos uniloculares o lipocitos maduros y precursores (preadipocitos y
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células madre multipotenciales); endoteliocitos, fibroblastos, histiocitos y macrofagos,
junto con otros componentes de la matriz extracelular (MEC), que constituyen el
estroma conectivo-vascular (Clément and Vignes, 2009; Armani et al., 2010); también estan

presentes células del sistema inmune (leucocitos).

Histoarquitectura de la grasa blanca (*)

preadipocitos

adipocitos maduros &
- :
j

! .
vasos sanguineos

(endoteliocitos,

leiomiocitos)

e

linfocitos T © ¥

(*) Modificado de Armani et al. 2010; Ouchi et al., 2011.

CM: células madre mesenquimales; MEC: matriz extracelular

Figura-1.-

Los adipocitos constituyen el 35-70% de la masa adiposa en adultos y solo el 25% de la
poblacion celular, mientras que el 75% restante lo forman las células de la llamada

“fraccion estroma-vascular” (Friihbeck, 2008).

1.1.4.1 Adipocitos

Los adipocitos maduros son cé¢lulas grandes, de 100 um o mas de diametro (pueden
variar entre 25 y 200 um), de forma ovalada o poliédrica; tienen una gran inclusion
lipidica o gota lipidica (GL) que ocupa el 90% del volumen celular, desplazando el
nicleo y las organelas a la periferia; estdn rodeados de membrana basal, fibras

reticulinicas (resaltadas
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con tinciones de PAS y reticulina, respectivamente) y sustancia fundamental amorfa;
adoptan aspecto reticulado o de malla (Ross and Pawlina, 2007; Friihbeck et al., 2009; Armani et

al., 2010; Brooks and Perosio, 2012).

En los adipocitos blancos el citoplasma forma un anillo periférico a la gran GL que
ocupa gran parte del mismo. Tienen un nucleo oval, aplanado, semilunar o en forma de
copa, con una vacuola central - en cortes apropiados-, mientras que en los inmaduros,
que ademas contienen multiples GL citoplasmicas, es redondo u oval (Friihbeck, 2008;
Frithbeck et al, 2009; Brooks and Perosio, 2012). Las mitocondrias son escasas, pequefias y
alargadas, como lo es el reticulo endoplasmico (RE) tanto rugoso como el liso (Frithbeck

et al, 2009).

La aplicacion de tinciones para demostracion de los lipidos contenidos en los adipocitos
deben realizarse sobre tejido congelado, con objeto de evitar la formaciéon de una
vacuola de extraccion por efecto de los liquidos intermediarios utilizados durante el
procesamiento histologico convencional (inclusion en parafina) (Aguilar y cols., 1993); la
fijacion prolongada en formaldehido también hace que se pierdan los lipidos (Brooks and
Perosio, 2012). Las tinciones usadas habitualmente como el Sudan IV, oil red O, etc. tifien
los lipidos neutros, mientras que la tincion de sulfato azul de Nilo permite diferenciar
grasas neutras de AG y fosfolipidos (Brooks and Perosio, 2012). Los ésteres lipidicos que

forman las GL son insolubles con tetréxido de osmio (Fujimoto el al., 2008).

Desde el punto de vista inmunohistoquimico, los adipocitos expresan el filamento
intermedio vimentina y son inmunorreactivos frente a la proteina S-100, que tiene una
tincion citopldsmica (Brooks and Perosio, 2012). La proteina S-100 es una proteina acida de
unidon al calcio, de 21000 daltons de peso molecular, constituida por 2 cadenas
polipeptidicas (o y B) que forman 3 tipos de dimeros: S-100a (a, B), S-100b (B, B) y S-
100ao (o, o) (Brooks and Perosio, 2012); la forma S-100b, también expresada por las

células de Schwann, es la tinica presente en los adipocitos.

Los adipocitos poseen una dotacion completa de enzimas y proteinas reguladoras
necesarias para llevar a cabo tanto la lipolisis como la lipogénesis de novo (Frithbeck et al.,
2001). Con inmunohistoquimica se pueden poner de manifiesto diversas proteinas
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adipocitarias de unién a lipidos (ver apartado siguiente): la perilipina, que se expresa
alrededor de gotas lipidicas maduras, y la adipofilina y TIP47 (“tail interacting protein
of 47 kDa”) en las pequefas o inmaduras, tanto en el tejido adiposo como en

hepatocitos esteatosicos caracteristicos de EHGNA (Fujii et al., 2009; Kimmel et al., 2010).

1.1.4.1.1 Estructura y formacion de las gotas lipidicas

Las inclusiones lipidicas o GL, también denominadas adiposomas en animales (Ducharme
and Bickel, 2008), cuerpos lipidicos y cuerpos de grasa (Walther and Farese Jr, 2009), ocupan
gran parte del citoplasma en el adipocito blanco y estan constituidas mayoritariamente
por TG. Son la fuente principal de energia para el organismo y tras su hidrolisis se
pueden utilizar para la B-oxidacion, sintesis de membranas, modificacion de proteinas y
generacion de moléculas de sefializacion y otros productos lipidicos (Fujimoto et al., 2008);
ademads de participar en diversas funciones celulares, interacionan con otras organelas

(Fujimoto et al., 2008; Guo et al., 2009).

Con microscopia electronica de transmision, las GL son estructuras esféricas de
contenido homogéneo y variable densidad, que no estdn rodeadas por una unidad de
membrana y muchas veces no se delimitan claramente del citoplasma circundante
(Fujimoto et al., 2008; Walther and Farese Jr, 2009). En los adipocitos diferenciados se disponen
a su alrededor filamentos del citoesqueleto (vimentina), dandoles estabilidad; se puede
observar aposicion de GL con RE -donde se sintetizan- y con peroxisomas y

mitocondrias, responsables de la B-oxidacion de los AcG.

Las GL estan constituidas (Figura-2) por un nucleo de ésteres lipidicos (TG - sobre
todo-, diglicéridos y ésteres de colesterol) altamente hidrofobicos, envueltos por una
monocapa de fosfolipidos y colesterol libre, entre las que se intercalan proteinas
estructurales y enzimaticas (enzimas para sintesis de lipidos -ejem. acetil-CoA-, lipasas)
(Fujimoto et al., 2008; Guo et al., 2009; Olofsson et al., 2009; Walther and Farese Jr, 2009). La

monocapa de
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fosfolipidos, de composicion similar a la de las membranas del RE, separa a las GL del

medio acuoso citosolico (Fujimoto et al., 2008; Walther and Farese Jr, 2009).

Las GL son organelas dindmicas y las proteinas regulan su formacion, mantenimiento,

modificacion e involucion (Ducharme et al., 2008; Fujimoto et al., 2008).

Las proteinas estructurales pertenecen a la familia de proteinas denominadas PAT:
perilipina, ADRP (adipocyte differentiation-related protein) o adipofilina y TIP47 (tail-
interacting protein of 47 kDa- o PP17); son proteinas anfifilicas asociadas a la
monocapa de fosfolipidos que rodea las gotas lipidicas. Con técnicas de ME de fractura
por congelacién y marcado con inmuno-oro las proteinas PAT se pueden localizar no

solo en la superficie, sino también en el interior de las GL (Robenek et al., 2009).
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Figura-2- Estructura de las gotas lipidicas (Modificada de Fujimo et
al., 2008).
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Se reconocen 5 miembros de la familia PAT en mamiferos, habiéndose sugerido su
redenominacién como perilipina (PLIN) 1 a 5; la perilipina, adipofilina y TIP47
equivalen a PLIN 1, 2 y 3, respectivamente (Olofsson et al., 2009; Kimmel et al., 2010).
Perilipina y ADPR estan localizadas en las GL, mientras que TIP47 es soluble y forma

parte de GL en determinadas circunstancias (Fujimoto et al., 2008).

La perilipina tiene 3 isoformas (A, B y C), las 2 primeras se expresan en el adipocito y
si estan fosforiladas constituyen el lugar de acoplamiento para la HSL activada durante
el proceso de lipolisis (Fujimoto et al., 2008). La perilipina estabiliza las GL y previene la
hidrdlisis de TG; tras estimulacion adrenérgica o por estimulaciéon hormonal, HSL y
perilipina son fosforiladas y la primera se trasloca a la GL (Friihbeck, 2008). ADPR
disminuye durante la adipogénesis en adipocitos (no en otros tipos celulares) y junto

con TIP 47 protegen frente a la lipolisis (Fujimoto et al., 2008).

A diferencia de lo que sucede en el preadipocito, el adipocito maduro muestra actividad
enzimatica con presencia, entre otras, de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH),
NADH-tetrazolio-reductasa o lipoprotein-lipasa, que transporta TG séricos al adipocito

en forma de AG (Brooks and Perosio, 2012).

Existen otras proteinas en las GL implicadas en la regulacion de la lipolisis y en el
recambio y trafico de GL (Olofsson et al, 2009), como por ejemplo las caveolinas,

localizadas dentro de GL, y oleosinas (Fujimoto el al., 2008).

Las GL se forman en las membranas microsomales (RE) en forma de gotas primordiales
con un didmetro de 0,1 a 0.4 micras y aumentan de tamano por fusiéon (Fujimoto el al.,
2008; Guo et al., 2009; Olofsson et al., 2009; Ohsaki et al., 2009). Para ello se requiere la entrada
en la célula, por difusion pasiva, de AcG liberados de los TG transportados por
lipoproteinas o la formacion de novo a partir de hidratos de carbono, principalmente; en

el RE se forman primero los diglicéridos, los cuales son convertidos en TG.

El modelo mas aceptado sobre biogénesis de GL es que los TG formados se depositan

en la membrana del RE y, cuando se excede la proporcion que puede ser asimilada en la
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membrana, se acumulan entre las 2 capas lipidicas, protruyendo en la membrana externa
y posteriormente formando una gota inicial, que esta rodeada de la hoja externa de la
bicapa fosfolipidica del RE (Fujimoto et al., 2008; Ohsaki et al., 2009; Walther and Farese Jr,
2009). Esta organela también podria tener un papel importante en el crecimiento de la
GL, aunque existe la posibilidad de que, una vez separada del RE, el aumento de
tamafio sea por fusién (Walther and Farese Jr, 2009). En otros estudios, las GL parecen
desarrollarse externamente a las membranas de RE en lugares especializados (Robenek et

al., 2009).

Las GL muestran diferente composicion en otros tipos celulares no-adipociticos (ejem.
células adrenocorticales, células intersticiales de testiculo y ovario, células estrelladas
hepaticas, células secretoras de leche en la mama, etc.) (Fujimoto et al, 2008). En
situaciones patologicas como ocurre en hepatocitos esteatésicos o en macrofagos en
placas de ateroma, las GL son mucho més pequenas que las de los adipocitos (Ohsaki et

al., 2009).

La heterogeneidad de las GL respecto a su tamafio, localizacion y proteinas dentro de un
tejido y entre diferentes tejidos, sugiere que probablemente existen subtipos de GL con
funciones metabdlicas especializadas, aunque todavia quedan muchas incognitas sobre

la biologia de las GL en humanos (Ducharme and Bickel, 2008).

Ademas de la obesidad y comorbilidades, existen diversas enfermedades relacionadas
con las GL, tanto en la GB como en otros 6rganos: a) el sindrome de Chanarin-Dorfman
o enfermedad por almacenamiento de lipidos neutros (depdsito anémalo de TG en
muchos tejidos, excepto en el adiposo), relacionada con mutacién de un activador de la
triglicérido-lipasa adiposa -ATGL- o desnutrina (CGI-58 -Comparative gene
identification 58- o ABHDS5 -Alpha/beta hydrolase domain 5-); b) la lipodistrofia,
caracterizada por carencia total o parcial de GB, asociada a mutacion de varios genes
(BSCL2 -Berardinelli-Seip congenital lipodystrophy 2- y caveolina-1); c) la replicacion
de la Chlamydia trachomatis y del virus de la hepatitis C (Fujimoto et al., 2008; Walther and
Farese Jr, 2009).
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1.1.4.2 Macrofagos

Los macrofagos constituyen el 40% del componente celular de la GB, siendo mayor en
la obesidad (Weisberg et al., 2003; Andersson et al., 2008), lo que ha sido evidenciado tras la
realizacion, entre otros, de estudios inmunohistoquimicos (Weisberg et al, 2003; Cancello et
al, 2006; Harman-Boehm et al., 2007). Son fuente de mediadores inflamatorios que participan

en los efectos sistémicos de la obesidad (Tordjman et al., 2009).

Forman parte del sistema de fagocitos mononucleares, que se origina en precursores
hematopoyéticos mieloides; la poblacion circulante, los monocitos, colonizan diferentes
organos, transformandose en macrofagos residentes con heterogeneidad fenotipica y
funcional, o bien emigran a ellos en situaciones inflamatorias, actuando como células

efectoras de la inmunidad innata (Geissmann et al., 2010).

Los macrofagos humanos se identifican por inmunnohistoquimica con anticuerpos anti-
CD68, cuyo homoélogo murino es la macrosialina; es una sialoglicoproteina presente en
los lisosomas y endosomas, con un dominio extracelular parecido a mucina, que puede
estar relacionada con su actividad fagocitica; su ligando es la LDL-oxidada (Rabinowitz
and Gordon, 1996; Martinez-Pomares et al., 1996; Gordon, 1998). Se expresa en células

dendriticas, ademas de en la linea monocito-macrofago.

Existen 2 tipos funcionales de macrofagos, denominados M1 y M2, por comparacion

con la polarizacion Th1/Th2 de los linfocitos T (Zeyda and Stulnig, 2007; Antuna-Puente et al.,
2008; Andersson et al., 2008; Maher et al., 2008; Olefsky et al., 2010; Wentworth et al., 2010; Dalmas et
al., 2011):

1) Con fenotipo M1, proinflamatorio o cladsicamente activados, que son inducidos por
citoquinas Th1l como el IFNY, productos bacterianos (ejem. lipopolisacaridos —LPS-), o
por otros factores (factor de necrosis tumoral alfa -TNFa-, factor estimulante de colonia
granulocito-macr6fago) y liberan citoquinas inflamatorias como Il (interleuquina)-1, II-
6, 11-12, 11-23 y TNFa, asi como EROs y 6xido nitrico (NO), tienen alta capacidad de

presentacion antigénica y promueven respuesta Th1. La molécula de adhesion de la
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superfamilia de las integrinas CD11c esta sobreexpresada en este subtipo de macroéfagos

en ratones obesos y en humanos obesos.

2) Con fenotipo M2, antiinflamatorio o alternativamente activados (por 11-4 e I1-13,
corticoides y adiponectina), segregan citoquinas antiinflamatorias como la II-10,
promueven respuesta Th2 y participan en la defensa frente a parasitos; expresan
diversos receptores de superficie (ejem. receptor de manosa CD206), lo que permite su
participacion activa en la captacion de particulas; también se le atribuye participacion en
la remodelacion tisular y el metabolismo lipidico. En ratones delgados, estos
macrofagos residentes de la grasa, que son CD11c-, producen arginasa. Los macrofagos

de la GB en humanos se parecen a los M2.

Se han descrito diversos subtipos de macrofagos M2 (Dalmas et al., 2011): 1) M2a
(inducidos por 11-4 y 13) tienen gran capacidad para destruir o encapsular parasitos, 2)
M2b, inducidos por inmunocomplejos e implicados en la inmunoregulacion, y 3) M2c,
inducidos por I1-10 y corticoides e implicados en el deposito de matriz y remodelacion

tisular.

En la obesidad se incrementa el reclutamiento de macrofagos en los lobulillos adiposos
y ademads se produce un cambio en su fenotipo (Maher et al., 2008); expresan marcadores
de superficie como los M2, aunque producen moléculas proinflamatorias como los M1
o clasicamente activados (Zeyda and Stulnig, 2007; Dalmas et al., 2011); ademds exhiben gran
actividad fagocitica frente a adipocitos necrdticos (Zeyda and Stulnig, 2007), disponiéndose

alrededor de ellos en forma de coronas o rosetas.

Otros autores describen 3 tipos de macrofagos con actividades homeostaticas diferentes:
a) clasicamente activados, con actividad microbicida, que equivalen a los M1, b) que
cicatrizan heridas, con funcidon en reparacion tisular y que expresan una molécula
parecida a la resistina, y c) reguladores, con actividad antiinflamatoria, pero no
participan en la cicatrizacion (Mosser and Edwards 2008); éstos ultimos se confunden con
los M2, ya que producen Il-10, pero no arginasa. Para estos autores en humanos no
obesos los macrofagos asociados a la GB muestran fenotipo antiinflamatorio, similar al

de macrofagos que cicatrizan heridas.
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Los macrofagos en las rosetas de pacientes obesos son mas facilmente visualizables con
técnicas inmunohistoquimicas -CD68- (Cancello et al.,, 2006; Clément and Vignes, 2009);
expresan marcadores M1 (CD86 y CD40) y M2 (CD206 y CD150) (Dalmas et al., 2011) y
son CD11c+, frente a los macréfagos aislados que son CD11c- (Wentworth et al., 2010).
Los macrofagos de la GB en ratones no obesos estan situados predominantemente de

modo aislado o disperso entre los adipocitos (Wentworth et al., 2010).

El n° de macrofagos en la GB visceral se correlaciona con el IMC y con las lesiones
hepéticas pacientes obesos (Cancello et al., 2006; Zeyda et al., 2007; Tordjman et al, 2009).
Asimismo estudios recientes sefialan mayor n° de macréfagos en grasa profunda
subcutanea que en la superficial, y su posible relacién con las lesiones hepaticas
(Tordjman et al., 2012). Otros estudios senalan relacion entre densidad de coronas

macrofagicas y resistencia a la insulina (Wentworth et al., 2010).

La infiltraciéon de la GB por macrofagos podria tener un doble efecto: a) local y
beneficioso, al actuar como células “descombradoras” de adipocitos senescentes o
muertos y reducir el desarrollo de la masa adiposa, inhibiendo la diferenciacion de
preadipocitos, que también pueden adquirir un fenotipo proinflamatorio, y b) sistémico
y nocivo, por el aumento de produccion de citoquinas inflamatorias, responsables en

gran medida de las complicaciones de la obesidad (Clément and Vignes, 2009).

En la Figura 3 se representan los subtipos principales de macrofagos, factores que los
activan y los mediadores liberados en situaciones de obesidad y delgadez, asi como su

relacion con los adipocitos.

Existe una relacion paracrina entre adipocitos y macrofagos en la GB (Figura 3), ya que
las citoquinas liberadas por los macréfagos (ejem. TNF) estimulan receptores de la
superficie de adipocitos (ejem. R-TNF) que activan al factor de transcripcion NFkB, lo
que resulta en: a) liberacion de citoquinas inflamatorias que, a su vez, actiian sobre los

macroéfagos; b) aumento de lipolisis con liberacion de AG (Schiffler et al., 2007).

Desde un punto de vista molecular, la respuesta inflamatoria en la GB se podria iniciar

con la activacion de receptores de la inmunidad innata (TLR -“Toll-like” receptors-),
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presentes en macrofagos y adipocitos; LPS activan TLR4 expresados en adipocitos y los
AcG liberados por adipocitos estimulan TLR4 en macrofagos, lo que conduce a la

activacion de NF-kB en ambos casos (Schiffer et al., 2007; Andersson et al., 2008; Clément and

Vignes, 2009).

FACTORES REGULADORES DE LA POLARIDAD DEL MACROFAGO EN LA GRASA BLANCA (*)

Macréfago M1 Macréfago M2
(activado cldsicamente) (activado alternativamente)
J LPS, IFNy 11|-4, I-3
Il-10
Citoquinas Citoquinas
proinflamatorias antiinflamatorias
(TNFa, TI-1B,TI-6) @-10 A

OBESIDAD

Factores proinflamatorios
(A6, quimioquinas, TNFa)

Factores antiinflamatorios

Adipocito (AG,II-13, II-4)

(*) Modificado de Olefsky & Glass, 2010

Figura-3

Los acontecimientos que inician la inflamacién en la GB en la obesidad no estan claros
(Dalmas et al., 2011): los adipocitos hipertroficos podrian cambiar el fenotipo secretor
hacia la liberacion de mediadores inflamatorios y/o la muerte de dichos adipocitos
desencadenaria una respuesta fagocitica macrofagica, seglin se desprende de estudios en
animales. Asimismo la inflamacién puede ser secundaria a la activacion de receptores
TLR4, expresados tanto en adipocitos como en macrofagos, por diversos agentes (ejem.

AG, LPS), a la hipoxia local por el incremento de la masa adiposa o al estrés del RE.
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Las sefiales que activan quinasas (JNK e IKK) que participan en el camino de
sefalizacion NF-kB (Antuna-Puente et al., 2008) son transmitidas y detectadas por el RE,
organela que podria actuar como sensor de estrés-metabdlico que transforma en sefal

inflamatoria (Hotamisligil, 2006).

1.1.5 Histogénesis de la GB (adipogénesis).-

La adipogénesis es un proceso en multiples etapas en el que estan implicados una serie
de factores de transcripcion y proteinas del ciclo celular reguladoras de expresion génica

que conducen al desarrollo adipocitario (Brasaemle, 2008; Ducharme 08; Armani et al., 2010).

Los adipocitos se originan de células madre mesenquimales situadas en la adventicia de
vénulas pequefias (Ross and Pawlina, 2007), representados en el adulto por los pericitos, o
de células endoteliales (Brooks and Perosio, 2012); su diferenciacion esta regulada por un
factor de transcripcion denominado PPARY (peroxisome-proliferator activated
receptor-gamma: receptor gamma activado del proliferador peroxisémico), y por la
proteina C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) codificada por el gen CHOP
(C/EBP-homologous protein), que esta alterado en neoplasias adipocitarias como el

liposarcoma mixoide.

En la especie humana, la grasa empieza a formarse precozmente: alrededor de la 14-16
semanas del desarrollo se forma la llamada grasa primaria en determinadas
localizaciones, lo que va seguido por la formacion de la grasa secundaria después de la

23 semana asi como en el periodo postnatal precoz (Friihbeck, 2008).

Se han descrito 5 fases en el desarrollo de la grasa fetal humana (Brooks and Perosio, 2012):
a) estadio I, que se caracteriza por la presencia de células estrelladas inmersas en
sustancia fundamental amorfa; b) estadio II, inicio de angiogénesis, con agregacion de
células mesenquimales alrededor de vasos sanguineos primitivos proliferados; c¢) estadio
IT1, desarrollo de una red de capilares alrededor de cada vaso, con formacion de 16bulos

de mesénquima en los que se encuentran preadipocitos estrellados que no contienen
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lipidos; d) estadio IV, en el que se acumulan multiples gotas lipidicas citosolicas en los
adipocitos (adipocitos multiloculados, también denominados lipoblastos intermedios -
Ross and Pawlina, 2007-), que se agrupan alrededor de los capilares, y e) estadio V,
caracterizado por formacion de adipocitos uniloculares o maduros (coalescencia de finas
gotas lipidicas) densamente agrupados y condensacion del mesénquima en la periferia

del 16bulo con formacién de septos fibrosos interlobulares.

La GB se desarrolla de modo paralelo al de los restantes o6rganos durante los 10
primeros afios de vida, aunque en los primeros 6 meses los adipocitos se hipertrofian
(aumento de volumen) sin sufrir hiperplasia; la hiperplasia (por formacién de nuevos
adipocitos) ocurre de modo importante durante la pubertad, acompafiada de hipertrofia
(Brooks and Perosio, 2012); el nimero de 16bulos adiposos permanece constante (Friihbeck,

2008).

Cada ano se produce renovacion aproximada de 1/10 del total de adipocitos, mediante
muerte adipocitaria (apoptosis) y adipogénesis, lo que condiciona los distintos tipos de
morfologia de la GB (Friihbeck, 2008; Arner et al., 2010), la cual es independiente del sexo y
de la grasa corporal total aunque estos resultados se han obtenido en estudios realizados
en grasa subcutdnea; asi, la hipertrofia se asocia con tasas bajas de generacion de

adipocitos y lo opuesto sucede con la hiperplasia (Arner et al., 2010).

El sobrecrecimiento del organo adiposo en la obesidad se puede producir por
hipertrofia, hiperplasia 0 ambos (Amer et al., 2010); la hipertrofia adipocitaria, que suele
ser el mecanismo inicial, se relaciona con hiperinsulinemia, Ins-R y riesgo de DM-2, asi
como alteracion funcional de la GB, con independencia de su localizacion. Existen
variaciones en el tamafio de los adipocitos entre individuos, tanto en obesos como en

personas delgadas, no existiendo métodos sencillos para su valoracion (Arner et al., 2010).
El tamafio absoluto de los adipocitos en obesos depende del grado de obesidad (Arner et

al., 2010), anadiéndose anualmente mas adipocitos a la GB que en sujetos delgados (Arner

etal., 2010).
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La adipogénesis y otras funciones del tejido adiposo estan reguladas por el receptor
nuclear PPARY, perteneciente a una superfamilia de receptores nucleares que actiian
como sensores del metabolismo lipidico; al unirse a su ligando, codimeriza con otro
receptor nuclear, el RXR (retinoid X receptor) (Arner, 2003; Yki-Jirvinen, 2004; Brunt, 2007a;
Tilg and Moschen, 2008; Malaguarnera et al., 2009). Diversos caminos de sefializacién y
factores de transcripcion que influyen en el desarrollo adipocitario convergen en la

regulacion de PPARY (Friihbeck, 2008).

Los eventos moleculares y el resultado bioldgico de su activacion se traducen en
sensibilidad a la Ins, almacenamiento de AcG en adipocitos y efecto antiinflamatorio, ya
que promueve la diferenciacion de preadipocitos en adipocitos (sensibles a la Ins), que
sustituyen a los adipocitos hipertroficos (resistentes a la Ins), aumenta la expresion de
adiponectina, inhibe la transcripcion de NF-kB e incrementa los macrofagos con

fenotipo M2 o antiinflamatorio (Yki-Jarvinen, 2004; Brunt 2007a; Andersson et al., 2008).

Existen diferentes tipos de PPAR: 1) o, presente en higado, corazoén, musculo
esquelético, endoteliocitos y angioleiomiocitos; 2) & o B, expresado en muchos tejidos,
aunque la mas alta es en piel, cerebro y tejido adiposo, y 3) v, més abundante en tejido
adiposo y bajo en higado (Yki-Jarvinen, 2004); en el tejido adiposo no solo es expresado
por los adipocitos, sino también por macrofagos y otras células del sistema inmune
(Andersson et al., 2008). PPAR regula genes que influyen en el metabolismo de AcG y
lipoproteinas y en la produccion de mediadores inflamatorios (Yki-Jarvinen, 2004), asi

como en otros procesos celulares.
La regulacion de la adipogénesis es un proceso complejo en el que participan otros

factores (Figura-4), cuyo resultado puede tener efecto adipogénico o antiadipogénico;

ademas esta influida por factores ambientales y genéticos (Friihbeck, 2008).
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Factores reguladores de la adipogénesis (*)

FACTORES

ADIPOGENICOS

*catecolaminas
*EGF
*flavonoides
*GH

*Ti-1

*Il-6

*leptina
*PDGF20
*testosterona
*TGFB
*TNFo

o

(*) Modificado de Friihbeck, 2008

Factores
genéticos

Factores
ambientale:

( *adipogenina
*angiotensina-II
*dieta T grasas saturadas
*estrogenos
*glucocorticoides
*IGF-1

*insulina

*PAI-1

*AG de cadena larga
*hormonas tiroideas
*PPARs

\*prolacﬁna, retinoides, etc

Figura 4

1.1.6 Mediadores liberados en la GB: adipoquinas (adipocinas)

Las adipoquinas (adipocinas) o adipocitoquinas son moléculas bioldgicamente activas,
producidas por la GB de una manera regulada, que pueden influenciar la estructura y
funcion de otros tejidos; algunas actian como mediadores en los efectos sistémicos de
la obesidad (Diez and Iglesias, 2003; Marra and Bertolani, 2009). La mayoria de ellas esta

disregulada en la obesidad, participando en la etiopatogenia de las comorbilidades

asociadas a la misma (Frithbeck, 2008).

El término adipoquinas significa citoquinas segregadas por adipocitos, aunque se suele
utilizar en sentido amplio para referirse a todos los productos liberados por las células

de la GB (Friihbeck, 2008). Los depdsitos de grasa mas abundantes (sub y vis) tienen

distinto perfil de adipoqinas (Ouchi et al., 2011).
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Entre ellas se incluyen, en sentido amplio (Arner, 2003; Brunt, 2007a; Andersson et al., 2008;

Antuna-Puente et al., 2008; Clément and Vignes, 2009; Ouchi et al., 201 1):

a) Proteinas de comportamiento hormonal que regulan el metabolismo de la glucosa, la
insulina y el almacenamiento de energia, tales como leptina, adiponectina, resistina,
RBP4, visfatina, omentina, adipsina, adiponutrina, apelina, etc. (adipoquinas en sentido

estricto).

b) Citoquinas proinflamatorias/antiinflamatorias, reguladoras del sistema inmune y
quimiotacticas (quimioquinas): 11-1B, 11-6, 11-8, 11-10, 11-12, 11-17, 1I-18, 11-23, TNFa,
quimioquina CCL2 (o proteina quimiotactica para monocitos-1 -MCP-1-), factor
inhibidor de la migracion de macrofagos, etc. Algunas de las adipoquinas sefialadas en
el apartado anterior, a su vez, pueden tener efecto pro- o antiinflamatorio (Ouchi et al.,

2011), como se sefiala mas adelante.

¢) Factores de crecimiento: transformante beta (TGFf), parecido a la insulina (IGF-1),

epidérmico (EGF), vasculo-endotelial (VEGF), neural (NGF), etc.

d) Proteinas relacionadas con funcion vasculo-endotelial como angiotensindogeno e

inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI-1).

e) Moléculas relacionadas con el metabolismo lipidico, tales como AcG, glicerol,

lipoprotein-lipasa, apolipoproteina E (ApoE), PPAR, etc.

f) Proteinas de la fase aguda: amiloide A sérico -SAA-, proteina C reactiva (PCR), II-
1RA, etc.

g) Factores reproductivos y endocrinos, como corticosteroides y esteroides sexuales.
h) Otros: proteinas de la MEC (ejem. fibronectina), factores de transcripcion (ejem.
factor inducible por hipoxia -HIF-1a-), factores del complemento (factor D o adipsina),

proteinas de membrana, etc.
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Tanto los adipocitos como las otras células de la GB, especialmente macrofagos, pueden
contribuir a su secrecion (Marra and Bertolani, 2009); los adipocitos hipertréficos,
caracteristicos de la obesidad, segregan sobre todo citoquinas proinflamatorias como
TNFa, 11-6, 1I-8 o0 MCP1 y adipoquinas como leptina y adiponectina; preadipocitos y
endoteliocitos producen MCP1, que atrae macrofagos, los cuales al activarse segregan
diversas citoquinas (MCPI1, TNFa, IL-6, II-8, etc.) y otras adipoquinas (resistina,
visfatina y adipsina) (Wellen and Hotamisligil, 2003, Antuna-Puente et al., 2008; Clément and
Vignes, 2009). La quimiotaxis y activacidon macrofagica es inducida también por
mediadores liberados por adipocitos, como el MCP1, y algunas adipoquinas como la

leptina son quimiotacticas para monocitos (Tilg and Moschen, 2006; Clément and Vignes, 2009).

En el inicio de la inflamacion en la obesidad también se le ha atribuido un papel a la
hipoxia que acompafia al incremento de la masa adiposa, lo que explicaria el incremento

de HIF (Frubeck, 2008).

A continuacion se comentan algunas caracteristicas de las principales adipoquinas.

La leptina, codificada por el gen OB (obeso), es producida fundamentalmente en GB
por adipocitos diferenciados, con mayor expresion y secrecion en la grasa subcutanea
(80%) que en la visceral (Hamilton et al., 1995; Antuna-Puente et al., 2008). Esta hormona actiia
sobre sus receptores tanto en el sistema nervioso central, donde inhibe la ingestion de
comida y promueve el gasto energético (Rahmouni and Haynes, 2001; Czaja, 2004; Antuna-
Puente et al., 2008), como en los tejidos periféricos, en los que inhibe la incorporaciéon de

grasa (Ceddia, 2005) y aumenta la sensibilidad a la insulina (Farooqi et al., 2002).

La leptina es profibrogénica hepatica (estimula CE e inhibe su apoptosis),
inmunomoduladora, antiesteatdsica y angiogénica; también se ha sugerido que puede
ejercer un efecto lesivo sobre pared arterial (Antuna-Puente et al., 2008; Marra and Bertolani,

2009; Tessari et al., 2009).

En la obesidad los niveles séricos de leptina estan aumentados en proporcion al IMC,

por lo que se postula la existencia de un fendmeno de “resistencia a la leptina” (LR) o
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respuesta deficiente en pacientes que desarrollan EHNA (Czaja, 2004; Brunt, 2007a; Antuna-
Puente et al., 2008; Monga and Behari, 2009). El papel de la leptina en la inflamacion que
ocurre en EHGNA no esta clara (Tilg and Moschen, 2008), existiendo resultados
contradictorios entre los niveles de leptina y lesiones en EHNA, aunque no hay duda de

que esta disregulada (Tsochatzis et al., 2009).

Se conocen 6 isoformas del receptor de leptina (Ob-R), designadas con letras a a f, que
se expresan en SNC y muchos tejidos, entre ellos el higado; Ob-Rb es responsable de
muchos efectos biologicos de la leptina (Marra and Bertolani, 2009); a través de la cascada
de transduccion de sefiales JAK/STAT se van a producir los multiples efectos
sistémicos de la leptina (Friihbeck, 2006). Se ha demostrado un descenso de la expresion
hepatica de Ob-R en un modelo de obesidad en ratas inducida por dieta (Liu et al., 2007),

desconociéndose lo que ocurre en pacientes obesos.

La adiponectina, la hormona circulante que mas abunda en humanos, es segregada
exclusivamente por adipocitos, en mayor cantidad por los viscerales que por los
subcutaneos, y su concentracion estd en relacion inversa con la obesidad (Brunt, 2007a;
Diez and Iglesias, 2003; Marra and Bertolani, 2009). La adiponectina humana es sintetizada en
forma de mondmeros por los adipocitos, pero segregada a la circulacion tras suftrir un
proceso un proceso de multimerizacion (multimeros de bajo peso molecular —trimeros y
hexameros- y de alto peso molecular —-HMW-), siendo cada uno de ellos responsable de
sus diferentes acciones en los distintos 6rganos (Wang et al., 2008; Simpson and Whitehead,

2010). Las formas de HMV median la mayoria de los efectos sobre el higado.

Esta adipoquina aumenta la sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo, higado,
pancreas endocrino y musculo esquelético, regula el metabolismo de AG, inhibe
gluconeogénesis y tiene efecto antiinflamatorio (induce la secrecion de la citoquina
antiinflamatoria I1-10 e inhibe la liberacion de TNFa, IL-6 y quimioquinas) (Diez and

Iglesias, 2003; Antuna-Puente et al., 2008; Marra and Bertolani, 2009).

La liberacion de adiponectina estd disminuida en obesos con IR 0 DM-2 (Gesta et al.,
2007; Antuna-Puente et al., 2008) y, en los sometidos a cirugia bariatrica, los niveles son mas
bajos que en los controles (Baranova et al., 2006), al igual que en EHGNA (Tilg and Moschen,

2008), en la que solo se asocia con esteatosis y necroinflamacion pero no con fibrosis
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(Marra and Bertolani, 2009). Los niveles séricos de adiponectina son inferiores en varones
que en mujeres, debido al efecto inhibidor de la testosterona sobre su produccion (Wang

et al., 2008).

Se conocen 2 receptores de adiponectina: AdipoR1, expresados en muchas células,
sobre todo en rabdomiocitos y adipocitos, y AdipoR2 presentes en adipocitos y
hepatocitos, los cuales estan disminuidos en la obesidad en ambas localizaciones
(Kadowaki et al., 2006) y en el higado de pacientes con EHGNA (Shimizu et al., 2007; Marra
and Bertolani, 2009); otros trabajos aportan datos contradictorios respecto a su aumento o
disminucion en la obesidad y su relacion con dafo hepatico (Tsochatzis et al., 2009; Nanipieri
et al., 2009). Estudios recientes indican aumento en la expresion de AdipoR1 y R2 con la
progresion de EHGNA (Carazo et al., 2011). El efector de la activacion de AdipoR2 es

PPARY (Marra and Bertolani, 2009).

El tejido adiposo subcutaneo secreta en mayor cantidad de leptina y adiponectina que el
tejido adiposo visceral (Wajchenberg, 2000). Se ha detectado mayor concentracion de

ARNm de leptina en GBsub que en GBvis en obesos morbidos (Hube et al., 1996).

La resistina es una proteina expresada en GB de roedores e incrementa en la obesidad
en animales y humanos (Czaja, 2004; Marra and Bertolani, 2009); es liberada por adipocitos en
ratones y por monocitos y macréfagos en humanos (Ouchi et al., 2011); sus niveles se
correlacionan con IR (Valenti et al., 2009). Tiene propiedades proinflamatorias y su

secrecion es inducida por citoquinas inflamatorias (Ouchi et al., 2011).

Su papel en la EHGNA no esta claro, habiéndose publicado resultados contradictorios
respecto a la relacion entre resistinemia € IMC (Antuna-Puente et al., 2008) 0 EHGNA
(Tsochatzis et al., 2009; Marra and Bertolani, 2009) (elevada en NASH y posible asociacion con

fibrosis, en estudios clinicos- (Tsochatzis et al., 2009).

La RBP4 (retinol-binding protein 4) es una proteina transportadora de vitamina A,
producida por hepatocitos y, en menor grado, por adipocitos y macrofagos; sus niveles
estan elevados en obesidad, diabetes y se relacionan con IR en humanos, debido a

disregulacion del transportador de glucosa GLUT4 en adipocitos (Yang et al., 2005;
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Graham. et al., 2006; Wolf, 2007); es producida en grasa visceral y sus niveles séricos

elevados se asocian con parametros de SM y con nefropatia diabética (Ochiet al., 2011).

La visfatina (o0 NAMPT -nicotinamide phodphoribosyltransferase- o pre-B cell colony
enhancing factor) es sintetizada por macréfagos de la grasa visceral y sus niveles
plasmaticos se correlacionan con la masa adiposa; tiene un efecto metabdlico parecido
al de la insulina, aumentando la captaciéon de glucosa por miocitos y adipocitos e
inhibiendo su liberacion por los hepatocitos, incrementa con DM-2 y SM, aunque su
funcion principal es como mediador inflamatorio (Antuna-Puente et al., 2008; Marra and
Bertolani, 2009; Ouchi et al., 2011). Estudios mads recientes indican que no hay diferencias en
la seccrecion de visfatina entre GBvis y GBsub, no se asocia a parametros de obesidad

y si lo hace con RI e hiperperlipidemia (Chang et al., 2010).

La adipsina, proteasa sérica que es el factor D del complemento (inicia la via
alternativa), es producida por macrofagos (Federico et al., 2010) y disminuye la sintesis de

TG (Friihbeck et al., 2001).

La omentina se expresa en grasa visceral sobre todo, siendo producida por las células
del estroma; sus niveles plasmaticos estan mas elevados en sujetos delgados que en
obesos, existiendo una correlacion inversa entre omentinemia ¢ IMC, IR y leptinemia

(Antuna-Puente et al., 2008).

La citoquina proinflamatoria TNFa es producida por adipocitos y sobre todo por
macréfagos (Weisberg et al., 2003), da lugar a un aumento en la produccion de leptina y

otras

citoquinas inflamatorias y un descenso de adiponectina, lo que también puede contribuir
a la acumulacién de macrofagos activados, creandose un circulo vicioso con produccion
de mas citoquinas inflamatorias (Wellen and Hotamisligil, 2003; Andersson et al., 2008).
Muchos resultados demuestran que MCP-1 (véase mas adelante) y TNFa alteran al
adipocito contribuyendo a la IR (Hotamisligil et al., 1993; Antuna-Puente et al., 2008; Valenti et
al., 2009). Esta elevada en EHGNA y EHNA, correlacionandose con la fibrosis
(Tsochatzins et al., 2009).
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La I1-6 es liberada en GB, sobre todo visceral, por diversas células (fibroblastos,
endoteliocitos, macrofagos y adipocitos) y es la fuente principal de esta citoquina
circulante en ausencia de proceso inflamatorio agudo; controla la produccion hepatica
de proteina C reactiva (factor de riesgo cardiovascular) y también estd implicada en la

IR (Weisberg et al., 2003; Andersson et al., 2008; Antuna-Puente et al., 2008; Ouchi et al., 2011).

La II-8, importante agente quimiotactico para leucocitos polimorfonucleares neutrofilos
(PMN) en la inflamacion aguda, es producida por macréfagos y adipocitos (Andersson et

al., 2008).

El CCL2 (ligando 2 de quimioquina C-C o MCP-1), liberado por endoteliocitos,
adipocitos y macréfagos, es necesario, junto con su receptor, para el acimulo de

macrofagos inflamatorios en la grasa (Antuna-Puente et al., 2008 Andersson et al., 2008).

En la Tabla-2 se indican de manera resumida las principales adipoquinas y citoquinas

inflamatorias segregadas por adipocitos y macrofagos en la GB.

PRINCIPALES ADIPOCITOQUINAS LIBERADAS
EN LA GRASA BLANCA (*)
Fuente Funcién principal
ADPC MF

Leptina + - { IR, pro-IF
Adiponectina + - d IR, anti-IF
Resistina - @ o+ T IR, pro-IF
RBP4 + + T IR

Visfatina - + | IR, pro-IF
TNFo + + T leptina, pro-IF
IL-6 + + T IR, pro-IF
ccL2 + + quimiotaxis MF

(*) Rosen and Spiegelman, 2006; Fenoglio 2007a; Antuna-Puente et al., 2008; Friihbeck, 2008; Clément and

Vlgn_es, 2009; F_ederico et al., 2010; Chang et al., 2010; Ouchi et al., 2011.

fl)bffyc:e:dﬁigiot‘z;? :Arfi“:u::giéfugos; IR: resistencia a la insulina; IF:inflamatoria

Tabla-2
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Aunque quedan muchos puntos por dilucidar, parece claro que el cambio en la secrecion
de adipoquinas por el tejido adiposo es uno de los factores responsables de la aparicion
de IR periférica (tejido adiposo) en la obesidad, paso previo a la aparicion de EHGNA
(Tilg and Moschen, 2006). Su papel es fundamental en la patogénesis y gravedad lesional de
EHGNA, aunque el propio higado también libera citoquinas que agravan las lesiones

(Tsochatzis et al., 2009).

1.2. Lesiones hepaticas en la obesidad

Las lesiones hepaticas que pueden presentar los pacientes obesos se engloban bajo
diversos términos, aunque el mas aceptado en la actualidad es el de EHGNA, descrita en
pacientes con SM (el cual incluye la obesidad) o sindrome de IR; las biopsias muestran
cambios histologicos similares a los de la enfermedad hepatica alcohdlica en ausencia

de alcoholismo (Brunt, 2009a).

El estudio de biopsias obtenidas en el curso de la cirugia bariatrica (Ong et al., 2005) ha
puesto de manifiesto que no todos los individuos obesos, ni los obesos y diabéticos

tienen EHGNA (Brunt, 2009b).

1.2.1 Enfermedad del higado graso-no alcohdlico (EHGNA)

La prevalencia de EHGNA (o NAFLD) en obesos es variable segun las series; para
algunos (con IMC > 30) es del 74% y se incrementa hasta un 90% en obesos morbidos
(IMC = 40), constituyendo un problema clinico emergente (Garcia Monzoén et al., 2000;
Loguercio et al., 2001; Beymer et al., 2003; Clark JM, 2006); si la obesidad se asocia a DM-2,

este riesgo es ain mayor (Tilg and Moschen, 2008).

Se ha descrito EHGNA asociada a otros procesos, entre los que destacan: a) alteraciones
del metabolismo de los lipidos (ejem. lipodistrofia congénita o adquirida -VIH-) o de
otra naturaleza (ejem. enfermedad de Wilson); b) trastornos nutricionales (malnutricion,
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inanicion, nutricién parenteral, pérdida rapida de peso), que pueden ser secundarios a
cirugia digestiva (ej. cirugia gastrointestinal para el tratamiento de la obesidad);
c)farmacos o toxicos (ejem. corticoides, algunos antiretrovirales, cocaina, etc.) (Angulo,
2002; Caballeria and Rodés , 2003; Farrell, 2003; Ramesh and Sanyal, 2005; Hiibscher, 2006; Brunt,
2007a). A estas otras causas se les han denominado secundarias, para diferenciarlas de

las asociadas a IR o primarias (Hiibscher, 2006).

La influencia del tejido adiposo en la IR y el mecanismo de las lesiones hepaticas que

pueden aparecer en la obesidad se comentan a continuacion.

El requisito inicial para el desarrollo de la enfermedad hepéatica es el acaimulo de lipidos
en los hepatocitos en forma de TG y esta alteracion es consecuencia de la IR (Angulo,
2002), como se ha sefialado previamente (ver apartado 1.1.2); el SM que se desarrolla
tras la IR (Tessari et al., 2009) estd presente virtualmente en todos los casos de EHGNA

(Marchesini et al., 1999).

En 1998 se postula una de las hipotesis patogénicas sobre la EHGNA mas atractivas y
por ello mas referidas en la literatura: la teoria del “doble impacto” (Day and James, 1998),
segin la cual el acumulo intrahepatocitario de TG (esteatosis), constituiria el primer
impacto, y el estrés-oxidativo, con el desarrollo de EHNA, seria el segundo impacto
(Loguercio et al., 2001; Tessari et al., 2009). Un paso previo a la esteatosis hepatica es la

aparicion de inflamacion y alteraciones metabodlicas en el tejido adiposo.

Histologicamente la EHGNA se caracteriza por un espectro lesional que va desde
esteatosis a esteatohepatitis y cirrosis hepatica (Angulo, 2002; Brunt, 2009a); en general, las
lesiones de EHGNA asociadas a metabolopatia son indistinguibles de las formas leves

de esteatosis y esteatohepatitis alcohdlica (Brunt, 2009a).

La esteatosis es la lesion elemental caracteristica de la EHGNA; se caracteriza por
acumulo principamente de TG en el citoplasma hepatocitario, puediendo adoptar la
forma de una gran vacuola (debido a la extraccion de los lipidos durante el
procesamiento histologico), con desplazamiento del nucleo a la periferia, o de multiples
vacuolas, por lo que se denomina esteatosis macrovesicular o microvesicular,

respectivamente; ambas pueden coexistir en una misma biopsia (Brunt, 2007b).
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La esteatohepatis no alcohodlica (EHNA o NASH) es una forma de EHGNA que puede
progresar a cirrosis; desde el punto de vista histoldgico muestra esteatosis, balonizacion
hepatocitaria, que puede o no (lo mas habitual) ir acompafiada por inclusiones hialinas
eosinofilas -hialina de Mallory o cuerpos de Mallory-Denk (MBD)-, necrosis y

apoptosis,

focos inflamatorios y fibrosis pericelular Muchas lesiones son de distribucion

centrozonal (Brunt, 2001), aunque también puede apreciarse fibrosis e inflamacion portal.

Las biopsias que solo tienen esteatosis con algin grado de inflamacion lobulillar
acompanante pero sin balonizacion ni fibrosis pericelular se han catalogado como

EHGNA sin EHNA (Brunt, 2007b).

La prevalencia de las diferentes lesiones en EHGNA se ha estimado en 50-90% para la
esteatosis, 20-30% para EHNA/fibrosis y 5% para la cirrosis (Hibscher, 2006). Los
pacientes con obesidad y/o DM-2 no siempre tienen esteatosis o EHGNA, como se
deduce del estudio de series de enfermos sometidos a cirugia bariatrica (Ong et al., 2005;
Caballero et al., 2012), o biopsiados por otras circunstancias; en el caso de cirugia
bariatrica, las lesiones observadas pueden no ser superponibles a las de otros pacientes

adultos con EHGNA de otra etiologia (Brunt, 2009b).

En las series iniciales publicadas sobre EHGNA no ha existido consenso respecto a los
criterios histologicos requeridos para el diagndstico de los diferentes cuadros lesionales,
lo que ha provocado discrepancias en la prevalencia de los mismos. Uno de los estudios
pioneros que los han clarificado ha sido el de Brunt (Brunt et al., 1999), en el que se
propone el uso de porcentajes para cuantificar la esteatosis y se establecen grados de

actividad y fibrosis en la esteatohepatitis, que han sido modificados con posterioridad
(Kleiner et al., 2005).

Las propuestas recomendadas para estudios clinicos, elaborada por patdlogos

americanos de la Red de Investigacion Clinica para el estudio de EHGNA (Kleiner et al.,

2005), clasifica las biopsias de pacientes adultos con EHGNA en: 1) esteatohepatitis
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(EHNA), 2) esteatohepatitis probable o indefinida (EHNA “borderline”) y 3) no-
esteatohepatitis (No-
EHNA) (Tabla-3A), tras la aplicacion de un sistema de valoracidon lesional de tipo

semicuantitativo o NAS (Non alcoholic fatty liver disease Activity Score).

VALORACION DE LA ACTIVIDAD HISTOLOGICA EN EHGNA (*)

Esteatosis Balonizacién Inflamacién lobulillar Valor Total: Diagnéstico
m ) (3) ("scoreq
-0 (<5%) -0 -0 0-2: No EHNA
-1(5-33%) - 1 (muy pocos) - 1(< 2 focos/20x) 3-4: EHNA posible |
o "borderlineO
-2 (34-66%) - 2 (muchos) - 2 (2-4 focos/20x) > 5: EHNA
-3 (67-100%) -3 (>4 focos/20x)

Indice de actividad en EHGNA ("NAS scored: suma de 1+2+3

EHGNA: enfermedad del higado graso no-alcohélico; NAS (NAFLD-non alcoholic fatty liver disease-activity
scoring); EHNA: esteatohepatitis no-alcohdlica.

(*) Kleiner et al. Design and validation of a histological scoring system for nonalcoholic fatty liver disease.
Hepatology 2005; 42:1313-1321.

Tabla-3A

VALORACION DE LA FIBROSIS EN EHGNA (*)

ESTADIOS DE FIBROSIS
- 0: ninguna
- 1: fibrosis perisinusoidal o periportal
1A: perisinusoidal, en zona 3, leve
1B: perisinusoidal, en zona 3, moderada
1C: portal/periportal
-2: fibrosis perisinusoidal y porto-periportal

-3: fibrosis puentes de fibrosis

-4: cirrosis

(*) Kleiner et al. Design and validation of a histological scoring system for nonalcoholic fatty liver disease.
Hepatology 2005; 42:1313-1321.

Tabla-3B
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Existen diferencias en los patrones lesionales de EHGNA segun se trate de pacientes
adultos o de nifios y jovenes (hasta los 18 afnos) (Kleiner et al., 2005; Schwimmer et al., 2005;

Brunt et al., 2009). En nifios y en una serie de obesos se han descrito, ademas de esteatosis,

fibrosis en area portal e inflamacion en esta misma localizacion (Brunt, 2001; Abrams et al.,

2004; Schwimmer et al., 2005; Caballero et al., 2012).

Para la fibrosis, se consideran 5 estadios (Tabla-3B), parecidos a los establecidos en
hepatitis cronicas: a) estadio 0 -sin fibrosis, b) estadiol -fibrosis perisinusoidal leve
(1A), fibrosis perisinusoidal moderada (1B) o fibrosis portal/periportal (1C), c) estadio
2 -fibrosis perisinusoidal y porto-periportal, d) estadio 3 -fibrosis en puentes y e) estadio

4 -cirrosis (Kleiner et al., 2005).

La EHGNA suele mantenerse estable en la mayoria de los pacientes y un pequefio
porcentaje de casos desarrolla EHNA; ésta puede progresar con el desarrollo de fibrosis
y/o cirrosis, con las consiguientes complicaciones (incluido hepatocarcinoma —HCC-) o
permanecer estable e incluso producirse regresion de la fibrosis (Figura-5) (Starley et al.,
2010). En la obesidad, como se ha senalado previamente, existe un icremento en el
riesgo de desarrollo de diversos tipos de cancer, que es de 1.5-4 veces para el HCC

(Starley et al., 2010).

Historia natural de la EHGNA (*)

EHGN A mayoria
@ Estable

|

EHNA | s-20% Cirrosis 1os 5.5 4s | Complicaciones
6-13% preval. (CO'\ EHNA o J—

° Dyl de cirrosis
criptogenética) . .
(incluido HCC)
26-37%
52-79%

Progresién
de fibrosis

Fibrosis
estable o en
regresion

(*) Starley et al.,Hepatology 2010; 51:1820-32

Figura-5.-
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Objetivos

La obesidad constituye un problema médico de gran magnitud en las Gltimas décadas, lo
que se deriva de la patologia asociada a ella y/o sus complicaciones, entre las que cabe
citar la enfermedad del higado graso no alcoholica. Por otro lado, se empieza a
reconocer la importancia de la grasa, sobre todo visceral, como fuente de mediadores
inflamatorios, responsables del “estado inflamatorio de bajo grado” que caracteriza a la
obesidad, asi como el cambio en el perfil secretorio de las adipoquinas producidas por

los adipocitos.

El tratamiento quirargico (cirugia bariatrica) del grado extremo de obesidad, la obesidad
morbida, nos permite el acceso a muestras tisulares de diferentes localizaciones en estos
pacientes, cuyo estudio histolégico puede contribuir al conocimiento patogénico

lesional.

En este estudio nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1) Realizar un estudio histologico cuantitativo y morfométrico comparativo entre grasa
subcutdnea y visceral, referido al nimero y diametro de los adipocitos, como

marcadores de volumen adipocitario.

2) Cuantificar los macrofagos presentes en grasa subcutanea y visceral y/o determinar la
expresion de las moléculas CD68 y CD11c como indicadores indirectos del grado de

inflamacién en este 6rgano y de un subtipo funcional de macréfago, respectivamente.

3) Relacionar los parametros cuantificados en grasa blanca visceral y subcutdnea con la
expresion tisular de determinadas adipo-citoquinas liberadas en la grasa blanca por

adipocitos y macrofagos.

4) Evaluar la patologia hepdatica en los pacientes de esta serie, aplicando diversos

indices de valoracion lesional y Categorias Diagnosticas.

5) Estudiar més especificamente la esteatosis hepatica (grado y tipo morfoldgico) y su

potencial relacion con algunas caracteristicas de la grasa blanca.
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6) Identificar posibles lesiones hepaticas identificativas de los pacientes obesos

morbidos.

7) Relacionar los datos morfométricos y cuantitativos obtenidos de la grasa blanca en
las localizaciones mencionadas y las adipo-citoquinas liberadas por este 6rgano con las

lesiones hepaticas.

8) Correlacionar los hallazgos morfologicos de las muestras estudiadas
histologicamente con diversos pardmetros antropométricos de obesidad, datos
bioquimicos de funcion hepdtica y de sindrome metabolico, considerando las
diferencias que pueden ser atribuidas al sexo de los pacientes, asi como los hospitales de

procedencia de los mismos.
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Material y Métodos

Durante las intervenciones de cirugia baridtrica (derivacion bilio-pancredtica tipo
Scopinaro, en su mayoria, y cirugia laparoscopica) para tratamiento de obesidad morbida
realizadas en el Hospital Universitario San Cecilio (HUSC) de Granada entre Febrero de
2010 y Marzo de 2013 (97 casos), se han obtenido muestras correspondientes a grasa
subcutdnea y visceral de los pacientes, cuyo tamafio ha oscilado entre 1 y 2.5 cm de
longitud y de 0.5 cm de diametro; han sido fijadas en formaldehido tamponado para su

valoracion histologica; fragmentos de similar tamafio han sido congeladas a -80° C.

Simultdneamente a los pacientes se les han tomado biopsias hepaticas, con aguja de
puncién tipo Tru-cut de 18 G que han sido fijadas en formaldehido tamponado para su
procesamiento habitual. En todos los casos se ha tomado un segundo cilindro hepatico que

ha sido congelado a -80 °C.

La casuistica se ha completado con 96 muestras (de grasa subcutanea y visceral asi como
cufias hepaticas) de obesos morbidos procedentes del Hospital Universitario Reina Sofia

(HURS) de Cordoba las cuales han seguido el mismo procedimiento’.

CRITERIOS DE INCLUSION DE PACIENTES EN LA CASUISTICA OBJETO DE
ESTUDIO

Para entrar en la casuistica objeto de estudio clinico-patoldgico, los pacientes han de reunir
una serie de requisitos:

' Este estudio es parte de un proyecto de Investigacion de Excelencia interhospitalario
concedido por la Junta de Andalucia sobre obesidad moérbida (a desarrollar entre 2009-
2013), que ha sido autorizado por el Comité de Investigacion del Hospital Clinico
Universitario San Cecilio de Granada, llevado a cabo por un equipo de trabajo formado por
facultativos de los Servicios de Cirugia, Aparato Digestivo y Anatomia Patologica, con la
colaboracion de investigadores del CIBEREHD (Centros de Investigacion Biomédica en
Red, area tematica Enfermedades Hepaticas y Digestivas de Granada y Cérdoba) dirigidos
por el Prof. Javier Salmeron Escobar. Parte del material estudiado procede del Hospital
Universitario Reina Sofia de Cordoba. Todos los pacientes han firmado un consentimiento
informado para participar en el estudio.
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I.-Criterios de inclusion clinicos.-

-Obesos morbidos mayores de edad, con IMC > de 40 (o >35 con comorbilidades
asociadas a SM).

-Carecer de tratamiento con farmacos hepatotoxicos potencialmente, antineoplasicos o
inmunomoduladores.

-No padecer patologia asociada o enfermedad hepatica cronica diferente de EHGNA o
EHNA.

-Ausencia de ingesta mayor de 40 gr de alcohol diario en los varones y 20 gr para las

mujeres o evidencias de consumo de drogas en el afio previo al estudio.

-Dar el consentimiento informado (ver Anexo I).

II.- Criterios de inclusion anatomopatoldgicos (Bravo et al., 2001; Riley and Rugiero, 2008):
-longitud del cilindro hepatico: igual o mayor de 1.4 cm y/o presencia de al menos 7

espacios porta en la biopsia (también para las cufias hepaticas).

A cada paciente se le han realizado estudios clinico-bioquimicos, moleculares y
anatomopatoldgicos, que se relacionan a continuacion; los primeros se han obtenido de la

historia clinica del paciente.

METODOS DE ESTUDIO

De los 193 casos de obesidad mérbida operados en el HUSC de Granada y en el HURS de
Cordoba, 33 han sido excluidos del estudio clinico-patologico debido a la ausencia de
biopsia hepatica, poca longitud/fragmentacion de la misma o por la observacion de
patologia no relacionada, asi como por la ausencia de biopsia de grasa; por ello el nimero
final de casos estudiados es de 160 (Diagrama-1). En 58 biopsias de grasa procedentes del

HURS no se ha podido realizar valoraciéon inmunohistoquimica y morfométrica completa

(ver apartado de Inmunohistoquimica)
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N° FINAL DE CASOS

160 casos

Diagrama-1.-
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I.- ANALISIS CLINICO-BIOQUIMICO

A) Parametros analiticos en sangre

Niveles de GPT (ALT), GOT (AST), GGT, fosfatasa-alcalina, bilirrubina, albimina,
ferritina, VCM.

B) Parametros bioquimicos y hemodinamicos de Sindrome de resistencia a la insulina

(SIR) o Sindrome Metabdlico (SM) :

JInsulinemia en ayunas > 16,7 mU/l (17,3 mU/I en mujeres y 15,7 mU/I en hombres).

Indice HOMA-IR > 3.8, (3,9 en mujeres y 3,5 en hombres) [HOMA -Homeostasis model
assessment- se calcula segun la formula de Matthews: insulina (LU/ml) x glucosa (mmol/l)
/22,5] (Levy et al., 1998).

.Glucemia en ayunas > 110 mg/dl

.cHDL <40 mg/dl en hombres y < 50 mg/dl en mujeres

.Trigliceridemia > 150 mg/dl

.Tension arterial > 130 / > 85 mmHg en hombres y mujeres.
C) Parametros antropométricos
A los pacientes se les ha realizado las siguientes medidas antropométricas
1) Peso y la talla para el célculo del IMC:
IMC= peso/altura
2) Circunferencia de la cintura (CC) o perimetro de cintura (PC) o perimetro abdominal
(PA): Debe medirse a nivel intermedio entre el borde inferior de la caja tordcica y la cresta
iliaca (nivel L4-L5) y se expresa en cm. Se considera normal un valor <80 c¢cm en la mujer

y <94 cm en el hombre. Se correlaciona con la cantidad de grasa visceral (modificacion de

criterios de ATP-III).
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3) Indice de cintura/cadera (ICC) o cociente cintura cadera (CCC): Se calcula dividiendo el
perimetro de la cintura (circunferencia minima medida entre el reborde costal y la cresta
iliaca) por el perimetro de la cadera (circunferencia maxima medida a nivel intermedio
entre la cintura y los muslos). Se considera un ICC normal de 0,71-0,85 para mujeres y

0,78-0,94 para hombres. Se correlaciona con la cantidad de grasa visceral.

IL.- ESTUDIO HISTOLOGICO

Se han considerado para valoracion histoldgica las biopsias de grasa subcutanea y visceral,

y hepaticas, realizando diversos estudios que se relacionan a continuacion.

1) Analisis histolégico convencional (cualitativo y semicuantitativo)

Todas las biopsias han sido fijadas en formalina tamponada e incluidas en parafina,

obteniéndose cortes de 4 , los cuales han sido tefiidos con HE.

A las biopsias hepaticas, ademas, se les han realizado tinciones de tricrémico de Gomori,

reticulina de Gordon-Sweet, PAS-diastasa y Perls.

En cuanto a las lesiones hepaticas, se considera el diagndstico de esteatohepatitis no-
alcohdlica (EHNA/NASH) (Brunt et al., 1999) cuando las biopsias muestran grado variable de
esteatosis hepatocitaria, balonizacion y fibrosis perihepatocitaria en area perivenular e
infiltrado inflamatorio lobulillar y portal de intensidad leve o moderada; las restantes
biopsias que tengan algin grado de esteatosis se incluiran con diagnéstico de EHGNA sin

EHNA (Brunt 2007b).

Ademas se ha efectuado un sistema de valoracion semicuantitativo de las biopsias

hepaticas (Kleiner et al., 2005) para aplicarlo a una sistematizacion de Categorias Diagndsticas
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reciente, con ligeras modificaciones (Caballero et al., 2012). El sistema de gradacion de la
actividad histologica de Kleiner establece el diagndstico de esteatohepatitis cuando la
puntuacion NAS (Sistema de Actividad de EHGNA) obtenida tras la suma aritmética de la
valoracion semicuantitativa de tres lesiones histologicas (esteatosis -0 a 3-, inflamacién
lobulillar -0 a 3- y balonizacién hepatocitaria -0 a 2-), es mayor o igual a 5; si la
puntuacion es igual o inferior a 2, la categoria diagnostica es No-EHNA y los valores

intermedios (3 y 4) se engloban como EHNA-“borderline” (Tabla-3A).

Para las biopsias con esteatosis pero sin EHNA hemos utilizado el término de
hepatoesteatosis no-alcohdlica (HENA) y las carentes de este cambio como No-EHGNA,
considerando por tanto las siguientes categorias diagndsticas: 1) Categoria 0-No-EHNA, 2)
Categoria 1-HENA, 3) Categoria 2-EHNA-BORD, y 3) Categoria 3-EHNA (Tabla-4). A su
vez la categoria 2 o EHNA-BORD se ha subdividido en 3 subtipos: 2A o 2B, cuando las
lesiones se encuentran en la zona acinar 3 o 1, respectivamente, y 2C, si el dafio ocurre en

ambas zonas (Tabla-4) (Caballero et al., 2012).

En la valoracion de la esteatosis se han considerado 2 tipos de caracteristicas: a) el
porcentaje de hepatocitos con esteatosis, en relacion a la superficie parenquimatosa; 2) el

subtipo de esteatosis hepatocitaria (macrovesicular, multivesicular) (Caballero et al., 2012).
La fibrosis hepatica se ha evaluado siguiendo los criterios de Kleiner et al. (2005) (Tabla-3B).

Los estadios 1A y 1B (lesiones centrozonales) se han agrupado y separado, a su vez, del

1C. (lesiones porto-periportales) (Caballero et al., 2012).
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Categorias diagnésticas histolégicas en biopsias
hepdticas de obesos mérbidos (*)

CATEGORIAS

0- No-EHGNA (Hes=0, NAS < 2)
1- EHGNA no-EHNA or HENA (HcS>0, NAS: 1-2)

2-EHNA-BORD (NAs: 3-4)
*2A-BORD 1 (zona 3)

*2B-BORD 2 (zona 1)

#2C-BORD 1+2 (zona 3 + zona 1)

3- EHNA (NAS: 5-8)

NAS: NAFLD Activity Score (Kleiner et al., 2005).EHGNA: enfermedad del higado graso no alcohélico;
HENA: hepatoesteatosis no-alcohélica; EHNA: esteatohepatitis no-alcohélica ; BORD: borderline;
HcS: hepatocitoesteatosis; zona : 3 (centrozonal or perivenular)y 1 (portal-periportal).

(*) Caballero et al. Histological and immunohistochemical assessment of liver biopsies in morbidly obese
patients. Histol Histopathol, 2012; 27: 459-466.

Tabla-4

2) Analisis inmunohistoquimico y cuantitativo

Se han realizado técnicas inmunohistoquimicas para identificacion de adipocitos y
macrofagos en grasa subcutdnea y visceral; las técnicas aplicadas han sido de
inmunoperoxidasa, utilizando un sistema automatizado (Lab Vision Autostainer 720), con
anticuerpos (Acs) primarios frente a proteina S-100 (policlonal, prediluido, DAKO,
Dinamarca) y a CD68 (monoclonal 512H12, prediluido, MD, Espafia); ademas se han
aplicado Acs frente a p62 (monoclonal 3/p62 LCK, prediluido, MD) y mieloperoxidasa (
policlonal, prediluido, MD), para identificacion de hialina de Mallory o MDB y de

hepatitis quirargica, respectivamente.
Para la proteina S-100, que delimita el citoplasma del adipocito, los cortes han sido mas

gruesos de lo habitual (5U), con objeto de evitar la rotura de los mismos y poder asi

efectuar su recuento.
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La cuantificacion de adipocitos y macrdofagos (totales y dispuestos en corona alrededor de
adipocitos) se realiz6 sobre cortes tefiidos con inmunoperoxidasa, mediante un dispositivo
Eyepiece Olympus, con una reticula de 1 centimetro de lado (dividido en cien cuadriculas
de 1 mm’ de superficie) adaptada al ocular de un microscopio de luz convencional,
observandose con un objetivo de 40 aumentos (Anderson and Lowe, 1990). El drea de cada
cuadricula es de 1 mm?, a través de la cual observamos la superficie de preparacion
aumentada cuarenta veces, por lo que se debe aplicar un factor de correccion para conocer
la superficie real que estamos observando. En cada caso se ha contado el ntimero de
adipocitos y macrofagos en 10 reticulas elegidas al azar en 10 campos y la media del

namero total se ha dividido por el un factor de correccion’.

En 58 biopsias de grasa no se ha podido realizar el recuento de macréfagos, debido al
exceso de tiempo de fijacion de las mismas y en 48 higados no se ha podido valorar p62 y

mieloperoxidasa por carecer de secciones; todos ellos procedian del HURS

3) Analisis morfométrico

Se han efectuado 5 microfotografias, con un objetivo de 10 x, de cortes tefiidos con HE de
GBvis y de GBsub; se ha realizado un analisis morfométrico usando un software
especializado (Image J NIH, Bethesda MD) tras la medicion del diametro de 200
adipocitos en cada caso, que ha sido estimado en micras (Tchoukalova et al., 2003; Chen and
Farese, 2002). Se han excluido los adipocitos con un didmetro inferior a 100 micras para
minimizar los errores que puedieran existir por el artefacto de procesamiento (Chen and

Farese, 2002).

% El factor de correccion permite conocer el nimero de células por mm?: al medir el lado de la cuadricula 1
mm, su area mide 1 mmz; la equivalencia del lado de la cuadricula serd de Imm / 40 = 0,025 mm, y por
tanto la superficie de la cuadricula es (0,025mm)* = 0,00062 mm?, con lo que el 4rea total de recuento (100
cuadriculas) es 0,062 mm®.
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III.- ESTUDIO MOLECULAR DE ALGUNAS ADIPO-CITOQUINAS Y
MARCADORES MACROFAGICOS PRODUCIDOS EN LA GRASA BLANCA

MEDIANTE PCR CUANTITATIVA

Se han estimado niveles de expresion génica en las muestras de grasa de las adipoquinas
leptina y adiponectina, la citoquina inflamatoria IL-6 y los marcadores macrofagicos CD68
y CDl1c (este ultimo indicador de fenotipo inflamatorio). La técnica empleada ha sido la
de PCR cuantitativa en tiempo real que se 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.

Para su realizacion primero se ha extraido RNA total de las muestras de grasa (que incluye
RNAs mensajeros, ribosomicos y de transferencia) mediante el kit comercial “RNeasy
Mini Kit de Quiagen”. Con la intencién de minimizar la contaminacion 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”. Se siguieron
las instrucciones del fabricante (Quiagen) con una pequeiia modificacién, debido a la
naturaleza lipidica del tejido. Posteriormente se procedio a la la retrotranscripcion de RNA
total a DNA copia, que se realizd6 mediante el kit comercial “iScript™ Select cDNA
Synthesis Kit de BioRad”, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los resultados se normalizaron con la media del nivel de expresion de tres genes
“housekeeping” (genes de expresion constante) bien establecidos en la bibliografia®: PPIA
(Peptidilprolil Isomerasa A) RPS13 (Proteina Ribosomal S13) y ubiquitina C. Las unidades
de expresion relativas fueron picogramos de RNA por femtogramos de la media de los

genes de referencia (“housekeeping”).

Se desecharon muestras de grasa que no contenian una cantidad minima de ARNm

(<50ng/ml) o aquellas en las que habia dispersion de los genes “housekeeping”.

3 de Jonge HJ et al. PLoS ONE. 2007;2:¢898
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IV. ESTUDIO ESTADISTICO

La base de datos asi como el tratamiento estadistico se realizd6 mediante el programa
informatico SPSS version 20.0 (SPSS Inc. IBM, Chicago, IL, USA) para entorno

Windows.

Se confirmo6 la distribucion normal de las variables mediante la prueba de Kolmogorof-

Smirnoff.

Para el analisis descriptivo, en las variables cuantitativas se ha calculado la media y error

estandar de la media (M*EM) y en las cualitativas el nimero y porcentaje.

Después del anélisis descriptivo de la muestra se llevdo a cabo un estudio bivariante
mediante el test de la # de Student (¢ de Student) o el equivalente no pardmetrico, el test U
de Mann-Whitney y el test del andlisis de la varianza de una via [ANOVAI1], o el

equivalente no paramétrico, el test de Kruskal-Wallis.

A la hora de realizar comparaciones multiples entre 3 o mdas grupos de variables
cuantitativas se ha utilizado como prueba de comparaciones multiples o prueba’post-hoc”
la prueba de Bonferroni (Bonferroni).

Para las variables cualitativas se ha realizado el test de Chi-cuadrado.

El criterio para la significacion se considerd cuando p< 0.05.

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

debil si el valor es menor de 0,2; debil si el valor oscila entre > 0,2 y < 0,4; moderada si el

valor oscila entre > 0,4 y < 0,6; fuerte si oscila entre > 0,6 y < 0,8; y muy fuerte si es > 0,8
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ANEXO |

MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PACIENTES
(PROYECTO DE EXCELENCCIA JA)

HOJA DE INFORMACION PARA EL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: “INFLUENCIA DEL TIPO DE GRASA EN EL DESARROLLO DE LA
ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO-ALCOHOLICO (EHGNA) EN LA OBESIDAD MORBIDA.
ESTRES OXIDATIVO Y DISFUNCION MITOCONDRIAL ASOCIADOS A LA SECRECION DE
CITOQUINAS.”

¢Por qué hacemos este estudio?

La enfermedad del higado graso no-alcohélico (EHGNA) es la forma mas comudn de enfermedad
crénica hepatica en el mundo occidental. En USA, un 20% de la poblacién general presenta
EHGNA, pero su prevalencia aumenta hasta un 74% en caso de obesidad y hasta un 90% en
obesidad mérbida. Este trastorno del higado incluye esteatosis, esteatohepatitis no alcoholica y
cirrosis.

¢Por qué hemos pensado en incluirle en el estudio?

Son factores de riesgo alguna o varias de las siguientes alteraciones metabdlicas: obesidad,
hipertension, hiperlipemia y resistencia a insulina. La obesidad genera una situaciéon de
inflamacion crénica en la que se desarrolla resistencia a insulina y EHGNA. La cirugia bariatrica es
una de las terapias mas utilizadas frente a la obesidad y que se han mostrado mas eficaces, tras
la cual desaparecen alteraciones del higado como la esteatohepatitis.

¢ Qué se conoce de la EHGNA?

Segun los Ultimos estudios realizados, parece ser que un aumento de grasa
visceral/intraabdominal (central) se ha relacionado con elevado riesgo de sufrir alteraciones
metabdlicas (sindrome metabdlico), frente a un aumento de grasa subcutanea (periférica),
relacionado con bajo riesgo. Es decir que cada tipo de grasa tiene funciones distintas en el
organismo y seguramente sea necesario un equilibrio adecuado entre ambas. Los productos
generados por la grasa visceral pueden conducir a dafios en el metabolismo de las células del
higado. Sin embargo no se conoce lo suficiente sobre los mecanismos moleculares y metabdlicos
gue causan esta enfermedad. Ademas no existen estudios que relacionen la cantidad y la funcién
de los diferentes depdsitos corporales de grasa con la desaparicion de esteatohepatitis tras la
cirugia.

¢ Cual es el objetivo de este estudio?

Conocer como estan relacionados “el volumen y la funcion” del tejido adiposo con la aparicion de
EHGNA en pacientes obesos sometidos a cirugia. Para ello sera necesario: medicién del tejido
adiposo visceral y subcutaneo mediante tomografia computerizada; con las muestras que mas
adelante se especifican se realizaran estudios de expresion de determinados genes celulares y
mitocondriales. Ha de quedar claro que no se trata de un estudio del perfil genético del paciente
(no se estudia el ADN). Asi mismo sera necesario un estudio anatomopatolégico de la biopsia de
higado.

¢ Qué le pedimos que haga?

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria. Su médico se pondra en contacto con Ud.
Le pedimos que done muestras de sangre, de biopsia hepatica y de grasa corporal.
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¢Como se protegera su intimidad?

Tanto si finaliza el estudio como si no sus datos seran confidenciales, y se le garantiza que su
nombre no saldra en ninguna publicacion o informe relativo al estudio. La informacion que
recogemos como parte de este estudio, sera compartida con otros investigadores y doctores.

Le agradecemos de antemano su colaboracién en el estudio.

Dr.
Colegiado N?

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

TITULO DEL ESTUDIO: " INVESTIGACION DE LA ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO-
ALCOHOLICO (EHGNA)".

(nombre y apellidos del paciente escritos por él)

Doy mi pleno consentimiento, de manera libre, para participar en este estudio. He leido la hoja
informativa sobre el proyecto. He comprendido que la investigacion puede aportar una contribucién
a los conocimientos médicos y cientificos. Sé que puedo retirar mi consentimiento en cualquier
fase del procedimiento.

Estoy de acuerdo en que se utilice las muestras de sangre, higado y de grasa corporal en el
estudio. He comprendido que no puedo reclamar ningdn derecho en la utilizacién no restringida
de estas muestras o de cualquier material preparado a partir de ellas.

Doy mi permiso para que los datos de mi historia clinica sean utilizados por el equipo de
investigacion para cotejarlos con las muestras, entendiendo que tras esta comprobacion se
eliminara del registro toda informacién que pudiera identificarme.

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio y he comprendido que este trabajo es una
contribucién a los conocimientos médicos/cientificos.

Comprendo que mi participaciéon es voluntaria.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha Nombre y Apellidos del participante Firma del participante

Confirmo que he explicado al participante el caracter y el propdsito del proyecto de investigacion.

Firmado (miembro del equipo del proyecto)

78



4. RESULTADOS



Resultados

4.1 Resultados generales demograficos, parametros antropométricos y

datos bioquimico-metabolicos

Del total de 160 pacientes incluidos en el estudio, 65 son varones y 95 mujeres. La media
de edad en el global de la serie es de 40,74 afios siendo de 41,54%1.14 en varones y de
40,1940,99 en mujeres (rango entre 22-62 y 20-64, respectivamente). E1 67% de los casos
pertenecian a pacientes menores de 44 afos. En la Grafica-1A se representa la edad
separada en décadas; el porcentaje mayor de casos estd entre la 3* y 4* décadas. Si
consideramos la edad, expresada en décadas, y el sexo de los pacientes (Grafica-1B), se
aprecia que tanto en los varones como en las mujeres las décadas que predominan son la 3*

y 4%
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Grafica-1A.- Distribucion de pacientes segin edad expresada en décadas.
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Grifica -1B.- Distribucion de pacientes segin edad (décadas) y sexo.

El IMC de nuestros pacientes ha oscilado entre 34 y 76 kg/m” (promedio de 49.99+0.60).
El PC (medido en el 88,1% de los casos) oscilo entre 108 y 185 cm, con un valor medio de
139.30£1.32 y el ICC (calculado en el 86.2%) varid entre 0.69 y 1.23, con valor promedio
de 0.93%+0.01. Si se separan por sexos, tanto el IMC como el PC y el ICC han sido

superiores en varones (p=0.031, p<0.001 y p<0.001, respectivamente, ¢ de Student)
(Tabla-5A pag. 86).

El 55% de los pacientes tenian sindrome metabolico, el 31% eran diabéticos y el 51% eran
hipertensos. Los valores de HOMA-IR, LDLc, HDLc, y TG fueron 4.22+0.32,
112.77+2.88, 37.924+0.74 y 146.03£5.51, respectivamente. Se ha observado elevacion de
HOMA-IR en el 46% de los pacientes, de LDLc en el 30% y de TG en el 35%, mientras

que en el 86% de los casos la HDLc estaba por debajo de lo normal ' (Grafica-2).

Los valores promedio de las transaminasas han sido los siguientes: GOT 29.29+1.34, GPT

36.6711.67 y GGT 36.84+2.26. Las transaminasas, GOT y GPT, mostraban valores por

" No se dispone de algunos datos (SM, HTA, DM-2) en los pacientes procedentes de Cérdoba.
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encima de lo normal en el 22% y 32% de los casos, respectivamente; la GGT solo estaba

elevada en el 14% de los pacientes (Grafica-2).

Si separamos a los pacientes segun el sexo, los valores promedio de HOMA-IR, TG, GOT,
GPT y GGT han estado mas elevados (p=0.025, p<0.001, p=0.023, p<0.001 y p<0.001,
respectivamente, ¢ de Student) y la HDLc mas baja (p<0.001, ¢ de Student) en varones que
en mujeres (Tabla-5A, pag. 86).

SM

DM-2

HTA

HOMA-IR

LDLc (mg/dl)
HDLc (mg/d]) ® Frecuencia (%)

TG (mg/dl)

GOT (U/1)

GPT (U/)

GGT (U/))

0 20 40 60 80 100

Grifica-2.- Porcentaje de los principales parametros metabdlicos y bioquimicos alterados

Se ha observado un porcentaje mayor de hombres con sindrome metabolico, DM-2 y
valores alterados de TG, GOT, GPT Y GGT. La distribucion de pacientes con HTA y
valores alterados de HOMA-IR fue similar en ambos sexos. El mayor porcentaje de

pacientes con HDLc no alterada han sido en mujeres (Tabla-6).
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Parametros metabolicos Hombre Mujer
y bioquimicos

N (%) N (%)

SM Ausente 10 (13) 25 (32)
0.016

Presente 24 (31) 19 (24)

DM-2 Ausente 20 (25) 34 (44)
0.080

Presente 14 (18) 10 (13)

HTA Ausente 14 (17) 24 (31)
0.241

Presente 20 (26) 20 (26)

HOMA-IR  Normal 21 (19) 39 (35)
0.109

Alterado 26 (23) 26 (23)

LDLc Normal 44 (28) 68 (43)
(mgy/dl) 0.417

Alterado 20 (12) 27 (17)

HDLc Normal 3(2) 20 (12)
(mg/dl) 0.004

Alterado 62 (39) 75 (47)

TG Normal 31 (19) 73 (46)
(mg/dl) <0.001

Alterado 34 (21) 22 (14)

GOT Normal 43 (27) 81 (52)
{un 0.004

Alterado 21(13) 13 (8)

GPT Normal 33 (21) 76 (47)
un <0.001

Alterado 32 (20) 19 (12)

GGT Normal 49 (31) 89 (55)
{un 0.001

Alterado 16 (10) 6(4)

N: n° de casos; (*°) test Chi?

Tabla-6. Parametros metabdlicos y bioquimicos cuando se considera el sexo de los

pacientes.
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Cuando separamos las dos poblaciones de obesos estudiadas segin el hospital de
procedencia, no hay diferencias entre ellas respecto al sexo; de los 78 pacientes de
Granada, 44 (57%) son mujeres y 34 (43%) son hombres, mientras que de los 82 pacientes

de Cérdoba, 51 (62%) son mujeres y 31 (38%) son hombres (Grafica-3A).

La media de edad es similar en ambos hospitales [Granada: 41.28+1.03 (rango 24-64);
Cordoba: 40.22+1.09 (rango 20-60)]. Al igual que en el global de la serie, en ambos
hospitales la mayoria de pacientes estaban por debajo de los 44 afios y entre la 3* y 4°
décadas, en Granada con una frecuencia similar en cada década [29 casos (18%)], y en

Cordoba con mayor porcentaje en la 3* (21%) (Grafica-3B).
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Grifica-3.- Distribucion de pacientes segiin hospital de procedencia en relacion al sexo (A) y edad
(décadas) (B).

Si consideramos los parametros analiticos generales, los pacientes de Granada han
mostrado valores medios menores de IMC, HOMA-IR y LDLc que en los de Cordoba
(48.772£0.80 vs 51.15+0.85, 3.49+0.39 vs 5.19+0.51 y 94.61£3.36 vs 130.27£3.75;
p=0.043, p=0.008 y p<0.001, respectivamente, ¢ de Student). Por el contrario, GOT y GPT
estaban mas elevados en los pacientes de Granada (37.35+2.23 vs 21.83%=1.01 vy
43.611+2.63 vs 30.07£1.80; p<0.001 y p<0.001, respectivamente, ¢ de Student) (Tabla-5B,
pag. 86).
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PRINCIPALES DATOS ANTROPOMETRICOS Y ANALITICOS DE LOS PACIENTES OBESOS
MORBIDOS ESTUDIADOS

Datos antropométricos Global de Hombre

y analiticos la serie
IMC (Kg/m?) 49. 99+0.60 51.52+1.01 48.944+0.70 0.031
PC (cm) 139.30+1.32 150.37+1.91 132.00+1.29 <0.001
ICC 0.93+0.01 0.99+0.01 0.89+0.01 <0.001
HOMA-IR 4.2240.32 5.05£0.61 3.60+0.31 0.025
LDLc (mg/dl) 112.77+2.88 108.234+4.96 115.82+3.45 0.197
HDLc (mg/dl) 37.92+0.74 34.74+0.91 40.10+1.02 <0.001
TG (mg/dl) 146.0+5.51 172.25+9.27 128.10+6.15 <0.001
GOT (U/l) 29.29+1.34 32.97+1.91 26.79+1.80 0.023
GPT (U/1) 36.67£1.67 45.89+2.85 30.37+1.76 <0.001
GGT (U/l) 36.84+2.26 49.85+4.40 29.47+1.87 <0.001

(°°) test ¢ de Student; los valores expresados corresponden a media + error estandar

Tabla-5A.- Pacientes separados por sexo.

Datos antropométricos Global de Granada Cordoba
y analiticos la serie
IMC (Kg/m?) 49. 99£0.60 48.77+0.80 51.1540.85 0.043
PC (cm) 139.30+1.32 137.2741.99 140.75%1.75 0.195
(oo 0.93£0.01 0.93%0.13 0.9310.10 0.839
HOMA-IR 4.2240.32 3.49+0.39 5.19%0.51 0.008
LDLc (mg/dl) 112.77+2.88 94.61%3.36 130.2743.74 <0.001
HDLc (mg/dl) 37.92+0.74 37.32+1.09 38.49+1.02 0.431
TG (mg/dl) 146.03+5.51 153.93+7.8 138.517.71 0.162
GOT (U/) 29.29+1.34 37.354+2.31 21.83+1.01 <0.001
GPT (U/1) 36.67+1.67 43.6142.63 30.07+1.80 <0.001
GGT (U/) 36.84+2.26 35.6443.69 37.9842.69 0.608

(°°) test ¢ de Student. Los valores expresados corresponden a mediaterror estandar

Tabla-5B.- Pacientes separados por hospital de procedencia.
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4.2 Resultados histoldogicos, cuantitativos y morfométricos de la grasa

visceral y subcutanea

4.2.1Adipocitos

La grasa abdominal visceral y la subcutdnea, con microsopia Optica, muestra apariencia
normal, con adipocitos univacuolados de morfologia y tamafo parecido (Figura-7A y B);
estan separados por escaso estroma en el que se evidencian capilares sanguineos y estan
divididos en 16bulos por septos fibrosos muy delgados. En ocasiones se pueden observar

algunos acumulos de células inflamatorias mononucleadas estromales.

’

Figura-7.- Morfologia de los adipocitos en biopsias de GBvis (A) y GBsub (B) (HE, aumento original
x10).

La valoracion cuantitativa de los adipocitos ha permitido detectar diferencias entre grasa

visceral y subcutanea, que se relacionan a continuacion.

El recuento de adipocitos por mm” de superficie fue superior en grasa visceral que en

subcutanea (122.99£2.06 vs 95.24+1.32, p<0.001, ¢ de Student) (Grafica-4).
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Cuando separamos las biopsias de grasa segun el hospital de procedencia, el n° de
adipocitos/mm? en GBvis fue similar en ambos hospitales (122.20+2.62 vs 123.2843.12),
mientras que en GBsub fue significativamente superior en Granada que en Codrdoba

(98.62+1.78 vs 92.10+1.87, p=0.013, ¢ de Student) (Gréafica-5).

OGBsub
BGBvis

Grafica-4.- Cuantificacion de adipocitos en GBvis y GBsub.

Grifica-5.- Cuantificaciéon de adipocitos segiin hospital de procedencia

de las biopsias.
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El diametro de los adipocitos, obtenido por andlisis de imagen en 93 casos en GBvis
(58.12%) y en 86 casos en GBsub (53.75%), la mayoria de casos procedentes de pacientes
de Granada, ha proporcionado resultados significativamente inferiores en GBvis que en

GBsub (100.74 + 1.24 vs 113.85 £ 1.29, p<0.001, ¢ de Student) (Grafica-6).

BGBsub
BGBvis

Grafica-6.- Diametro de adipocitos en GBvis y GBsub.

Se ha observado una correlacion lineal inversa fuerte entre el n° de adipocitos totales y el
didmetro en GBvis (r=-0.773, p<0.001, coeficiente de correlacion de Pearson); es decir, a

mayor n° de adipocitos éstos presentan menor diametro (Grafica-7A).
En el caso de GBsub la correlacion entre el n® de adipocitos totales y el diametro ha sido

también inversa pero moderada (r=-0.445, p<0.001, coeficiente de correlacion de Pearson)

(Gréfica-7B).
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Grifica-7.- Correlacion lineal inversa y fuerte entre el n°adipocitos y el diAametro en GBvis (A)

y moderada en GBsub (B).
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4.2.2 Macrofagos

La mayoria de las células inflamatorias visualizadas con microsopia de luz correspondian a
macrofagos, los cuales se reconocen mejor con técnicas inmunohistoquimicas cuando se
aplican anticuerpos anti-CD68 (Figuras-8A y B). Estos se visualizan de forma aislada o
dispersa, entre adipocitos, o bien constituyendo acumulos, con frecuencia dispuestos en
coronas o rosetas a su alrededor (Figuras-8C-F); en casos de biopsias de GBsub hemos
observado zonas con excesivo acimulo macrofagico, el cual ha sido obviado al realizar los

recuentos.

Se han valorado recuento de macrofagos totales y de coronas macrofagicas, no obstante
debido a la calidad de muchas biopsias de grasa procedentes de pacientes de Cérdoba, sélo

se ha efectuado en el 29% de biopsias de esta procedencia.

El n° de macréfagos totales por mm” ha sido superior en GBvis que en GBsub (83.2613.84
vs 59.38%2.80, p<0.001, ¢ de Student) (Grafica-8A). Respecto al nimero de coronas

macrofagicas por mm’ ha sido significativamente menor en GBvis que en GBsub

(0.59+0.11 vs 1.71£0.25, p<0.001, ¢ de Student) (Grafica-8B).

100,00 - 2,50
. . p <0.001, ¢ de Student
p <0.001, ¢ de Student
T
80,00 - 2,00 - _|_
60,00 - T 1,50 |
BGBvis BGBvis
40,00 | BGBsub 1,00 BGBsub
T
20,00 - 0,50 -
0,00 T ) 0,00 T
GBvis GBsub GBvis GBsub
N°macréfagos totales/mm? A N°coronas macrofigicas/mm? B

Grafica-8.- Cuantificacion de macroéfagos totales (A) y coronas macrofagicas (B) en GBvis y GBsub.
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Si separamos por el hospital de procedencia de las biopsias, en las de Granada el n° de
macrofagos totales es mayor tanto en GBvis como GBsub (GBvis: 86.25+4.75 vs
70.1943.30; GBsub: 62.04+3.43 vs 49.65+3.48, p=0,007 y p=0,014, respectivamente, ¢ de

Student) (Grafica-9). Respecto al n° de coronas, no ha habido diferencias entre las muestras

de ambos hospitales.

El n° total de macrdéfagos se ha correlacionado de forma débil y directa con el n® de
coronas tanto en GBvis como en GBsub (r=0.383, p<0.001 y r=0.398, p<0.001,

respectivamente, coeficiente de correlacion de Pearson) (Grafica- 10).

(*) p=0.007, ¢ de Student

100,00 - *)

o (**) p=0.014, ¢ de Student
E 80,00
3
<
2 60,00
wn
S,
& 40,00
NS
5
g 20,00
z

0,00 B Granada

GBuvis GBsub m Cérdoba

Hospital

Grafica-9.- Cuantificacion de macréfagos totales segiin hospital de procedencia de las

biopsias.
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N°macrofagos totales/mm?

N°macréfagos totales/mm?

300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

00

r = 0.383, p<0.001

N°coronas macrofagicas/mm?

200,00
r = 0.398, p<0.001
o
150,00
o
o
o o 2
100,00
o o o g o
g <o ° 8
8 Q/z/a/
o
2 o
50,00 E g
o o
g g o 0
00
T T T T T T
00 250 500 750 10,00 1250

Grafica-10.- Correlacion lineal directa y débil entre el n° de macréfagos totales y el n° de

N°coronas macrofagicas/mm?

coronas macrofagicas en GBvis (A) y en GBsub (B).
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Figura-8.- Presencia de macréfagos CD68 positivos dispuestos de manera dispersa (A-D) y formando

coronas (C-F) alrededor de los adipocitos, tanto en GBvis (A, C y E) como en GBsub (B, D y F)

(Inmunoperoxidasa, aumento original: A 'y B x10, C y D x4, E y F x40).
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La concentracion de ARNm de CD68 en macréfagos de la grasa, determinada en el 37% de
GBvis y en el 39% de GBsub, ha sido inferior en GBvis que en GBsub (8.41+2.62 vs
11.72+£2.17; p=0.006, ¢ de Student) (Grafica-11A).

La concentracion de ARNm de la integrina leucocitaria CD11c, expresada por macrofagos
inflamatorios, se ha determinado en el 32% de GBvis y en el 53% de GBsub. Al igual que
para CD68, los valores han sido inferiores en GBvis que en GBsub (2.00+0.26 vs
4.27%0.73; p=0.002, ¢ de Student) (Grafica-11B).

p=0.006, ¢ de Student p=0.002, ¢ de Student

DGBvis BGBvis
BGBsub BGBsub
ARNm de CD68 A ARNm de CD11¢ B

Grafica-11.- Concentracion de ARNm de CD68 (A) y de CD11c (B) en GBvis y GBsub.

No existen diferencias en la concentracion de ARNm de CD68 si separamos las biopsias
por hospital de procedencia, aunque en Granada la media fue superior (GBvis 12.11+6.00
vs 5.5340.62; GBsub 15.50+4.91 vs 10.14£1.68; p=0.602 y p=0.219, respectivamente, U
de Mann-Whitney).

Lo mismo ocurre con la concentracion de ARNm de CDl11lc en GBvis (2.12+0.55 vs
1.89+0.27) (p=5.99, U de Mann-Whitney), aunque en GBsub las diferencias fueron
significativas (5.86+1.18 vs 5.184+2.10; p=0.010, U de Mann-Whitney) (Grafica-12).

95



Tesis Doctoral, Mercedes Caba Molina

8 7 (*) p=0.010, U de Mann-Whitney
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Grifica-12.- Concentracion de ARNm de CD11c en GBvis y GBsub segiin hospital de

procedencia.

No existe correlacion entre el n° total de macrofagos y la concentracion de CD68 y CDl11c
tanto en GBvis como en GBsub. Algo parecido ocurre con las coronas macrofagicas
excepto con CD1lc en GBsub donde existe una correlacion directa moderada (r=0.555,

p=0.021, coeficiente de correlacion de Pearson) (Grafica-13).

Existe una correlacion fuerte entre la concentracion de ARNm de CD68 y de CDl11c en
GBvis (r=0.685, p<0.001, coeficiente de correlacion de Pearson) y muy fuerte en GBsub

(r=0.917, p<0.001, coeficiente de correlacion de Pearson) (Grafica-14).
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NCcoronas macrofagicas/mm?
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Grafica-13.- Correlacion lineal directa moderada entre el n° de coronas

macrofagicas y la concentracion de CD11c en GBsub.
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Grafica-14.- Correlacion lineal directa entre la concentracion de ARNm de CD68 y CD11c,

fuerte en GBvis (A) y muy fuerte en GBsub (B).
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4.2.3 Adipo-citoquinas liberadas en GB

La concentracion de ARNm de leptina (determinada en el 43% de las biopsias de GBvis y

en el 44% en GBsub) fu¢ de 12.85 + 1.01 en GBvis y de 24.65 = 1.65 en GBsub (p<0.001,

t de Student).

Respecto a la concentracion de ARNm de adiponectina, valorada en el mismo nimero de
casos que la leptina, ha sido de 70.03 + 5.14 en GBvis y de 88.99 = 4.92 en GBsub
(p=0.001, ¢ de Student).

La concentracion de ARNm de citoquina proinflamatoria IL-6, evaluada s6lo en el 26% de

los casos, ha mostrado valores mas elevados en GBvis que en GBsub (19.59+2.82 vs

11.38+1.52, p=0.014, ¢ de Student) (Gréafica-15).

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00

ARNm (pg/mL)

20,00
10,00
0,00

30,00 -

%) T (*) p<0.001, ¢ de Student
(**) p=0.001, ¢ de Student
(°°) p=0.014, ¢ de Student
W GBvis
GBsub
(*) T (00)
Leptina Adiponectina IL6
Adipo-citoquinas

Grafica-15.- Cuantificacion de ARNm de algunas adipo-citoquinas en GBvis y GBsub.

Si separamos por hospitales de procedencia, observamos que en las muestras de los

pacientes de Granada hay mayor concentracion de ARNm de adiponectina visceral que en

las de Cérdoba (83.23+7.93 vs 55.52+5.18; p=0.005, ¢ de Student). Respecto a los valores
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de ARNm de leptina e IL-6, no se han obtenido diferencias significativas (Grafica-16A y
B).

a

Grifica-16-. Cuantificaciéon de ARNm de las adipoquinas leptina (A) y adiponectina (B) segiin

hospital de procedencia.

Existe una correlacion directa moderada entre la concentracion de ARNm de leptina y de
adiponectina en GBvis (r=0.455, p<0.001) y fuerte en GBsub (r=0.765, p<0.001)

(coeficiente de correlacion de Pearson) (Grafica-17).
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Grafica-17.- Correlacion lineal directa entre la concentracion de ARNm leptina y adiponectina,

moderada en GBvis (A) y fuerte en GBsub (B).

No existe correlacion entre los valores de ARNm de 1L-6 con los de CD68 ni con los
CD11c tanto en GBvis como en GBsub.
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4.3 Resultados de las lesiones hepaticas

A todos los pacientes se les realizaron biopsias hepaticas, obteniéndose cilindros (HUSC) o
cunas (HRSC). En todos se evaluaron diferentes lesiones histopatologicas que permitieron
incluirlas en una de las Categorias Diagnosticas mencionadas en el Material y Métodos, asi

como establecer grados de actividad (NAS “score™) y Estadios de fibrosis de Kleiner.

La distribuciéon en Categorias Diagndsticas ha sido la siguiente: el 21% (33 casos) se
diagnosticaron de no-EHGNA, al no existir esteatosis, el 30% (48 casos) de
hepatoesteatosis, el 33% (53 casos) de EHNA-borderline y el menor % (16) (26 casos)
correspondio a la categoria EHNA. Ninguna de las biopsias ha mostrado cirrosis. Al
valorar las diferentes subcategorias de EHNA-BORD la distribucion ha sido la siguiente:
6% (9 casos) para la Categoria 2A, 14% (23 casos) para la 2B y 13% (21 casos) para la 2C
(Grafica 18).

Frecuencia (%)

<

Grifica 18.- Distribucion de las distintas Categorias Diagnésticas (A) y con subdivisién de categoria 2

(B) en las biopsias hepaticas.

Cuando consideramos el indice de actividad de Kleiner (NAS “score”), el 51% de los casos

entrarian dentro del diagndstico no-EHNA (NAS: 0-2), lo que equivale a la suma de las 2
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primeras Categorias Diagndsticas indicadas previamente; el porcentaje de casos EHNA-

“borderline” (NAS: 3-4) y EHNA (NAS: 5-8) son similares a las Categorias 2 y 3.

La esteatosis estuvo ausente en el 21% de las biopsias y presente en el 79% restante;
histologicamente se reconoce por la presencia en el citoplasma hepatocitario de una gran
vacuola que desplaza el nucleo -esteatosis macrovesicular- (Figura-9A) o de multiples
vacuolas citosélicas de pequefio tamaiio, en la mayoria de casos sin desplazamiento del
nucleo a la periferia -esteatosis multivesicular- (Figura-9B). Hemos evaluado el grado de
esteatosis, que ha sido leve en el 35% de los casos, moderada en el 25% e intensa en el
19%. Asimismo hemos tenido en cuenta la presencia o ausencia de esteatosis
multivesicular que fue observada en el 69% de los casos, en todos coincidiendo con la

forma macrovesicular.

Otro parametro valorado ha sido la balonizacidn, caracterizada por la presencia de
hepatocitos con citoplasma claro de aspecto reticulado, forma redondeada e incremento de
tamafio, que estuvo presente en el 22% de los casos; en ocasiones se podian observar
inclusiones hialinas eosinofilas con HE, correspondientes a MDB (Figura-9C) que se tifien
de color verde con tricromico (figura-9D); se evidencian mas claramente, en el 21% de

casos, tras estudio inmunohistoquimico con Acs frente a proteina p62 (figura-9E y F).

Los hepatocitos balonizados se distribuyen predominantemente en area perivenular,
pueden estar acompafiados de focos inflamatorios y con frecuencia de fibrosis pericelular,

datos que son caracteristicos de EHNA.

La inflamacion lobulillar de tipo cronico o mixto se ha observado en numerosos casos

(74%), generalmente con una intensidad leve (61%) (Figura-10A); en ocasiones podia ser

dificil de diferenciar del infiltrado inflamatorio agudo, el cual suele estar presente en las

biopsias tomadas en el transcurso de la cirugia, fendémeno conocido como “hepatitis
2

quirargica”; ésta es perfectamente diferenciable tras la visualizacion de secciones tefiidas

con Acs frente a mieloperoxidasa (Figura-10B).
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Un hallazgo frecuente ha sido la existencia de inflamacion crénica en espacios porta,
presente en el 78% de las biopsias; en la mayoria de los casos la intensidad era leve o
mostraba un caracter focal (Figura-10C) y se acompafia de grado variable de fibrosis,

generalmente leve.

Al considerar los Estadios de fibrosis, el 23% de las biopsias carecian de ella (estadio 0), el
48% estaban en estadio 1, con presencia de fibrosis perivenular en el 9 % (estadio 1A y
1B) o portal en el 39 % de casos (estadio 1C). El estadio 2 se aprecio en el 23% de biopsias
y el estadio 3 solo en 10 casos (6%) (Figura-11A-C).

Si analizamos nuestras muestras teniendo en cuenta el hospital de procedencia, observamos
que existen diferencias en cuanto a la distribucion de las Categorias Diagnosticas: en
Granada existen menos pacientes sin esteatosis (Categoria 0: 8% vs 13 %) y con EHNA-
BORD (14% vs 19%), y mas con EHNA (12% vs 4%); la Categoria 1 (hepatoesteatosis)
fue similar en ambos hospitales (15%). Las mayores diferencias las observamos entre las

Categorias extremas (0 y 3) (Tabla-8A).

Respecto al resto de parametros histologicos evaluados, la balonizacion estuvo presente en
un 15% de las biopsias de Granada siendo lo mas frecuente que fuera de intensidad leve
(10%) y solamente estuvo presente en un 7% de las biopsias de Cordoba. En el 20% de las
biopsias de Granada se observd la presencia de MBD y en el 4% de las biopsias de
Cordoba (aunque en las muestras de esta procedencia solo se determind el Acs frente a la
proteina p62 en el 41% de casos). En los pacientes de Granada existe mayor niimero de
biopsias con esteatosis multivesicular y con inflamacion portal que en los pacientes de

Cérdoba (Tabla-9).
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Figura 9.-Hepatocitos con esteatosis macrovesicular (A y B) y multivesicular (B). Hepatocitos
balonizados con inclusiones hialinas eosinéfilas (C) o verdes (D) correspondientes a hialina de
Mallory , las cuales reaccionan frente a Acs anti-p62 (E y F)

(A, By C: HE, aumento original, x4, x20 y x40, respectivamente. D: tricromico de Gomori,

aumento original x40. E y inmunoperoxidasa, aumento original x10 y x40, respectivamente).
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Figura-10.- Infiltrado inflamatorio croénico lobulillar
focal (A) e infiltrado portal (B). Presencia de grupos de
polimorfonucleares neutréfilos (“hepatitis quirtrgica”)
teitidos con Acs frente a mieloperoxidasa (C).

(A y B: HE, aumento original x20 y x10 respectivamente.

C: Inmunoperoxidasa, aumento original x20).

Figura-11.- Fibrosis pericelular en area perivenular
(A), portal y periportal (B) y de tipo septal o en
puentes en diferentes biopsias (C) .

(Tricrémico de Gomori, aumento original: x10, x20

y x4, respectivamente).
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Al considerar los Estadios de fibrosis, no ha habido diferencias significativas en los
resultados de ambas, aunque en Granada habia menor nimero de biopsias que carecian de
fibrosis (estadio 0: 10% vs 13%) y mayor nimero de casos en estadio 2+3 que en las de
Cordoba (18% vs 11%) (Tabla-8B) lo que estd en concordancia con las Categorias

Diagnésticas indicadas previamente.

El grado de esteatosis aumenta cuando es mayor la Categoria Diagnostica y el Estadio de

fibrosis (p<0.001, respectivamente, Chi?).

Existe reducido n°® de casos con EHNA en los que la esteatosis multivesicular estd ausente;
aunque existe asociacion significativa entre su presencia o ausencia y las distintas lesiones

histoldgicas evaluadas, Categorias Diagnosticas y Estadios de fibrosis (Tabla-10).

Respecto a la inflamacion portal se aprecia asociacion significativa con las lesiones
histoldgicas hepaticas evaluadas, las Categorias Diagnosticas, y los Estadios de fibrosis,

Asi por ejemplo su ausencia se observa en pocas biopsias con balonizacion o inflamacioén

lobulillar (Tabla-10).

De las 35 biopsias con balonizacion, la mayoria presentaron un grado de esteatosis
moderado o intenso (15 casos respectivamente) (p<0.001, Chi?). El mayor nimero de
biopsias con balonizacion (25 casos) se encuentra en biopsias con EHNA y con Estadios de

fibrosis 2+3 (30 casos) (p<0.001, respectivamente en ambas, Chi?).

En 33 casos no existid esteatosis, la mayoria de estas biopsias (30) tampoco presentaron

inflamacion lobulillar (p<0.001, Chi?).
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HOSPITALES DE PROCEDENCIA

Categorias Granada Cordoba Valor p
Diagnésticas N (%) N(%) (&)
No-EHGNA 33 (21%) 13 (8%) 20 (13%)
HENA 48 (30%) 24 (15%) 24 (15%)
EHNA-BORD 53 (33%) 22 (14%) 31 (19%)
2A 9 (6%) 3 (2%) 6 (4%) 0.037
2B 23 (14%) 9 (6%) 14 8%) .
2c 10 (6%) )
21 (13%) 11 (7%)
EHNA 26 (16%) 19 (12%) 7 (4%)
Total 160 (100%) 78 (49%) 82 (51%)

N: n° de casos; (*°) test Chi?; (*) al subdividir EHNA-BORD el valor de p=0.107.

Tabla-8A.- Distribucion de las Categorias Diagndsticas en las biopsias hepaticas segiin el hospital de
procedencia.

Estadios de Granada Coérdoba
fibrosis N(%) N (%)
Estadio 0 36 (23%) 15 (10%) 21 (13%)
Estadio 1 78 (48%) 34 (21%) 44 (27%)
0.135(*)
1A +1B 15 (9%) 7 (4%) 8 (5%)
1C 63 (39%) 27 (17%) 36 (22%)
Estadio 2 36 (23%) 22 (14%) 14 (9%)
Estadio 3 10 (6%) 7 (4%) 3 (2%)
243 (°) 46 (29%) 29 (18%) 17 (115)
Total 160 (100%) 78 (49%) 82 (51%)

N: n° de casos; () test Chi?; (+) el valor de p cambia (p=0.146) cuando los estadios 1A y 1B se consideran

juntos y los estadios 2 y 3 se suman; (°) Se han considerado juntos debido al escaso n° de casos en estadio 3.

Tabla-8B.- Estadios de fibrosis en las biopsias hepaticas segin el hospital de procedencia.
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HOSPITALES DE PROCEDENCIA

Lesiones Granada Cordoba
histologicas N (%) N(%)

ESTEATOSIS
-Grado

0 (ausente) 33 (21%) 13 (8%) 20 (13%)

1 (leve) 56 (35%) 27 (17%) 29 (18%) 0.443

2 (moderada) 41 (26%) 20 (13%) 21 (13%) '

3 (intensa) 30 (18%) 18 (11%) 12 (7%)
-Multivesicular

ausente 50 (31%) 18 (11%) 32 (20%) 0.030

presente 110 (69%) 60 (38%) 50 31%) :
BALONIZACION

ausente 125 (78%) 54 (34%) 71 (44%) 0.020

presente 35 (22%) 24 (15%) 11 (7%) :
INFLAMACION
-Lobulillar

ausente 42 (27%) 17 (11%) 25 (16%) 0212

presente 118 (73%) 61 (38%) 57 (35%) ’
-Portal

ausente 36 (23%) 11 (7%) 25 (16%) 0.013

presente 124 (77%) 67 (42%) 57 (35%) ’

N: n° de casos; (*°) test Chi?

Tabla-9.- Lesiones histologicas hepaticas segun el hospital de procedencia

de los pacientes.
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ESTEATOSIS MULTIVESICULAR INFLAMACION PORTAL

Ausente Presente Valor Ausente Presente
N (%) N (%) p (* N (%) N (%)
ESTEATOSIS
-Grado
0 (ausente) 33 (21) 0 (0) 17 (11) 16 (10)
1 (leve) 10 (6) 46 (29) 9 (6) 47 (29)
<0.001 <0.001
2 (moder.) 42 37 (23) 7(4) 34 (21)
3 (intensa) 3(2) 27 (17) 3(2) 27 (17)
- Multivesicular
ausente 23 (14) 27(17) <0.001
presente 13 (8) 97 (61)
BALONIZACION
ausente 44(27) 81 (51) 34 (21) 91 (57)
0.042 Dy
presente 6 (4) 29 (18) 2(11) 33 (21)
INFLAMACION
-Lobulillar
22 (14) 20(12)
ausente 32 (20) 10 (6) <0.001
<0.001 14 (9) 104 (65)
presente 18 (11) 100 (63)
-Portal
ausente 23 (14) 13 (8)
<0.001
presente 27(17) 97(61)
CAT. DIAGNOSTICAS
NO-EHGNA 3321) 0(0) o) LY
EHGNA 8 (5) 40 (25) 2 s <0.001
<0.001
EHNA-BORD 503) 48 (30) 7@ o)
EHNA 4(2) 22 (14) 2 230y
ESTAD. DE FIBROSIS
it 27(17) 9.(6) (1) )
Estadio 1A+B 3(2) 12(7) ) ) <0001
=L 0(0) 63 (40) ’
Estadio 1C 16 (10) 47 (29)
Estadio 2+3 4(3) 42 (26) b )

Cat.: categorias; Estad.: estadios; N:. n® de casos; (°°) test Chi2. Los estadios 2 y 3 se han considerado en conjunto debido

al reducido niimero de biopsias en estadio 3.

(Tabla-10.-) Asociacion entre Esteatosis multivesicular e inflamacién portal con lesiones histolégicas

hepaticas, Categorias Diagnésticas y Estadios de fibrosis
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4.4 Correlacion entre parametros topo-morfologicos de la grasa y las lesiones

hepaticas.

El recuento de adipocitos en las distintas Categorias Diagndsticas de EHGNA ha
proporcionado los valores mas altos en biopsias con ausencia de lesiones o escasez de ellas
(Categoria 0) y los mas bajos en las lesiones més intensas (Categoria 3 o EHNA) tanto en
grasa visceral como en subcutanea (Categoria 0: 151.99+44.08 vs 109.36+2.62, Categoria
3: 105.58+3.66 vs 89.22+3.28, p<0.001, ANOVALI) (Grafica-19A).

180,00 - p<0.001 ANOVAI
160,00 -
140,00 -
120,00 - n :
‘E 100,00 - - _ _ mGBuis
£ 80,00 -
?5 60,00 - GBsub
£ 40,00 -
< 20,00 -
; 0,00 - . . . .
0 1 2 3
Categorias Diagnésticas A
* (]
200,00 1#] * 5 gggg ¥
£ w d Q
£ 150,00 T Ei000, = & ¥ o
£ 100,00 £ 7500
z = GBvi g 50,00 GBsub
£ 5000 I WE 9500 ™
& 0,00 < 0,00
z 0 1 2 3 £ 0 1 2 3
B C
Categorias Diagnosticas Categorias Diagnosticas

[GBvis: * entre Categorias 0y 1, p<0.001; tentre 0y 2,p<0.001; [GBsub: ¢ entre Categorias 0y 1, p<0.001; ¥ entre 0y 2,
Y entre 0 y 3, p<0.001; a entre 1 y 2, p<0.05; ¥ entre 1 y 3, p<0.05,  p<0.001; Q entre 0 y 3, p<0.001, Bonferroni]

Bonferroni]

Grafica-19.- Cuantificacion de adipocitos en grasa visceral y subcutinea en las Categorias Diagnoésticas

lesionales hepaticas (A) y al aplicar comparacion entre Categorias (B: GBvis y C: GBsub).
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Las diferencias se establecen entre la Categoria 0 (No-EHGNA) con las otras 3 (HENA,
EHNA-BORD y EHNA), tanto en GBvis como en GBsub; entre la Categoria 1 con las
Categorias 2 y 3 y entre la Categoria 2 y la Categoria 3 solamente en GBvis (Bonferroni)

(Grafica-19By C).

El diametro adipocitario es menor cuando no hay lesiones (Categoria 0) y es mayor cuando
las lesiones son mas intensas (Categoria 3), con diferencias estadisticamente significativas
s6lo en GBvis (86.80+£3.06 vs 107.85+£3.39, p<0.001, ANOVALl), debiéndose estas

diferencias a la comparacion entre la Categoria O con las otras 3 (Bonferroni) (Grafica-20).

140,00 - p<0.001, ANOVALI

120,00 - . g

= -+ |
+

100,00 -

80,00 - OGBvis

60,00 - BGBsub

Diametro (um)

40,00 -
20,00 -

0,00
0 1 2 3

Categorias Diagndsticas

[GBvis: + entre Categorias 0 y 1, p<0.05; # entre 0 y 2, p<0.001; q entre 0 y 3, p<0.001,

Bonferroni].

Grafica-20.- Comparacion del diametro adipocitario en GBvis y GBsub

segiin Categorias Diagnésticas lesionales hepaticas.

Al comparar el n° adipocitos y su didmetro con las subcategorias de la Categoria 2, existen
diferencias en el n° de adipocitos, tanto en GBvis como en GBsub, entre la Categoria 0 con
las Categorias 2A, 2B y 2C (GBvis: p<0.001 en los 3; GBsub: p=0.002, p<0.001 y

p<0.001, respectivamente, Bonferroni). Algo similar ocurre con el didmetro adipocitario
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pero so6lo en GBvis (entre Categorias 0 y 2A p=0.008, entre 0 y 2B p<0.001 y entre 0 y 2C
p=0.001, Bonferroni).

Cuando aplicamos el indice de actividad de Kleiner el comportamiento es similar. Se
obtienen los valores mas altos de adipocitos, tanto en GBvis como en GBsub, en las
biopsias con un indice de actividad bajo (NASO0-2) (135.56+2.82 y 100.39+1.92) y los
valores mas bajos con indices de actividad altos (NASS5-8) (105.58+3.66 y 89.22+3.28),
(p<0.001, ANOVALI en ambos). Estas diferencias se establecen entre NAS0-2 con NAS3-4
y NAS5-8 (GBvis: p<0.001 en ambos; GBsub: p=0.001 y p=0.007, respectivamente,

Bonferroni).

Lo contrario ocurre con el didmetro adipocitario en GBvis; los valores menores se obtienen
en las biopsias hepdaticas con un indice de actividad bajo (NAS 0-2) (94.53+1.74) y los
valores mas altos con indices de actividad altos (NAS5-8) (107.85+£3.39) (p<0.001,
ANOVALI). Estas diferencias se establecen entre NAS0-2 con NAS3-4 y NAS5-8 (p=0.001

en ambos, Bonferroni).

Si comparamos del ntiimero de adipocitos en ambas localizaciones con las diferentes
lesiones histoldgicas hepaticas evaluadas, se obtienen mayores promedios de adipocitos
cuando casi todas las lesiones estan ausentes (esteatosis, esteatosis multivesicular,
balonizacion e inflamacion lobulillar), tanto en GBvis como en GBsub. En el caso del
grado de esteatosis, las diferencias se encuentran entre el grado 0 y los otros 3, tanto en
GBvis como en GBsub y ademds en GBvis entre los grados 1 y 2 y entre 1 y 3

(Bonferroni) (Tabla-11).

Por el contrario si el parametro considerado es el diametro adipocitario, los valores
obtenidos son menores, pero solo son significativos en GBvis. En el caso del grado de
esteatosis las diferencias se establecen entre el grado 0 y los otros 3, asi como entre los

grados 1 y 3 (Bonferroni) (Tabla-12).

El n°® de adipocitos disminuye conforme aumenta la intensidad de la fibrosis (p<0.001 para

GBvis y p=0.010 para GBsub, ANOVA1), de manera que estas diferencias se establecen
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principalmente entre el estadio 0 y el resto de Estadios de fibrosis (1A+B, 1C, 2+3), entre
los estadios 1A+B y 1C y entre 1A+B y 2+3 en GBvis. En GBsub sdlo hay diferencias
entre el estadio 0 y el estadio 2+3 (Bonferroni) (Tabla-13).

El diametro adipocitario solamente en GBvis es significativamente menor cuando no existe
fibrosis en las biopsias hepaticas (p<0.001, ANOVAI), con diferencias entre el estadio 0 y

los restantes (Bonferroni) (Tabla 14).
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N° DE ADIPOCITOS
Lesiones Valor Bonf. GBsub Valor Bonf.
histologicas p (°°) p (°°)

ESTEATOSIS
-Grado

0 (ausente) 151.99+4.08 ©) * 49 109.36+2.62 ) 67,0

1 (1 1223142, * 93.7242.12

ZEIE‘(;Z)er.) loTasage <0001 *0? ¥ ey <0om ?ﬁ

3 (intensa) 107.8413.63 88.64+3.00

9 ¥ Q

-Multivesicular

ausente 138.731+4.02 101.83+2.59

presente 115494200 0001 0274143 002
BALONIZACION

ausente 127.10+2.34 96.96+1.53

presente 107.2343.00 0001 88700215 010
INFLAMACION
-Lobulillar

ausente 142.62+4.08 103.71+2.51

presente 115.68+1.99 ~0-001 92.16+1.45 0001
-Portal

ausente 125.98+4.49 0397 94.8842.75 50

presente 121.8242.30 : 95.34+1.51 ’

Vis: visceral ; Sub: subcuténea; (*°) test ¢ de Student ; (°) test ANOVAL. Bonf.: prueba de Bonferroni. Los valores

expresados corresponden a mediaterror estandar.

[GBuvis: * entre grados de esteatosis 0y 1, p<0.001; + entre grados 0 y 2, p<0.001; 9 entre grados 0 y 3, p<0.001; o entre

grados 1 y 2, p<0.05; ¥ entre grados 1 y 3, p<0.05]

[GBsub: ¢ entre grados 0y 1, p<0.001; ¥ entre grados 0y 2, p<0.001; Q entre grados 0 y 3, p<0.001]

Tabla-11.- Cuantificaciéon de adipocitos en GBvis y GBsub en las diferentes lesiones

histologicas hepaticas.
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DIAMETRO DE ADIPOCITOS

Lesiones Valor Bonf. GBsub Valor Bonf.
histologicas p (°°) p (°°)
ESTEATOSIS
-Grado
0 (ausente) 86.8043.06 ©) * 194 107.6242.14 ©
1 (leve) 99.32+1.63 * ¥ 113.6642.21
2 (moder.) 102694219 0001, 115.0322.78 0.114
3 (intensa) 110.73£2.11 0¥ 118.00+2.49
-Multivesicular
ausente 93.0743.24 110.04+2.05
presente 102.17+1.25 0.013 115.01£1.55 0105
BALONIZACION
ausente 98.41+1.44 113.14+1.34
presente 105.64%2.94 0.033 116.7443.67 0270
INFLAMACION
-Lobulillar
ausente 91.9742.58 110.47+1.99
presente 102.90¢1.36 0001 115.16+1.60 0.105
-Portal
ausente 101.2343.20 0.568 111.1942.23 0311
presente 99.34+1 .45 114514151

Vis: visceral; Sub: subcutanea; (°°) test 7 de Student ; (°) test ANOVAL. Bonf.: prueba de Bonferroni. Los valores
expresados corresponden a media * error estandar.

[GBvis: * entre grados de esteatosis 0y 1, p<0.001; # entre grados 0 y 2, p<0.001; 9 entre grados 0 y 3, p<0.001); ¥ entre
grados 1 y 3, p<0.05]

Tabla-12.- Comparacion del didmetro adipocitario en GBvis y GBsub en las diferentes

lesiones histolégicas hepaticas.
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N° DE ADIPOCITOS DIAMETRO DE ADIPOCITOS

Est. de
fibrosis

Est. 0 139.20+465 *4q 100.8942.51 Q  89.95£2.95 *uq 109438222
Est IA+B 10526433 0001 w9 ggorxsgr 0010 108.49¢3.8 0001 111.7543.88 0319
Est. 1C 125.8543.03 #a 96974217 98.90+1.86 " 115.8142.17
Est. 243(°)  111.29+2.97 1.0 90.28+2.10 Q 104.0142.2 1 114.85+2.46

Vis: visceral; Sub: subcutdnea; Est.: Estadio; (°°) test ANOVAL; Bo.: prueba de Bonferroni. Los valores expresados corresponden a
mediazerror estandar; (°) Se han considerado juntos debido al escaso n°® de casos en estadio 3.

[N° adipocitos GBvis:* entre Estadios de fibrosis 0y 1A+B, p<0.001; # entre 0 y 1C, p<0.05; § entre 0y 2+3, p<0.001; o entre l1A+B
y 1C, p<0.05; O entre 1A+B y 2+3, p<0.05]

[N° adipocitos GBsub:  entre 0 y 2+3, p<0.05]

[Diametro adipocitos GBvis: * entre Estadios de fibrosis 0 y 1A+B, p<0.001; # entre 0 y 1C, p<0.05; § entre 0 y 2+3, p<0.001]

Tabla-13.- Comparaciéon del n° de adipocitos y su diametro en GBvis y GBsub en los diferentes

Estadios de fibrosis de las biopsias hepaticas.

Al considerar el n°® de macrofagos totales en las diferentes Categorias Diagndsticas, no ha
habido diferencias estadisticamente significativas en GBvis, pero si en GBsub (p=0,012,
ANOVAL). Estas diferencias se establecen entre las Categorias 0 y la 3 (p=0.007,
Bonferroni) (Grafica-21A). Algo similar sucede con las coronas macrofagicas en GBsub
(p=0.041, Kruskal-Wallis), es decir, conforme aumentan las Categorias Diagndsticas
lesionales, el nimero de coronas macrofagicas aumenta. Las diferencias se establecen entre
las Categorias 0 y 2 (p=0.025) y entre 0 y 3 (p=0.006) (U de Mann-Whitney) (Grafica
21B).

No hay diferencias en el n° de macréfagos totales ni en el n° de coronas macrofagicas en

las subcategorias de EHNA-BORD.
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BGByvis

OGBsub

[GBsub: q entre Categorias 0 y 3, p=0.007, Bonferroni]

Grifica-21A.-Cuantificacién de macréfagos totales en GBvis y GBsub en las Categorias

Diagnosticas lesionales hepaticas

BGBvis
DOGBsub

[GBsub: # entre Categorias 0 y 2, p=0.025;9 entre 0 y 3, p=0.006, U de Mann-Whitney]

Grifica-21B.-Cuantificacion de coronas macrofagicas en GBvis y GBsub en las Categorias
Diagnosticas lesionales hepaticas.
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Si comparamos el n° de macrofagos totales en la GB con las diferentes lesiones
histoldgicas hepéticas evaluadas, se aprecia incremento en GBsub con el aumento de
esteatosis y con la presencia de todas las lesiones hepaticas, excepto con la inflamacion
portal y en GBvis sdlo con la balonizacion. Las diferencias en el caso de la esteatosis se

establecieron entre los grados 0 y 2 (p=0.020, Bonferroni) (Tabla-14).

En relacion a las coronas macrofagicas, hay asociacion significativa con la esteatosis y la
balonizaciéon en GBvis (p=0.038 y p=0.036, respectivamente, Kruskal-Wallis y U de
Mann-Whitney). Las diferencias en el caso de la esteatosis se establecen entre los grados 1
y 3 (p=0.006, U de Mann-Whitney). En GBsub ocurre con el aumento de todas las
lesiones, excepto con la inflamacion portal y con valores proximos a la significacion en el

caso de la esteatosis (Tabla-14).

Existe asociacion significativa entre el n° de macrofagos y el de coronas macrofagicas,
pero solo en GBsub, con los Estadios de fibrosis de Kleiner (p=0.027 y p=0.002,
respectivamente, ANOVA1 y Kruskal-Wallis), cuyas diferencias se establecen entre los
estadios 0 y 2+3 (p=0.044, Bonferroni) en el primer caso, mientras que en el segundo
suceden entre los estadios 0 y 2+3 y entre 1C y 2+3 (p=0.001 y p=0.002, respectivamente,
U de Mann-Whitney) (Tabla-15).

No se han obtenido diferencias en las concentraciones de ARNm de CD68 y de CDl11c

respecto a las Categorias Diagndsticas ni a los Estadios de fibrosis.

Se ha observado relacion directa entre el grado de esteatosis y la concentracion de ARNm
de CDI11c en GBvis (p=0.049, ANOVAL), estableciéndose las diferencias entre los grados
0y 3 yentre 2 y3 (p=0.045 y p=0.011, respectivamente, Bonferroni). En GBsub la
presencia de inflamacion lobulillar se relaciona con mayor concentracion de ARNm de

CDl1l1c (2.3310.40 vs 7.2612.29, p=0.041, ¢ de Student).

Al considerar los valores de las adipo-citoquinas determinadas, no se han obtenido

diferencias significativas en las diversas Categorias Diagndsticas.
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N° DE MACROFAGOS TOTALES N° DE CORONAS MACROFAGICAS
Lesiones
histologicas
ESTEATOSIS
-Grado o o
© © () 0
0 (ausente) ~ 71.12+7.77 43.04%5.90 0.40£0.23 0.4740.18
1 (leve) 80.89+5.37 56.9743.80 0.3010.12 1.5240.35
2 (moder.)  81.86+5.07 0341 60.03+4.64 0&335 0.6410.23 0‘?§)8 2014054 052
3 (intensa)  93.69+11.96 62.9617.96 1.05+0.26 2.5940.66
-Multivesicular
ausente 72.08%6.33 46.84%5.27 0.51+0.22 1.03+0.59
presente 85.3614.47 D57 62.331+3.15 L2 0.58+0.11 =S 1.90+0.27 G
BALONIZACION
ausente 77.61%4.05 54.74+2.98 0.42+0.11 1.3940.26
presente 94414819 UM 0214503 0012 (g1h903 0036 o0y 0.021
INFLAMACION
-Lobulillar
ausente 76.53%5.39 44.11+5.28 0.40£0.20 0.4610.16
e —— 84004451 0 egir310 0007 (44012 02 5031030 0007
-Portal
ausente 75058800 ) 40 477385.88 e 0541027 (oo 1415080 a0
presente 83.8144.22 61.0843.07 0.5740.11 1.76+0.25

Vis: visceral; Sub: subcutanea; (°°) test 7 de Student ; (°) test ANOVAL; (*) test U de Mann-Whitney; (1) test Kruskal-Wallis.
Los valores expresados corresponden a media * error estandar.

[N°® macréfagos GBsub:(¢), diferencias entre los grados 0 y 2, p=0.020, Bonferroni]

[N° coronas GBvis: (§), diferencias entre los grados 0 y 3, p=0.006, U de Mann-Whitney]

Tabla-14.- Cuantificacion de macro6fagos totales y de coronas macrofagicas en GBvis y GBsub en las

diferentes lesiones histolégicas hepaticas.
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N° DE MACROFAGOS TOTALES N° DE CORONAS MACROFAGICAS
Estadios
de X?},S; GBsub :?},ﬁ,’)‘ (€323% V;l((;; GBsub \If)a(loo)l
fibrosis
Est. 0 84.08%6.17 49.60%5.30 0.4010.20 0.610.21
Est. IA+B 82.66£12.35 58.65£9.75 0.6010.29 2.42+1.61
0.121 0.027 0.610 0.002
Est. 1C 72.1244.56 543343.82 (§)  0.45%0.14 1.144030 (9
Est. 213 () 93.4548.46 70.5245.53 0.7840.21 2.8440.46

Vis: visceral; Sub: subcutanea; Est.: Estadio; (°°) test ANOVAL. (°) test Kruskal-Wallis. Los valores expresados corresponden a

mediaterror estandar. (°) Se han considerado juntos debido al escaso n° de casos en estadio 3.
[N° macréfagos GBsub: (§) entre estadios 0 y 2+3, p=0.044, Bonferroni]
[N° coronas GBsub: (Q) entre estadios 0 y 2+3, p=0.001; () entre 1C y 2+ 3, p=0.002, U de Mann-Whitney]

Tabla-15.-Cuantificacién de macréfagos totales y coronas macrofagicas en grasa blanca en los

diferentes Estadios de fibrosis de las biopsias hepaticas.

Si comparamos los valores de adipo-citoquinas en la GB en ambas localizaciones con las
diferentes lesiones histologicas hepaticas evaluadas, observamos que en GBsub leptina y
adiponectina disminuyen cuando existe inflamacion lobulillar (29.6912.94 vs 22.29+1.82,
p=0.027; 105.5248.49 vs 79.011+5.23, p=0.006, respectivamente, ¢ de Student). Respecto a
IL6, tienden a aumentar cuando existe inflamacion lobulillar, aunque con valores préximos
a la significacion (8.33%1.68 vs 13.8912.30, p=0.058, ¢ de Student). No se observa relacion

con el resto de lesiones hepaticas.

Respecto a los Estadios de fibrosis de Kleiner, la adiponectina en GBsub disminuye a
medida que se incrementa el Estadio de fibrosis (estadio 0: 112.09£11.04, estadio 1A+B:
72.1248.96, estadio 1C: 80.06+6.48, estadio 2+3: 86.8919.53, p=0.029, ANOVAI),
debiéndose las diferencias a la comparacion entre los estadios 0 y 1C (p=0.049,

Bonferroni).
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4.5 Correlaciones clinico-patolégicas

4.5.1 Con parametros topograficos y morfolégicos de la grasa

No hay relacion entre el n° de adipocitos/mm? y la edad del paciente, ni cuando se

considera agrupada por décadas; lo mismo ocurre cuando se determina su didmetro.

Si se separan los pacientes por sexos, el nimero de adipocitos, tanto en GBvis como en
GBsub, ha sido menor en hombres que en mujeres (GBvis: 112.8242.71 vs 129.554+2.70;
GBsub: 91.08%£2.01 vs 97.99+1.68; p<0,001 y p=0,010, respectivamente, ¢ de Student)
(Grafica-22A); lo contrario sucede cuando se considera el didmetro adipocitario, pero solo
es significativo para la GBvis (103.34+1.87 vs 97.12%1.76, p=0.019, ¢ de Student) (Grafica
22B).

(*) p=0.019, t de Student
(*) p<0.001, t de Student 140,00 -
(**) p=0.010, t de Student £ 120,00 | *)
140,00 (*) z 100,00 -
= 138:88 (**) .g 80,00 @®Hombre
£ 80,00 ®Hombre S 60,00 BMujer
% 60,00 @Mujer 2 40,00 -
2 40,00 &
£ 20,00 2 20,00 -
=) > =
< 000 - 2 0,00
z GBVis GBsub A GBVis GBsub B

Grafica-22.-Cuantificacion (A) y didmetro (B) adipocitario en GBvis y GBsub segiin el sexo de los

pacientes.

El n® de adipocitos ha sido significativamente menor en GBvis cuando los pacientes
presentaban SM, DM-2, HTA y valores alterados de HOMA-IR, TG, GOT, GPT y GGT;
en el caso de la GBsub también han sido menores cuando presentaban SM, HTA y valores
alterados de HOMA-IR, TG y GGT, con valores proximos a la significacion para HDLc
(Tabla-16).
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Por el contrario, el didmetro medio adipocitario ha sido significativamente mayor en GBvis
cuando los pacientes tenian SM, DM-2 y valores alterados de HOMA-IR, TG y GGT.
Igualmente ha sido mayor en GBsub al presentar SM y cuando estaban alterados HOMA-

IR, HDLc, TG y GGT (Tabla-16).

En GBvis, el n° de adipocitos se ha correlacionado de manera inversa y débil con
parametros antropométricos, TG, GOT, GPT y GGT. En GBsub solo ha existido una
correlacion débil e inversa con IMC, PC, HOMA-IR, TG y GGT. En ambas localizaciones

la correlacion ha sido directa con HDLc (Tabla-17).

El didmetro adipocitario se ha correlacionado de manera directa y débil con PC e ICC, asi
como con TG, GPT y GGT en GBvis. En GBsub la correlacion ha sido directa y débil con
HOMA-IR, TG y GGT e inversa y débil con HDLc (Tabla-17).

No existe correlacion entre el numero total de macroéfagos ni el de coronas macrofagicas
tanto en GBvis como en GBsub, con la edad de los pacientes; tampoco se aprecian

diferencias al considerarla separada por décadas.
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N° DE ADIPOCITOS DIAMETRO DE ADIPOCITOS

Parametros Valor
metab- p(®°)
y bioq°s

SM A 133.00+4.03 103.42+2.04 94.92+1.65 110.16+2.28
<0.001 0.014 0.001 0.019

P 113.42+2.85 94.73+2.64 103.87+2.10 117.79£2.17

DM-2 A 125.74£3.30 100.55+1.98 97.61+1.49 112.22+1.85
0.042 0.100 0.032 0.070

P 114.24+3.81 94.17+3.63 104.80+3.41 119.11+£3.26

HTA A 129.11+4.14 102.47+2.21 97.04+1.96 111.96+2.10
0.009 0.030 0.086 0.199

P 115.64+£2.97 94.77+2.68 101.99+2.04 116.21£2.55

HOMA N 129.43+3.78 100.19+£2.07 97.00+2.37 111.27+2.11
-IR 0.003 0.004 0.026 0.021

Alt 114.42+3.11 91.5842.07 104.31+1.81 118.97+2.42

LDLc N 121.54+2.37 94.79+1.45 99.67+1.47 113.82+1.55
(mg/dl) 0.296 0.509 0.936 0.963

Alt 126.24+4.01 96.70+2.82 99.91+2.97 113.95+2.37

HDLc N 128.96+6.09 101.46+3.88 99.974+3.32 107.28+3.16
(mg/dl) 0.215 0.051 0.945 0.040

Alt 121.71£2.15 94.17+1.38 99.69+1.44 114.92+1.38

TG N 128.27+2.72 99.72+1.70 97.53+1.66 110.65+1.56
(mg/dl) <0.001 <0.001 0.017 0.001

Alt 112.52+2.40 87.06£1.56 104.13+1.95 119.54+1.95

GOT N 125.85+2.33 95.53+1.44 98.10+1.58 113.35+£1.39
un 0.008 0.757 0.060 0.709

Alt 112.61£4.00 94.524+3.27 103.65+2.34 114.42+2.93

GPT N 126.89+2.46 96.42+1.62 98.26+1.60 114.10+1.41
wn 0.003 0.186 0.125 0.796

Alt 113.91+£3.39 92.67+2.25 102.53+2.26 113.40+2.61

GGT N 125.11+2.19 96.27+1.38 98.00+1.41 112.39+1.29
un 0.004 0.044 0.003 0.018

Alt 107.99+4.58 88.47+£3.92 108.05+2.80 120.22+3.80

Metab.: metabdlicos; (°°) test ¢ de Student; A: ausente; P: presente; N: valor normal; Alt: valor alterado. Los valores

expresados corresponden a mediaterror estandar.

Tabla-16.- Comparacion del n° de adipocitos de grasa blanca y su didmetro con los parametros

metabdlico-bioquimicos.
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N° DE ADIPOCITOS DIAMETRO DE ADIPOCITOS
GByvis GBsub GByvis GBsub
Parametros

antropométricos F Valor r

y bioquimicos P ©°)
IMC (Kg/m?) -0.241 0.002 -0.281 <0.001 0.197  0.059 0.210  0.052
PC (cm) -0.394 <0.001 -0.246 0.003 0.320 0.004 0.146  0.223
ICC -0.330 <0.001 -0.140 0.105 0.352 0.002 0.051 0.677
HOMA-IR -0.199 0.035 -0.322 0.001 0.155 0.225 0.285  0.028
LDLc (mg/dl) 0.087 0.274 0.031 0.698 0.080 0.447 0.003  0.982
HDLc (mg/dl) 0.220 0.005 0.261 0.001 -0.123 0.239 -0.219 0.043
TG (mg/dl) -0.321 <0.001 -0.356 <0.001 0.370 <0.001 0.350 0.001
GOT (U/N) -0.223 0.005 -0.026 0.752 0.156 0.138 0.068 0.536
GPT (UN) -0.362 <0.001 -0.146 0.068 0.212 0.041 -0.053  0.629
GGT (U/N) -0.367 <0.001 -0.273 0.001 0.370 <0.001 0.222 0.040

(°°) coeficiente de correlacion de Pearson.

Tabla-17.- Correlacion entre el n° de adipocitos de grasa blanca y su diAmetro con los parametros

antropométricos y bioquimicos.

No se han observado diferencias en el n° total de macrofagos entre varones y mujeres,

tanto en grasa visceral como en la subcutanea (GBvis: 79.70%5.75 vs 84.74%+5.19; GBsub

58.5214.44 vs 59.4513.06) (Grafica-23A). En el caso de las coronas macrofagicas, los

varones tienen recuentos macrofagicos totales mayores que las mujeres, pero con
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diferencias significativas solo en GBsub (GBvis: 0.71£0.18 vs 0.46+0.12; GBsub
2.32+0.50 vs 1.2910.22; p=0.253 y p=0.038, respectivamente, ¢ de Student) (Grafica-23B).
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“ 0,00 - - N Z 00| 5
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Grafica-23.- Cuantificaciéon de macrofagos totales (A) y coronas macrofagicas (B) en grasa blanca

segin el sexo.

No hay diferencias en el n° total de macréfagos cuando se comparan los pardmetros
bioquimicos normales con los alterados, excepto para la HDLc en GBsub que cuando esta

alterada, el n° total de macrdéfagos es menor (p=0.049, ¢ de Student) (Tabla-18).

El niimero de coronas macrofagicas ha sido superior en GBvis si HOMA-IR, los TG y
GGT estaban alterados (p=0.022, p=0.019, respectivamente, ¢ de Student y p=0.039, U de
Mann-Whitney); en GBsub sélo sucede cuando los TG estan alterados (p=0.044, ¢ de
Student) (Tabla-18).

Se han observado correlaciones escasas y débiles entre el n® de macrdéfagos o de coronas
macrofagicas por mm? y diversos parametros antropométricos-bioquimicos, como ocurre
con el IMC en GBsub. Ademas el n° de coronas macrofagicas en GBsub también se han

correlacionado con el PC de forma débil (Tabla-19).

Por otra parte, el nimero de coronas macrofagicas en GBvis ha presentado una correlacion
débil y directa con TG y GGT y en GBsub con HDLc de manera inversa y débil (Tabla-
19).
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N° DE MACROFAGOS TOTALES N° DE CORONAS MACROFAGICAS

Parametros
metab.- Valor Valor Valor
y bioq’s p p p
(OO) (OO) (OO)
79.93+6.14 57.59+5.01 0.41+0.14 0.93+0.31
0.232 0.246 0.286 0.082
P 91.41+6.99 65.67+4.70 0.67+£0.19 1.92+0.44
DM-2 A 83.14+5.63 58.82+3.90 0.42+0.12 1.24+0.30
0.328 0.155 0.151 0.212
P 93.28+8.84 69.49+6.85 0.87+£0.27 *) 2.03+0.64 *)
HTA A 79.10+5.13 56.75+4 .91 0.47+£0.15 1.39+0.39
0.143 0.124 0.464 0.760
P 93.06+7.80 67.34+4.73 0.64+0.19 1.57+0.42
HOMA N 86.45+4.59 61.35+3.80 0.39+0.12 1.55+0.37
-IR 0.820 0.783 0.022 0.242
Alt 84.41+8.56 59.52+5.77 0.93+0.22 2.23+0.45
LDLc N 81.56+4.17 59.69+3.23 0.54+0.11 1.69+0.29
(mg/dl) 0.576 0.625 0.894 0.290
Alt 87.18+9.93 56.09+5.42 0.54+0.23 * 1.88+0.44 *)
HDLc N 102.58+22.69 37.37+5.80 0.00+0.00 0.80+0.55
(mg/dl) 0.232 0.049 0.136 0.379
Alt 81.56+3.83 60.46+2.89 0.60+0.11 * 1.76£0.26 *)
TG N 78.19+.46 55.70+3.39 0.36+0.11 1.27+0.25
(mg/dl) 0.189 0.173 0.019 0.044
Alt 88.30+6.50 63.37+4.60 0.84+0.18 2.26+0.45
GOT N 82.28+4.13 58.92+3.25 0.60+0.13 1.72+0.28
un 0.971 0.919 0.610 0.979
Alt 81.98+8.26 58.30+5.58 0.49+0.16 1.78+0.55
GPT N 78.74+3.62 56.04+3.22 0.48+0.13 1.47+0.28
un 0.260 0.222 0.333 0.268
Alt 87.40+7.24 62.93+4.81 0.68+0.17 2.02+0.43
GGT N 81.18+3.87 58.95+£2.72 0.45+0.95 1.80+0.28
un 0.393 0.916 0.035 0.521
Alt  90.12+12.61 59.78+10.78 1.21+0.37 * 1.18+0.46 *)

Metab.: metabolicos; (°°) test ¢ de Student; (*) test U de Mann-Whitney; A: ausente; P: presente; N: valor

normal; Alt: valor alterado. Los valores expresados corresponden a mediaterror estandar.

Tabla-18.- Comparacion del n° de macroéfagos totales y de coronas macrofagicas en grasa blanca

con los parametros metabdlico-bioquimicos.
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N° DE MACROFAGOS TOTALES N° DE CORONAS MACROFAGICAS

GByis GBsub GByis GBsub

Parametros
antropométricos \£1003 r

y bioquimicos P °°)
IMC (Kg/m?) 0.054 0.593  0.260 0.009 0.104 0300  0.220  0.027
PC (cm) -0.080 0.476  0.175 0.118 0.205 0.063  0.233  0.035
ICC -0.180 0.112  -0.103 0.368 -0.026 0.822  0.110  0.333
HOMA-IR -0.032 0.774  -0.133 0.231 0.091 0411  0.069  0.535
LDLc (mg/dl) 0.034 0.734  -0.083 0.416 -0.050 0.620  0.072  0.479
HDLc (mg/dl) -0.064 0.524  -0.192 0.056 -0.178 0.074  -0.236 0.018
TG (mg/dl) 0.183 0.066  0.116 0.250 0.312 0.001 0.071  0.478
GOT (U/N) 0.073 0.475  0.096 0.347 0.030 0.767  -0.020 0.841
GPT (U/) 0.049 0.626  0.044 0.663 0.034 0.734 0.112  0.264
GGT (UN) -0.039 0.696  -0.057 0.574 0.226 0.022 0.014 0.891

(°°) coeficiente de correlacion de Pearson.

Tabla-19.- Correlacion entre el n° de macrofagos totales y el de coronas macrofagicas en grasa

blanca con los parametros antropométricos y bioquimicos.

La concentracion de ARNm de CD68 y CD11c en GBvis y GBsub no se correlaciona con
la edad de los pacientes, ni al considerarla separada por décadas. En el caso del sexo, los
valores de CD68 en GBsub son mas altos en hombres (13.11£2.16 vs 11.42+3.63, p=0.037,
U de Mann-Whitney) (Grafica-24A); los valores de ARNm de CDI11c son mas altos en
hombres tanto en GBvis como en GBsub (GBvis: 2.57+0.46 vs 1.50+0.26, p=0.05, U de
Mann-Whitney; GBsub: 8.55+3.06 vs 2.79+0.63, p=0.020, ¢ de Student) (Grafica-24B).
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Grafica-24.-Concentracion de ARNm de CD68 (A) y CD11c¢ (B) en GBvis y GBsub segiin el sexo.

La concentracion de ARNm de CD68 en GBsub era mayor cuando los pacientes
presentaban valores alterados de HOMA-IR, TG y GPT (p=0.017, p=0.021 y p=0.046,
respectivamente, U de Mann-Whitney) (Tabla-20).

La concentracion de ARNm de CD11c¢ ha sido superior en GBvis con valores proximos a
la significacion, cuando los TG estaban alterados (p=0.083, U de Mann-Whitney) y en
GBsub cuando HDLc, TG, GPT y GOT estaban alterados, este ultimo con valores

préximos a la significacion (p=0.013, p=0.001, p=0.003 y p=0.062, respectivamente, U de
Mann-Whitney) (Tabla-20).

Existe correlacion débil y directa entre la concentracion de ARNm CD68 en GBvis con

HDLc (1=0.292, r=0.025, coeficiente de correlacion de Pearson).

En el caso de la concentracion de ARNm de CDl11c, en GBvis, ha existido correlacion
directa y débil con el PC (r=0.297, p=0.047, coeficiente de correlacion de Pearson) y en
GBsub con el IMC, con el PC de forma moderada y con GPT (r=0.396, p=0.003; r=0.429,

p=0.002; =0.360, p=0.008, respectivamente, coeficiente de correlacion de Pearson).

No existe relaciéon entre edad (tanto promedio como separada por décadas) y las

determinaciones de las adipo-citoquinas estudiadas.

En cuanto al sexo, unicamente se han encontrado diferencias significativas en los valores

de ARNm de leptina en GBvis, que son superiores en el hombre (15.04+1.33 vs
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11.18£1.359; p=0.050, ¢ de Student) y en los de adiponectina en GBsub, que son superiores

en la mujer (97.91£6.87 vs 78.58+6.19; p=0.046, ¢ de Student) (Grafica-25A y B).
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Gréfica-25.-Concentracion de ARNm de algunas adipoquinas (A: leptina, B: adiponectina) en grasa

blanca segiin el sexo del paciente.

La concentracion de ARNm de leptina en grasa visceral aumenta si esta alterado el indice

HOMA-IR (p=0.026, ¢ de Student); sin embargo en grasa subcutanea disminuye si GPT

esta por encima de su valor normal (p=0.040, ¢ de Student) (Tabla-20).

La concentracion de ARNm de adiponectina en GBvis tiende a disminuir en los pacientes

que presentan SM y DM-2, con valores proximos a la significacién (p=0.069 y p=0.098,

respectivamente, ¢ de Student); lo mismo ocurre si GGT esta alterada, aunque también con

valores proximos a la significacion (p=0.067, ¢ de Student) (Tabla-20).
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CD68 CDl1l1c

Parametros GByvis Valor GBsub Valor GByvis Valor GBsub Valor
metab.-bioq°s p(*) pC) p(*) p(°°)

HOMA- N 5.44+0.55 7.27+£0.87 1.38+0.30 2.82+0.62
IR 0.297 0.017 0.198 0.221

A 8.14£1.74 16.01+3.64 2.64+0.71 9.86+4.55

HDLc N 23.28+16.56 19.34+11.69 1.62+0.61 1.3440.26
(mg/dl) 0.448 0.939 0.475 0.013

A 5.62+0.49 10.84+1.36 2.04+0.29 6.23+£1.74

TG N 9.07+£3.76 10.85+2.80 1.68+0.25 3.05+£0.58
(mg/dl) 0.330 0.021 0.083 0.001

A 6.72+1.08 15.30+£3.09 2.80+0.65 12.63+5.38

GOT N 9.17+£3.37 12.524+2.70 1.94+0.28 5.27+1.77
wn 0.845 0414 0.898 0.062

A 5.50+£0.91 10.97+2.03 2.07+£0.64 5.94+1.69

GPT N 8.82+3.60 10.86+2.67 1.81£0.26 2.84+0.43
un 0.222 0.046 0.650 0.003

A 7.06+1.19 15.81£3.49 2.40+£0.66 12.5245.07

GGT N 8.74+3.03 12.95+2.51 1.78+0.25 5.66+1.68
wn 0.768 0.374 0.142 0.674

A 5.94+1.21 7.87+1.42 3.12+0.95 3.71+1.31

LEPTINA ADIPONECTINA

HOMA- N 11.72+1.48 27.39+£2.80 84.42+11.11 100.53+7.98

IR 0.026 0.584 0.268 0.356
A 17.23+£1.92 24.84+3.77 69.22+6.36 87.96+11.23

TG N 12.13£1.22 24.65+1.75 74.93+6.85 91.30+£5.12

(mg/dl) 0.294 0.616 0.132 0.574
A 14.32+1.63 26.45+3.67 58.86+5.80 85.38+10.77

GOT N 12.02+1.17 26.05+1.97 68.58+6.48 91.74+5.58

un 0.155 0.287 0.920 0.227
A 15.23+1.83 21.81+£2.90 69.73+6.50 77.8349.22

GPT N 11.80+1.23 27.46+2.04 70.42+6.93 94.20+6.01

un 0.125 0.040 0.813 0.145
A 14.99+1.56 20.20+2.48 67.88+6.06 78.93+7.68

GGT N 12.65+1.12 26.48+1.83 74.20+5.92 92.43+5.60

un 0.668 0.102 0.067 0.197
A 13.70+2.00 19.52+3.45 51.41+6.66 76.24+7.73

Metab.: metabdlicos; (*) test U de Mann-Whitney; (°°) test # de Student; N: valor normal; A: valor alterado.

Los valores expresados corresponden a mediaterror estandar.

Tabla-20.- Comparacion de la concentracion de ARNm de CD68, CDl11c, leptina y adiponectina en

grasa blanca con algunos parametros metabolico-bioquimicos.

131



Tesis Doctoral, Mercedes Caba Molina

La concentracion de ARNm de leptina en GBvis se ha correlacionado de manera débil y
directa con el PC, ICC, HOMA-IR y GPT. En GBsub solo se ha correlacionado con GPT
de forma inversa y débil (Tabla-21).

En el caso de adiponectina, en GBvis se ha correlacionado de forma inversa y débil con los

TG y con GGT. En GBsub con HDLc de forma directa y débil (Tabla-21).

LEPTINA ADIPONECTINA
GBsub GByvis GBsub

Parametros Valor Valor

metabolicos p ¢ p P

y bioquimicos
IMC (Kg/m?) 0.020 0.872 0.092 0.448 -0.235 0.051 -0.142  0.236
PC (cm) 0.270 0.036 -0.065 0.614 -0.133 0.306 -0.246  0.052
1CC 0.389 0.002 -0.062 0.630 0.049 0.710 0.024 0.852
HOMA-IR 0.314 0.043 -0.116 0.451 -0.077 0.629 -0.104  0.503
LDLc (mg/dl) 0.140 0.250 0.077 0.524 -0.186 0.126 -0.023  0.849
HDLc (mg/dl) -0.051 0.679 0.164 0.171 -0.112 0.360 0.219 0.067
TG (mg/dl) 0.079 0.521 0.012 0.923 -0.274 0.023 -0.035 0.771
GOT (UN) 0.150 0.223 -0.164 0.174 -0.023 0.853 -0.153 0.206
GPT (UN) 0.240 0.040 -0.242 0.042 -0.008 0.945 -0.204 0.088
GGT (U/) 0.050 0.684 -0.224 0.060 -0.300 0.012 0.192  0.109

(°°) coeficiente de correlacion de Pearson.

Tabla-21.- Correlacion entre el ARNm de leptina y adiponectina de grasa blanca con los

parametros antropométricos y bioquimicos.
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4.5.2 Con lesiones hepaticas

No ha habido asociacion entre la edad (incluidas décadas) y las Categorias Diagnosticas ni

el indice de actividad.

De los 33 pacientes diagnosticados de no-EHGNA, la mayoria son mujeres (31 casos), lo
que corresponde a un 19% del total, y de los 26 casos diagnosticados de EHNA, la mayoria
son varones (22 casos, 14%); las mujeres tambien muestran mayor porcentaje de casos con
categoria 1 que los varones (p<0.001, Chi?) (Grafica-26). Al considerar las 3 subcategorias
establecidas en categoria 2 (EHNA-BORD) se parecia que hay doble porcentaje de mujeres
que de hombres en la categoria 2A (Grafica-27).
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Grafica-26.-Categorias Diagnosticas histolégicas hepaticas segiin el sexo de los

pacientes.

Existe relacion entre todos los parametros evaluados en las biopsias hepaticas y el sexo,
con excepcion de la inflamacion portal; en general los casos que presentaron menos
lesiones histologicas correspondian a mujeres, como sucede con la esteatosis, la

balonizacion o la inflamacion lobulillar (Graficas-28 y 29).
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Grafica-27.-Categorias Diagnosticas histolégicas hepaticas con subdivision de la categoria 2

segiin el sexo de los pacientes.

De las 50 biopsias que no presentaron esteatosis microvesicular, 37 correspondian a
mujeres (p=0.011, Chi?). En los 24 casos en los que se observd hialina de Mallory, la

mayoria, 17 casos fueron hombres (p<0.001, Chi?) (Grafica-29).

Grifica 28- Grado de esteatosis hepatica segiin el sexo del paciente.
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(*) p=0.011, Chi? (**) p<0.001, Chi?
E.Mi: esteatosis microvesicular. BAL: balonizacion. MDB: cuerpos de Mallory Denk o hialina de Mallory. IL:

inflamacion lobulillar. IP: inflamacién portal.

Grafica-29.- Lesiones histologicas hepaticas segin el sexo de los pacientes.

Los valores medios de PC, ICC y HOMA-IR, asi como los de casi todos los parametros
bioquimicos evaluados, excepto para la LDLc, aumentan confome es mds grave la
Categoria Diagnostica lesional (Tabla-22). Pero cuando consideramos las 3 subcategorias
2A, 2B y 2C, se aprecian valores de de HOMA-IR menores en 2A que en 2B y 2C
(2.17£0.77 vs 5.09+0.57 vs 4.77£0.57, p=0.054, ANOVAI), estableciéndose las
diferencias entre las Categorias 2A y 2B (p=0.054, Bonferroni). Los valores medios de
LDLc son menores en la Categoria 2C que en 2A y 2B (96.90+7.71 vs 148.11+13.41 vs
112.50+6.70, p=0.002, ANOVA1); estas diferencias se encuentran entre las Categorias 2A
y 2B y entre 2A y 2C (p=0.037 y p=0.002, respectivamente, Bonferroni).

Los valores medios de PC, ICC y casi todos los parametros bioquimicos evaluados excepto
LDLc y GOT, aumentan a medida que lo hace el grado de esteatosis, excepto HDLc, que
disminuye (Tabla-23).

El ICC y los parametros bioquimicos, con excepcion de LDLc, son mayores ante la
presencia de esteatosis multivesicular (Tabla-24). Este fendmeno se aprecia también
cuando el cambio histologico considerado es la inflamacion portal, aunque solo sucede con

ICC, LDLc, HDLc, TG y GPT (Tabla 24).
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CATEGORIAS DIAGNOSTICAS

Parametros
antropométricos, No-EHGNA HENA EHNA-BORD
metab.-bioquimicos () @ 2)
IMC (Kg/m?) 48.08+0.97 48.68+0.99 51.78+1.20 51.19+1.42 0.060
PC (cm) 131.4142.63 136.2242.70 143.45+1.99 147.50+2.58 <0.001
#§) (€3] #) §.¥
ICC 0.87+0.12 0.92+0.14 0.96+0.13 0.97+0.21 <0.001
*8) ® $)
HOMA-IR 2.72+0.37 3.86+0.58 4.58+0.39 5.59+1.21 0.036
$) $)
LDLc (mg/dl) 116.55+6.50 117.08%5.19 112.3745.32 100.81+5.81 0.277
HDLc (mg/dl) 42.30%1.64 39.35+1.37 36.11£1.17 33.38+1.57 0.001
(#3) (€3] (#) (8%
TG (mg/dl) 97.3616.74 140.42+8.86 166.07+9.56 177.31£16.07 <0.001
(G ) ) @) )
GOT (U7 23.5242.93 28.85+2.79 27.41£1.85 41.19£2.70 <0.001
) ® ©) J£0)
GPT (U/1) 24.85+2.75 32.04+2.54 39.05+2.68 55.38+4.52 <0.001
EA) (€3] #,0) J.x0)
GGT (U/l) 20.39+2.34 29.5042.46 42.1543.72 60.42+8.35 <0.001
(Al ® #0) Jx0)

(*°) test ANOVAL; [+ diferencias entre Categorias 0 y 1 p<0.05; # entre 0 y 2 p<0.001; # entre 0 y 2 p<0.05; § entre 0 y 3 p<0.001;
§ entre 0 y 3p<0.05; ¥ entre 1 y 3 p<0.05; O entre 2 y 3, p<0.05, prueba de Bonferroni]. Los valores expresados corresponden a mediaterror
estandar.

Tabla- 22.- Variacién de parametros antropométricos y datos metabdlico-bioquimicos en las
distintas Categorias Diagndsticas lesionales hepaticas.

ESTEATOSIS

Parametros
antropométricos, AUSENTE MODERADA INTENSA
metab.-bioquimicos

IMC (Kg/m?) 48.08+0.97 49.0£0.91 51.93+1.28 50.74+1.63 0.125
PC (cm) 131.4142.63 137.4142.41 144314224 145.2442.70 0.001
#9 (#) @
ICC 0.87+0.12 0.9240.12 0.94+0.11 0.99+0.24 <0.001
#9 ® ) 1%
HOMA-IR 2.7240.37 3.8740.47 4.7740.56 5.48+1.08 0.036
) $
LDLc (mg/dl) 116.55+6.50 116.30+4.57 108.10%6.19 108.23+6.47 0.572
HDLc (mg/dl) 42.30+1.64 39.23+1.32 35.73%1.16 33.63%1.51 0.001
#$) ® (#) $¥
TG (mg/dl) 97.36+6.74 143.52+18.35 163.95+10.82 179.77+14.80 <0.001
(GEA )] + ® ()
GOT (U/1) 23.5242.93 29.2242.51 30.1142.42 34.70+2.59 0.069
GPT (U/l) 24.85+2.75 33.2142.49 41.2243.29 49.93+4.05 <0.001
#9 ® *#) 1%
GPT (U/l) 20.39+2.34 33.1343.00 44.2245.12 51.77£6.35 <0.001
#D ® (Gid) 1%

(°°) test ANOVAL; [+ diferencias entre grados de esteatosis 0y 1 p<0.05; # entre 0y 2 p<0.001; # entre 0 y 2 p<0.05; § entre 0 y 3 p<0.001; § entre
0y 3p<0.05; ¥ entre 1 y 3p<0.05, prucba de Bonferroni]. Los valores expresados corresponden a mediaterror estandar.

Tabla- 23.- Variacién de parametros antropométricos y datos metabélico-bioquimicos en los
distintos grados de esteatosis de las biopsias hepaticas
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ESTEATOSIS MULTIVESICULAR INFLAMACION PORTAL

Parametros
antropométricos, AUSENTE PRESENTE AUSENTE PRESENTE
metab.-bioquimicos
IMC (Kg/m?) 49.47+0.84 50.23+0.77 0.504 48.85+1.20 50.32+0.68 0.298
PC (cm) 136.83+2.34 140.57£1.59 0.182  135.09+2.45 140.58+1.54 0.079
1cC 0.90+0.12 0.94+0.01 0.019 0.90+0.16 0.94%0.01 0.051
HOMA-IR 3.19+0.39 4.60+0.41 0.049 3.21+0.39 4.46+0.38 0.126
LDLc (mg/dl) 118.08+5.19 110.33£3.45 0212 124.78+6.09 109.25+3.21 0.023
HDLc (mg/dl) 41.82%1.31 36.15+0.85 <0.001  41.69£1.40 36.8210.84 0.005
TG (mg/dl) 109.92+7.48 162.4416.71 <0.001 127.3348.16 151.4616.63 0.024
GOT (U/l) 23.78+2.10 31.85%1.65 0.005 25.0612.64 30.54+1.54 0.086
GPT (U/) 27.08+2.18 41.04+2.09 <0.001  30.03£3.39 38.80+1.88 0.031
GPT (U/) 28.66+3.75 40.55%2.75 0.014 29.47+3.37 38.98+2.73 0.079

(*°) test ¢ de Student. Los valores expresados corresponden a mediaterror estandar.

Tabla 24.- Variacion de parametros antropométricos y datos metabélico-bioquimicos segtin la

presencia o ausencia de esteatosis multivesicular e inflamacion portal en las biopsias hepaticas.

Los pardmetros metabdlicos y bioquimicos alterados que se han evaluado en los pacientes,
se han asociado con las distintas Categorias Diagnosticas, excepto LDLc; un hecho a
destacar es que la mayoria de pacientes con biopsias hepaticas incluidas en la Categoria 0
(No-EGHNA) no presentan SM, DM-2 o HTA y tienen HOMA-IR, TG, transaminasas y

GGT normales; solamente muestran valores bajos de HDLc (Tabla-25).

Cuando tenemos en cuenta las Categorias Diagndsticas con las subdivisiones de la
Categoria 2 (EHNA-BORD) se mantienen las mismas asociaciones excepto para LDLc y
HDLc. El mayor nimero de pacientes dentro de la Categoria 2 con valores metabolicos y

bioquimicos alterados se encuentran en las Categorias 2B y 2C (Tabla-26).
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Algo similar ha sucedido al considerar el indice de actividad de Kleiner con SM y DM-2,
asi como con la mayoria de parametros antropométricos y valores analiticos, con

significaciones parecidas.

La intensidad de la esteatosis y se asocia significativamente con el SM, DM-2 e HTA asi
como con casi todos los parametros analiticos alterados excepto para LDLc y GOT; la

significacion mas alta se obtiene con TG (Tabla-27).

La esteatosis multivesicular se asocia significativamente con el SM y con los valores
alterados de HOMA-IR, HDLc, TG y GPT. En el caso de la inflamacién portal, ésta se

asocia unicamente con el SM, HTA y con los valores alterados de HDLc (tabla-28).

Los valores de HOMA-IR, TG, transaminasas, GGT aumentan y HDLc disminuye
conforme es mas grave la Categoria Diagnostica lesional, con valores mas alterados en los
varones (p=0.036, p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.001 y p=0.001, respectivamente,
ANOVAI).

No ha habido asociacion entre la edad (incluidas décadas) y los Estadios de fibrosis de

Kleiner.

De las 36 biopsias hepaticas que no presentaron fibrosis (Estadio 0), la mayoria son
mujeres (34 casos), lo que corresponde a un 21% del total; lo mismo ha sucedido en
muchas biopsias del Estadio 1C (de 63 casos, 37 son de mujeres -23% del total-). Los
varones presentaron el doble de casos englobados en los estadios 1A+B (10 casos, 6% vs 5
casos, 3%) y de los 46 casos incluidos en los estadios 2+3, la mayoria pertenecen a varones
(27 casos, 17% del total); estas diferencias en los estadios 2+3 se deben al estadio 3, ya que

de las 10 biopsias en este estadio, 9 correspondian a varones (p<0.001, Chi?) (Grafica-30).
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Grafica-30.-Estadios de fibrosis en las biopsias hepaticas segun el sexo de los

pacientes.

Los valores medios de los parametros metabolicos y bioquimicos evaluados, excepto
HOMA-IR, aumentan cuanto mas grave es la fibrosis (Tabla 29). Si consideramos el sexo,
los valores mas elevados de TG, GOT, GPT y GGT, y los valores més bajos de HDLc se
dan en varones en los estadios 2+3 (p=0.002, p=0.016, p<0.001, p<0.001 y p<0.001,
respectivamente, ANOVAL).

Los parametros metabolicos y analiticos que se asocian con los estadios de fibrosis son
SM, DM-2 y valores alterados de LDLc, HDLc, GOT, GPT y GGT. En estadio 0 el mayor

porcentaje de pacientes no presentan alteracion metabdlica y sus datos bioquimicos en la

mayoria no estan alterados (Tabla-30).
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CATEGORIAS DIAGNOSTICAS

NO-EHGNA HENA EHNA-BORD
Parametros metab.- ) (€)) 2)
bioquimicos N (%) N (%) N (%)
Ausente 11 (14) 12 (15.5) 10 (13) 2 (3)
SM 0.001
Presente 2(3) 12 (15.5) 12 (15.5) 17 (21.5)
Ausente 13(17) 19 (24) 16 (20) 6(8)
DM-2 <0.001
Presente 0(0) 5(6) 6 (8) 13(17)
Ausente 11 (14) 11 (14) 11 (14) 5(6)
HTA 0.014
Presente 2(3) 13(17) 11 (14) 14 (18)
Normal 17 (15) 19 (17) 14 (13) 10 (9)
HOMA 0.008
-IR Alterada 54) 11 (10) 26 (23) 10 (9)
Normal 23 (15) 31 (20) 37 (23) 21 (13)
LDLc 0.543
(mg/dl) Alterada 10 (6) 17(11) 15(9) 503)
Normal 10 (7) 503) 503) 3(2)
HDLc 0.035
(mg/dl) Alterada 23 (14) 43 (27) 48 (30) 23 (14)
Normal 31(19) 32 (20) 28 (18) 13 (8)
TG <0.001
(mg/dl) Alterada 2(1) 16 (10) 25 (16) 13 (8)
Normal 29 (19) 40 (25) 44 (28) 11(7)
GOT <0.001
un Alterada 4(2) 7(4) 8(5) 15 (10)
Normal 28 (18) 39 (24) 34 (21) 8 (5)
GPT <0.001
wn Alterada 503) 9 (6) 19 (12) 18 (11)
Normal 32 (20) 45 (28) 46 (29) 15 (9)
GGT <0.001
un Alterada 1(1) 3(2) 74) 11(7)

Metab.: metabdlicos; N: n° de casos; (*°) test Chi?

Tabla-25.- Asociaciéon entre parametros metabélico-bioquimicos y Categorias Diagnésticas lesionales

hepaticas.
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CATEGORIAS DIAGNOSTICAS

EHNA-
Parametros metab.- BORD
Bioquimicos 2B)
N (%)
Ausente 11(14) 12 (15) 1(1) 5(6) 4(5) 2(3)
SM 0.003
Presente 2(3) 12 (15) 2(3) 4(5) 6(8) 17 (22)
Ausente 13 (17) 19 (24) 1(1) 8 (10) 709) 6 (8)
DM-2 <0.001
Presente 0(0) 5(6) 2(3) 1(1) 34) 13 (17)
Ausente 11(14) 11(14) 1(1) 6 (8) 4(5) 5(6)
HTA 0.030
Presente 2(3) 13 (16) 2 (3) 3(4) 6 (8) 14 (18)
Normal 17 (15) 19 (17) 3(3) 4(3) 7 (6) 10 (9)
HOMA 0.015
-IR Alterada 54) 11 (10) 2(2) 13 (12) 11 (10) 10 (9)
Normal 23 (15) 31(20) 4(2) 14 (9) 19 (12) 21 (13)
LDLc 0.088
(mg/dl) Alterada 10 (6) 17 (11) 503) 8(5) 2(1) 503)
Normal 10 (6) 5@3) 1(1) 2(1) 2 (1) 3(2)
HDLc 0.123
(mg/dl) Alterada 23 (14.5) 43 (27) 8(5) 21 (13) 19 (12) 23 (14.5)
Normal 31(20) 32 (20) 4(3) 12 (7) 12 (7) 13 (8)
TG 0.002
(mg/dl) Alterada 2(1) 16 (10) 5@3) 11 (7) 9 (6) 13 (8)
Normal 29 (18) 40 (25) 8 (5) 20 (13) 16 (10) 11(7)
GOT <0.001
(un Alterada 4(3) 7(5) 0 (0) 3(2) 503) 15 (10)
Normal 28 (18) 39 (24) 7(4) 15 (19) 12 (8) 8(5)
GPT <0.001
(uny Alterada 5@3) 9 (6) 2(1) 8(5) 9 (6) 18 (11)
Normal 32 (20) 44 (27) 8(5) 20 (12) 18 (11) 15 (9)
GGT <0.001
un Alterada 1(1) 3(2) 1(1) 3(2) 3(2) 11(7)

Metab.: metabdlicos; N: n° de casos; (°°) test Chi?

Tabla-26.- Asociacion entre parametros metabdlico-bioquimicos y Categorias Diagndsticas

lesionales hepaticas, considerando la subdivision de la Categoria 2 (EHNA-BORD).
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ESTEATOSIS
Parametros metab.- AUSENTE MODERADA INTENSA
Bioquimicos N (%) N (%) N (%)
Ausente 11 (14) 13 (17) 709) 4(5)
SM 0.005
Presente 2(2) 14 (18) 13 (17) 14 (18)
Ausente 13 (17) 20 (25) 10 (13) 11(14)
DM-2 0.018
Presente 0(0) 7(09) 10 (13) 709)
Ausente 11 (14) 11 (14) 8 (10) 8 (10)
HTA 0.043
Presente 2(3) 16 (21) 12 (15) 10 (13)
Normal 17 (15) 22 (20) 10 (10) 10 (9)
HOMA 0.015
-IR Alterada 5(4) 15 (13) 21 (19) 11 (10)
Normal 23 (15) 38 (24) 29 (18) 22 (14)
LDLc 0.942
(mg/dl) Alterada 10 (6) 18 (11) 11(7) 8(5)
Normal 10 (6) 6(4) 503) 2(2)
HDLc 0.029
(mg/dl)  Alterada 23 (14) 50 (31) 36 (22 28 (18)
Normal 31(19) 36 (23) 23 (14) 14 (9)
TG <0.001
(mg/dl)  Alterada 2(1) 20 (13) 18 (11) 16 (10)
Normal 29 (18) 45 (29) 31 (20) 19 (12)
GOT 0.103
un Alterada 4(3) 10 (6) 9(5) 11(7)
Normal 28 (17) 43 (27) 25 (16) 13 (8)
GPT 0.001
un Alterada 5) 13 (8) 16 (10) 17 (11)
Normal 32 (10) 50 (31) 34 (21) 22 (14)
GGT 0.041
un Alterada 1(1) 6(4) 7(4) 8(5)

Metab.: metabolicos; N: n° de casos; (*°) test Chi2.

Tabla-27.-Asociacién entre parametros metabélico-bioquimicos y grados de estetatosis.
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ESTEATOSIS MULTIVESICULAR INFLAMACION PORTAL
Parametros metab.- AUSENTE PRESENTE Valor AUSENTE PRESENTE Valor
Bioquimicos N (%) N (%) p (°) N (%) N (%) p (°)
Ausente 12 (15) 23 (30) 9(11) 26 (33)
SM 0.034 0.008
Presente 6 (8) 37 (47) 2(3) 41 (53)
Ausente 14 (18) 40 (51) 10 (13) 44 (56)
DM-2 0.370 0.093
Presente 4(5) 20 (26) 1(1) 23 (30)
Ausente 12 (15) 26 (33) 9 (11) 27 (37)
HTA 0.082 0.018
Presente 6 (8) 34 (44) 2(3) 38 (49)
Normal 22 (20) 38 (34) 14 (13) 46 (41)
HOMA 0.022 0.291
-IR Alterada 9 (8) 43 (38) 8(7) 44 (39)
Normal 34 (21) 78 (49) 24 (15) 88 (55)
LDLc 0.648 0.573
(mg/dl) Alterada 16 (10) 31 (20) 12 (8) 35(22)
Normal 14 (19) 9 (6) 27 (17) 110 (69)
HDLc 0.001 0.039
(mg/dl) Alterada 36 (22) 101 (63) 9(5) 14 (9)
Normal 43 (27) 61 (38) 26 (16) 78 (49)
TG <0.001 0.302
(mg/dl) Alterada 7 (4) 49 (31) 10 (6) 46 (29)
Normal 43 (27) 81 (51) 32 (40) 92 (58)
GOT 0.118 0.084
un Alterada 7(5) 27 (17) 4 (3) 30 (19)
Normal 40 (25) 69 (43) 29 (18) 80 (50)
GPT 0.030 0.069
un Alterada 10 (6) 41 (26) 7(4) 44 (28)
Normal 46 (29) 92 (58) 33 (21) 105 (65)
GGT 0.154 0.284
un Alterada 4(2) 18 (11) 3(2) 19 (12)

Metab.: metabolicos; N: n° de casos; (*°) test Chi?.

Tabla-28.-Asociacién entre pariametros metabélico-bioquimicos con estetatosis multivesicular e

inflamacion portal
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ESTADIOS DE FIBROSIS
Parametros
antropométricos, Estadio 0 Estadios 1A+B Estadio 1C Estadios 2+3
metab.-bioquimicos

IMC (Kg/m?) 46.59+1.07 50.92+1.87 50.89+0.99 51.11£1.05 0.020
# 9 (#) ©®

PC (cm) 127.21+2.22 145.334+3.43 142.33+2.27 143.19£1.93 <0.001
(G )] ) ® (4]

1CC 0.87+0.01 0.97£0.03 0.9320.01 0.9610.01 <0.001
+#40 ) #) (4]

HOMA-IR 3.00+0.39 4.53+1.84 4.224+0.43 4.8310.60 0.254

LDLc (mg/dl) 116.4746.37 131.2049.91 115.53+4.48 100.131+4.74 0.016
(€] (€]

HDLc (mg/dl) 44.33+151 35.60%2.12 37.24+1.04 34.59+1.33 <0.001
+#40 ) #) (4]

TG (mg/dl) 118.3949.32 160.00+13.66 138.5248.41 173.39+11.59 0.002
® ()

GOT (U/) 22.3942.39 31.36%3.06 29.2142.40 34.18+2.31 0.016
® $)

GPT (U/) 24.00+2.20 44.8715.61 34.84+2.32 46.4313.51 <0.001

*+N (6] ) 1.0)
GPT (U/) 22.67%2.35 44.20%+10.13 32.86+2.90 50.98+4.94 <0.001
()] ©) (1.9)

() test ANOVAL. (*) Los estadios 2 y 3 se han considerado en conjunto debido al reducido numero de biopsias en
estadio 3.

[+ entre estadios 0 y 1A+B p<0.05; + entre 0 y 1C p<0.001; # entre 0 y 1C p<0.05; § entre 0 y 2+3 p<0.001;

§ entre 0 'y 2+ 3 p<0.05; ¥ entre 1A+B y 2+ 3 p<0.05; O entre 1C y 2+ 3 p<0.05, Bonferroni]. Los valores

expresados corresponden a mediaterror estandar.

Tabla-29.- Variacion de los parametros antropométricos y datos metabdlico-bioquimicos en los

Estadios de fibrosis de las biopsias hepaticas.
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ESTADIOS DE FIBROSIS
Parametros metab.- Estadio 0 Estadios1A+B Estadio 1C Estadios 2+3 Valor
Bioquimicos N (%) N (%) N (%) N (%) p (%)
Ausente 11(14) 3(4) 14 (18) 7(9)
SM 0.015
Presente 4(5) 4(5) 13 (17) 22 (28)
Ausente 13 (17) 4(5) 23 (30) 14 (18)
DM-2 0.008
Presente 2(2) 3(4) 4(5) 15 (19)
Ausente 10 (13) 3(4) 13 (17) 12 (15)
HTA 0.447
Presente 5(6) 4(5) 14 (18) 17 (22)
Normal 16 (14) 6 (5) 20 (18) 18 (16)
HOMA 0.201
-IR Alterada 6(5) 44 23 (21 19 (17)
Normal 26 (16) 8(5) 38 (24) 40 (25)
LDLc 0.014
(mg/dl)  Alterada 10 (6) 7(5) 24 (15) 6 (4)
Normal 12 (7) 1 (1) 503) 503)
HDLc 0.003
(mg/d)l  Alterada 24 (15) 14 (9) 58 (36) 41 (26)
Normal 26 (16) 9 (6) 44 (27) 25 (16)
TG 0.269
(mg/dl)  Alterada 10 (6) 6(4) 19 (12) 21 (13)
Normal 35(22) 10 (6) 50 (32) 29 (18)
GOT 0.002
un Alterada 1(1) 4(2) 12 (8) 17 (11)
Normal 32 (20) 9 (6) 46 (29) 22 (14)
GPT 0.001
un Alterada 4(2) 6(4) 17 (11) 24 (15)
Normal 35(22) 12 (7) 58 (36) 33 (21)
GGT 0.003
un Alterada 1(1) 3(2) 503) 13 (8)

Metab.: metabdlicos; N: n°® de casos; (*°) test Chi?. Los estadios 2 y 3 se han considerado en conjunto debido al reducido

numero de biopsias en estadio 3.

Tabla-30.- Asociacion entre parametros metabdlico-bioquimicos con los distintos Estadios de fibrosis.
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Discusion

5.1 Caracteristicas generales demograficas, parametros antropométricos

y datos bioquimico-metaboélicos

La obesidad constituye un problema creciente de salud en paises desarrollados, habiéndose
considerado como la epidemia del siglo XXI, lo que estd condicionado por el cambio en
los habitos de vida saludables (Cheung and Sanyal, 2009; Tiniakos et al., 2010). El estudio de
pacientes con obesidad ha contribuido a un mayor conocimiento del tejido adiposo como
organo secretor de hormonas y citoquinas, lo que nos ha permitido comprender las
alteraciones metabolicas que pueden condicionar el desarrrollo de la EHGNA (Arner, 2003;

Angulo, 2006; Tilg and Moschen, 2008).

La obesidad se asocia a diversos trastornos metabolicos, como IR y DM-2, que son
componentes del SM, a enfermedades cardiovasculares y EHGNA, entre otros (Hotamisligil,
2006; Odgen et al., 2006; Schernthaner and Morton, 2008). Las alteraciones metabodlicas de OM,
entre las que se encuentra el estado inflamatorio cronico, con liberacion de citoquinas
(TNFa, IL-6) que contribuyen al desarrollo de lesiones hepaticas (EHGNA), pueden actuar

como promotores de la carcinogénesis tras la produccion de EROs (Shimizu et al., 2013).

La obesidad forma parte del SM y entre sus criterios se incluyen obesidad visceral y
alteracion de varios de los siguientes pardmetros clinico-bioquimicos: hipertension,
hipertrigliceridemia, HDLc baja, HOMA-IR elevado, etc. (Zimmet et al., 2005), presentes en
un porcentaje variable de de este grupo de obesos mobidos. Alrededor del 80% de los
pacientes con EHGNA tienen SM (Ramesh and Sanyal, 2005). En nuestra serie mas de la mitad
de los pacientes presentaron SM (55%) y un tercio DM-2 (31%), aunque solo se

conocieron estos datos en los pacientes de Granada.

Para la valoracion clinica de la obesidad se utilizan el IMC (peso dividido por altura®), que
debe ser igual o mayor a 30; cuando es igual o mayor de 40, se habla de obesidad extrema
0 morbida (Gastrointestinal Surgery for severe obesity: NIH consensus, 1992; Zimmet et al., 2005;

Schernthaner and Morton, 2008); otros pardmetros son el perimetro de cintura y el ICC (Zimmet
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et al., 2005). Todos estos parametros estaban elevados en los pacientes de esta serie, ya que

para someterlos a cirugia bariatrica debian tener un IMC de 40 (menor si coexistian

comorbilidades), siendo la media del IMC de 49.99+0.60; tanto el IMC, como el perimetro
de cintura e ICC han sido mayores en varones que en mujeres, aunque hay 1.5 veces mas

mujeres que varones en el estudio.

Entre los valores bioquimicos, el mas comunmente alterado ha sido la HDLc. Las
transaminasas, sobre todo la GPT, han estado elevadas, lo que se relaciona con lesion
hepatica. Los valores promedio de la mayoria de parametros bioquimicos evaluados

estuvieron mas alterados en varones.
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5.2 Caracteristicas histo-topograficas y morfométricas de la grasa blanca

El fenotipo de obesidad central se asocia con incremento de grasa troncal, tanto visceral
como subcutdnea (Angulo, 2006). El riesgo metabolico (SM) y de complicaciones
cardiovasculares que se producen en esta enfermedad se relaciona con el aumento sérico
moderado aunque crénico de mediadores inflamatorios que se producen en la grasa (Wellen
and Hotamisligil, 2003; Andersson et al., 2008; Clément and Vignes, 2009). Los productos liberados
tras lipolisis de la grasa visceral drenan al higado a través del sistema portal (Arner, 1998 y

2003) y pueden contribuir al desarrollo de lesiones hepaticas.

No hemos encontrado referencias en la literatura respecto a cuantificacion de adipocitos en
cortes histologicos de grasa subcutanea y su comparacion con la obtenida en grasa visceral,

tal y como lo hemos efectuado en este trabajo.

En algunos estudios aplican morfometria para medir el didmetro adipocitario en grasa
visceral y subcutanea de obesos morbidos (Cancello et al., 2006), Otros realizan medidas del
diametro adipocitario utilizando un método morfométrico automatizado, previa digestion y
aislamiento celular, en grasa subcutanea periumbilical (Tchoukalova et al., 2003), y otros

determinan el area del adipocito con un método parecido al nuestro pero en grasa de otra

localizacion (Chen and Farese, 2002).

Creemos que el recuento de adipocitos con una rejilla milimetrada, aunque puede tener
ciertas limitaciones nos proporciona una buena aproximacion al volumen adipocitario, ya
que se correlaciona con los datos obtenidos tras la aplicacion de técnicas morfométricas

para calcular su didmetro.

En nuestra serie existe una correlacion inversa fuerte en la GB de ambas localizaciones
entre el n° de adipocitos y su diametro. A mayor n° de adipocitos éstos presentan menor
didmetro, por lo que podriamos deducir que el recuento adipocitario es un marcador

indirecto de tamaiio.
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Hemos observado diferencias en el recuento entre adipocitos de GBvis y GBsub a favor de
la primera, lo que podria ser interpretado como evidencia del menor tamafio de sus
adipocitos, hecho similar a lo sefalado cuando se aplica morfometria (Cancello et al., 2006),
Estos hallazgos estarian en concordancia con estudios que sefialan que los adipocitos
viscerales tienen un tamafio inferior al de los subcutdneos (Cinti, 20092); ]a muerte de
adipocitos se relaciona con su tamafio critico, que, al ser inferior en los viscerales,

explicaria la mayor morbilidad asociada a grasa visceral (Cinti, 2011),

En los ultimos afios se ha conocido que los macrofagos de la grasa son una fuente
importante de mediadores inflamatorios, los cuales participan en los efectos sistémicos de
la obesidad (Tordjman et al., 2009) y por tanto en el desarrollo de las enfermedades asociadas,

entre ellas las lesiones hepéticas.

La densidad de macrofagos totales en grasa, expresado como porcentaje, se ha venido
realizando desde hace una década, tras la aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas
(Weisberg et al, 2003; Cancello et al, 2006; Harman-Boehm et al., 2007; Tordjman et al., 2012), pero no

hemos encontrado coincidencias respecto a la metodologia utilizada en este estudio.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio son parecidos a los publicados en la literatura
respecto al n® de macrofagos en GBvis, que es el doble que en grasa subcutanea (Cancello et
al., 2006); en nuestro caso el n® de macréfagos totales en GBvis es 1.4 veces mayor que en

GBsub.

En condiciones de obesidad existe un aumento en el reclutamiento de macréfagos en el
organo adiposo (Maher et al., 2008), que muestran un cambio en el fenotipo presentando
actividad fagocitica y disponiéndose en coronas (Zeyda and Stulnig, 2007). Las coronas
macrofagicas se producen como respuesta ante la muerte de los adipocitos y se reconocen
por la disposicion de los macrofagos alrededor de los adipocitos (Cancello et al., 2006; Dalmas

etal., 2011); en nuestros casos son mas evidentes en GBsub que en GBvis.

No se ha observado asociacion entre la expresion inmunohistoquimica de CD68 en los

macrofagos totales y la concentracion de su ARNm por RT-PCR; el mismo marcador
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puede tener diferente significado: en el primer caso se utiliza para localizar macréfagos
tanto dispersos como agrupados en coronas en las secciones titulares y valorar su densidad,
mientras que en el segundo refleja la sintesis de esta glicoproteina ligada a los lisosomas en

un volumen determinado de grasa.

Mientras que el n° total de macréfagos tisulares es superior en GBvis, la concentracion de
ARNm de CD68 es mayor en GBsub y tiene una correlacion muy fuerte con CD1l1c, una
molécula de adhesion expresada por los macréfagos con gran capacidad fagocitica, como
los que se observan en las coronas macrofagicas. El predominio de coronas macrofagicas
tisulares en GBsub quizas podria explicarse porque los adipocitos en esta localizacion son
de mayor tamafio que los viscerales, existiendo mas restos celulares a fagocitar que cuando

se destruyen los adipocitos viscerales.

Los adipocitos subcutaneos segregan mayor cantidad de leptina y adiponectina que los
viscerales, fenomeno también detectado en obesos moérbidos (Hube et al., 1996; Wajchenberg,
2000) y en nuestra serie. Pero en la obesidad se produce un incremento de los niveles
séricos de leptina en proporcion al IMC, postulandose el desarrollo de resistencia a la
leptina por diversos mecanismos (Hosoi and Ozawa, 2009; Carter et al., 2013; Yadav et al., 2013), y
disminucion de adiponectina, sobre todo visceral, la cual ha sido interpretada como
resultado de las disfuncion adiposa que se produce en este proceso (Hernandez-Morante et al.,

2008).

La adiponectina juega un papel importante en la adipogénesis y el almacenamiento de
grasa en los tejidos adiposos. La expansion de la grasa en individuos sanos, mediada por la
adiponectina, es un mecanismo esencial que mantiene a raya al sindrome metabodlico (Ye
and Scherer, 2013). Ademas tiene efecto antiinflamatorio sobre el 6rgano adiposo (al igual
que sobre los macréfagos), por lo que podria contribuir al fenotipo de pacientes “obesos
metabolicamente sanos”, los cuales tienen niveles desproporcionadamente altos de

adiponectina en relacion a su masa corporal.
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5.3 Lesiones histoldgicas hepaticas.

La enfermedad del higado graso no-alcohdlico (EHGNA) ha pasado a ser la primera causa
de enfermedad hepética en paises industrializados (Cheung and Sanyal, 2009; Tiniakos et al.,
2010), superando en incidencia a la hepatitis crénica por virus C. Uno de los factores
asociados a este incremento es la obesidad, al afectar no solo a la poblacién adulta, sino
también de modo preocupante a la infantil (Odgen, 2006). Algunos autores incluyen a la

EHGNA como un componente mas de SM (Bruce and Byrne, 2009).

Los pacientes sometidos a cirugia bariatrica para el tratamiento de la obesidad morbida han
contribuido al conocimiento de la historia natural de la NAFLD, ya que durante la cirugia
se han observado alteraciones macroscopicas hepaticas que han llevado a la realizacion de
biopsias; €ésto ha permitido conocer que no todos los pacientes con obesidad moérbida
tienen lesiones de EHGNA (Ong et al.,, 2005). En 33 casos (21%) de esta serie no se ha
observado esteatosis, dato necesario para el diagnostico de EHGNA, y los que las
presentan no siempre tienen expresion clinica del proceso (Ong et al., 2005; Caballero et al.,

2012).

La prevalencia de las diferentes lesiones en EHGNA se ha estimado en 50-90% para el
higado graso, 20-30% para EHNA/fibrosis y 5% para la cirrosis (Hiibscher, 2006); en obesos
esta prevalencia varia segun las series; para algunos autores (con IMC > 30) la EHGNA
esta presente el 74% de casos y se incrementa hasta un 90% en obesos moérbidos (IMC >
40), constituyendo un problema clinico emergente (Loguercio et al., 2001; Beymer et al., 2003;
Clark JM, 2006); si la obesidad se asocia a DM-2, este riesgo es auin mayor (Tilg and Moschen,
2008). En esta serie no hemos podido estimar la prevalencia en ambas poblaciones de
obesos morbidos ya que su inclusion en el estudio ha estado condicionada por la calidad de

las biopsias hepaticas y existencia de biopsias de grasa del mismo paciente.
Un problema importante en las publicaciones sobre EHGNA ha sido la falta de

homogeneidad en los diagndsticos histopatologicos, lo que ha conducido a publicaciones

con gran discordancia en cuanto al porcentaje de lesiones con distinta gravedad (Garcia
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Monzén et al., 2000; Dixon et al., 2001). Tras la publicacion del sistema de puntuacion para la
valoracion lesional de la NAFLD, el “score” NAS (NAS: NAFLD Activity Score) o indice
de actividad de Kleiner y la estadificacion de la fibrosis (Kleiner et al., 2005), disefiados para

su uso en ensayos clinicos, se empieza a resolver este problema.

En las biopsias infantiles o juveniles (pacientes menores de 18 afios) se han diferenciado
dos variantes histologicas principales de EHNA: tipo 1, similar a la del adulto (esteatosis,
balonizacién y fibrosis pericelular), y tipo 2, mucho mas frecuente, caracterizada por
inflamacién y fibrosis portal, junto a esteatosis; asimismo se describe un tercer patron,
indeterminado o de superposicidon, menos frecuente (Schwimmer et al., 2005); este patron de
superposicion de lesiones tipo 1 y tipo 2 se observa en un alto porcentaje de casos en

algunas series de EHGNA infantil publicadas con posterioridad (Carter-Kent et al., 2009).

Recientemente los valores 3 y 4 del “NAS score” han sido separados en 2 categorias (Brunt
et al., 2009): EHNA-borderline con patron de zona 3 y EHNA borderline con patron de zona
1 (equivalente al tipo 2 pediatrico). Ante la observacion de numerosos casos en esta serie
con lesiones de EHNA-BORD, en las que mas del doble de casos tienen lesiones en zona
portal (zona 1) (14%) frente a los de lesiones centrozonales (6%), asi como un grupo no
despreciable de biopsias con superposicion de ambas (13%), decidimos aplicar una
subdivision parecida, pero anadiendo un tercer subtipo con lesiones de superposicion (en

zona 3 y zona 1), como el descrito en casos de EHNA infantil.

Nuestros resultados en esta serie de obesos mdrbidos y en publicaciones previas de nuestro
grupo (Caballero et al., 2012) no corroboran los hallazgos previos respecto a que las lesiones
en zona 1 son raras en adultos (Brunt et al., 2009). Muchos de nuestros casos tienen lesiones
denominadas en las biopsias infantiles EHNA-tipo2 (Schwimmer et al., 2005), que hemos

incluido en la categoria EHNA-BORD o EHNA, dependiendo del “score” NAS.

Por todo ello, en este estudio hemos utilizado un nuevo sistema de categorizacion lesional
(Caballero et al., 2012), ya que en el “score” NAS no se contempla de forma individualizada
las biopsias que no tienen esteatosis, un dato que, como se ha senalado previamente, hemos

visto ocurre en un 21% de esta serie; no podemos hablar de biopsias normales, ya que
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algunas si lo son, pero otras pueden mostrar algiin grado de inflamacion crénica, sobre
todo portal. Por otro lado, las biopsias pertenecientes a la Categoria Diagnoéstica 2 las
subdividimos en otros 3 subtipos que reflejan la presencia de lesiones centroacinares (2A),

en zona 1 acinar (2B) o combinacion de ambas zonas (2C) (Caballero et al., 2012),

Los casos con esteatosis pero que no tienen suficientes alteraciones requeridas para el
diagnostico de EHNA los incluimos en la categoria diagnostica 1 o HENA (con menos
lesiones) y en la categoria 2 o EHNA-“borderline” (EHNA-BORD) para los que tienen
lesiones mas proximas a las de esteatohepatitis; han estado presentes en el 30 y 33% de

nuestros casos, respectivamente.

Para el diagndstico de EHNA se requiere la presencia de diversas lesiones indicadoras de
actividad: esteatosis, balonizacion hepatocelular e inflamacion lobulillar, las cuales han
sido valoradas de modo semicuantitativo como base del grado de actividad de Kleiner o
“score” NAS (Kleiner et al., 2005). Los criterios para su valoracion como categoria se

superponen a los anteriores.

El porcentaje de casos de EHNA o Categoria Diagnostica 3 en este estudio (16%) se
aproxima al de publicaciones recientes de nuestro grupo (Caballero et al., 2012) y es inferior al
sefalado en otros estudios sobre obesidad mérbida, en los que varia entre el 26% (Ong et al.,
2005) y el 37% (Liew et al., 2006; Machado et al., 2006; Abrams et al., 2004); respecto a estas
diferencias hay que sefialar que en muchos trabajos anteriores se utilizaba el diagndstico de
EHNA como sindnimo de esteatosis, con y sin inflamacion lobulillar acompanante, lo que
ha dificultado la interpretacion de los resultados publicados. Sin embargo no podemos
extraer conclusiones respecto a la incidencia en este estudio, ya que la inclusién de casos

ha estado condicionada por la calidad de las biopsias.

La esteatosis es la lesion histologica caracteristica de EHGNA; suele denominarse de tipo
macrovesicular o mixta (Brunt, 2009b; Tiniakos et al., 2010), si estd constituida por hepatocitos
con vesiculas (droplets) grandes y pequefias. Esta ha sido la forma predominante en esta
serie (79%). En el 69% de nuestros casos hemos apreciado esteatosis “multivesicular”

(Caballero et al., 2012), también referida como esteatosis de vacuola pequena (Tiniakos et al.,
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2010), constituida por  multiples vacuolas de tamafio intermedio o pequefo, sin

desplazamiento nuclear periférico.

El término de “esteatosis simple”, utilizado en muchos estudios clinicos para referirse a
uno de los tipos de EHGNA, deberia obviarse (Brunt, 2009b) ya que la esteatosis es una
lesion suele acompaiarse de algin grado de inflamacion lobulillar, como ha sucedido en
esas biopsias, en las que predomina el grado leve. Respecto a su significado, cuando no se

acompania de inflamacion o fibrosis, permanece sin conocerse (Tiniakos et al., 2010),

Por el contrario, la esteatosis microvesicular pura también se caracteriza por la formacion
de multiples vesiculas pero de mucho menor tamafio y dificiles de individualizar,
confiriéndole en ocasiones al hepatocito un aspecto espumoso o balonizado (Brunt, 2009b),
con nucleo de situaciéon central e indentado (Yeh and Brunt, 2007). Algunos estudios
encuentran relacion entre la esteatosis microvesicular en EHGNA y gravedad lesional
(mayor grado de esteatosis, balonizacion, fibrosis, etc.) (Tandra et al., 2011). Algo parecido
ocurre en esta serie.con la esteatosis multivesicular. En nuestra serie es raro encontrar
casos de EHNA que no presenten esteatosis multivesicular, lo mismo ocurre con la
balonizaciéon. Respecto a la fibrosis, la mayor parte de biopsias con esteatosis

multivesicular se encuentran en casos con estadios 1C y 2+3.

La inflamacion lobulillar suele estar presente en biopsias d¢ EHGNA (Yeh and Brunt, 2007),
aunque su intensidad varia segun la Categoria Diagnostica y se utiliza para establecer el
grado de actividad (NAS “score”). En nuestras biopsias, la mayoria de casos con
inflamacion lobulillar se diagnosticaron como EHNA-BORD y EHNA; en la mayor parte

de las muestras sin fibrosis (estadio 0), tampoco se detectd inflamacion lobulillar.

No hay que confundir la inflamacion lobulillar con la presencia de PMN, muy
caracteristico de las biopsias obtenidas durante la cirugia y que suelen localizarse en area
perivenular, este fendmeno, denominado hepatitis quirirgica, ha sido atribuido a la
manipulacion del 6rgano o bien podria ser consecuencia de la liberacion de citoquinas por
la anestesia, lo que conduciria a la sobrevaloracion de la inflamacioén lobulillar (Brunt,

2009b).
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Este problema se puede obviar considerando la agrupacion de PMN como parte de la
respuesta inflamatoria unicamente si estan dispuestos en torno a hepatocitos balonizados,

fenomeno conocido como satelitosis (Brunt, 2009b); nosotros los hemos observado en los

casos de hepatitis quirtirgica alrededor de hepatocitos esteatosicos y en mucho mayor
nimero, tanto en area perivenular como mas alejados de esta zona en casos intensos, por lo
que se han podido diferenciar sin dificultad, sobre todo con la utilizacion del anticuerpo
anti-MPO que los identifica, de la verdadera inflamacion lobulillar que acompafia a la

esteatosis.

La inflamacion portal es una alteracion histopatolégica no incluida en el NAS “score”,
aunque si considerada en el estudio inicial (Kleiner et al., 2005) y en otros mas recientes del
mismo grupo (Brunt et al., 2009); se habia indicado que podia estar presente en biopsias de
EHNA, en grado variable, acompanando a las otras alteraciones histopatolégicas que la
caracterizan (Brunt et al., 1999) y en obesos sometidos a cirugia bariatrica también (Abrams

et al., 2004; Liew et al., 2006).

La inflamacién portal en EHGNA ha sido interpretada de muy diversas formas; algunos la
consideran una lesiéon asociada a otra patologia concurrente, sobre todo cuando es
desproporcionada respecto a la inflamacion lobulillar (Brunt, 2009b; Hiibschner et al., 2006);
también es referida en casos de EHNA intensos, tanto en adultos como en nifios (Brunt et al.,
2009), o después de respuesta a tratamiento de la obesidad (médico o quirurgico), aunque su

causa es desconocida (Brunt, 2010).

Ha estado presente en muchos casos de nuestra serie (78%), aunque con frecuencia tiene
caracter focal, hecho descrito en una publicacién previa de nuestro grupo (Caballero et al.,
2012), al igual que en nifios obesos (Schwimmer et al., 2005), distribuyéndose en las distintas
Categorias Diagnosticas, aunque el grupo mas numeroso se observa en la Categoria

EHNA-BORD (29%) y dentro de ella en el subtipo 2B (14%).
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La importancia de la inflamacion portal se debe a su asociacion con fibrosis avanzada

(Brunt et al., 2009). Por el contrario, en nuestros casos el mayor porcentaje se da en estadios

poco avanzados (1C) (40%), ya que la inflamacién estd acompafiada de fibrosis. Todo ello
nos sugiere que quiza sea una caracteristica que acompana a la obesidad, pudiéndo estar
condicionada por los mediadores liberados por la grasa visceral abdominal (Arner 2003), mas
que ser consecuencia de la pérdida de peso previa a la cirugia; de hecho mas de la mitad
(59%) de los casos sin esteatosis (Categoria No-EHGNA) también tienen inflamacion
portal, por lo general leve. En nuestros pacientes, de los 33 casos sin esteatosis, casi la

mitad (16) presentaron inflamacion portal.

Por otro lado, la fibrosis, consecuencia de las lesiones citadas, se consigna aparte como
Estadio, igual que en las hepatitis cronicas (Brunt et al., 1999; Kleiner et al., 2005). Los pacientes
con Estadio 1 de fibrosis, que se subdividen en 1A y 1B -fibrosis perivenular leve o
moderada y 1C -fibrosis portal-periportal (Kleiner et al., 2005), los hemos considerado en 2
subgrupos teniendo en cuenta la distribucién pero no el grado de fibrosis (Caballero et al.,
2012), debido a la existencia de un grupo considerable de biopsias en Estadio 1C en este
estudio; el reducido n°® de casos en estadio 1A nos ha llevado a agruparlos con el 1B, dado

que ambos tienen la misma zona afectada por la fibrosis.

En esta serie, la mayoria de las biopsias estaban en estadio 1 (78 casos -48%-), subtipo 1C
(fibrosis portal) (63 casos -39%-), mientras que no hemos observado ningin caso de

cirrosis (estadio 4) y solo 10 biopsias (6%) en estadio 3.

La fibrosis portal se ha descrito en casos de NASH infantil (Schwimmer et al., 2005; Carter-Kent
et al., 2009), al igual que en paciente obesos (Abrams et al, 2004; Caballero et al., 2012),
acompafiada de inflamacion en esta misma localizacion; su incidencia es baja (5%) en
pacientes con EHGNA (Chalasani et al., 2008) y podria no estar relacionada con esta
enfermedad, sino con otras peculiaridades de pacientes sometidos a cirugia bariatrica (Yeh
and Brunt, 2007), tales como la reduccion de peso previa a la cirugia o al hecho de que las

biopsias son de zona subcapsular del 16bulo izquierdo (Brunt, 2009b).
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No obstante, estudios en obesidad morbida que comparan lesiones en biopsias obtenidas de

l6bulo derecho e izquierdo (Larson et al., 2007) encuentran diferencias minimas en algunas

lesiones, entre las que se incluye la fibrosis portal. En nuestro estudio las biopsias del
HUSC procedian del 16bulo izquierdo, aunque la fibrosis portal, presente en el 68% de las
biopsias, siempre ha estado acompanada de inflamaciéon cronica o de fibrosis en otras

localizaciones, no existiendo casos con fibrosis portal aislada.

Ya que la mayoria de los pacientes referidos en algunas series de EHGNA infantil son
obesos (Schwimmer et al., 2005), no es extrafio que los obesos moérbidos estudiados aqui
presenten lesiones similares respecto al patrén lesional de inflamacion y/o fibrosis
portal/periportal, asi como el reducido nimero de casos con hialina de Mallory. Una
diferencia de nuestra serie de biopsias con las infantiles es que la esteatosis muestra en
muchos casos localizacion centrozonal y es de tipo mixto, con predominio de la forma

multivesicular.
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5.4 Correlaciones clinico-patolégicas

El recuento total de adipocitos ha sido inferior en los varones (por lo que su didmetro es
mayor), tanto en GBvis como en GBsub, aunque s6lo con diferencias significativas en

GBuvis. Estos resultados se relacionan con parametros bioquimicos mas alterados.

En situaciones de obesidad se produce hipertrofia adipocitaria que se relaciona con
hiperinsulinemia, Ins-R y riesgo de DM2, asi como de alteracion funcional de la GB (Arner
et al, 2010). En nuestra serie se ha observado relacion entre pardmetros metabolico-
bioquimicos y antropométricos con el recuento y didmetro adipocitario, de modo que a
medida que aumentan sus valores o la alteracion esta presente, menor es el recuento de

adipocitos (mayor es su tamafio).

Hemos visto asociacion significativa entre el n® de adipocitos/mm2 tanto en localizacién
visceral como en subcutanea y las lesiones hepaticas, con recuentos mas altos en casos con
Categoria lesional 0 y recuentos mas bajos en casos con EHNA (Categoria lesional 3), lo
que no ha sido publicado previamente; es posible que los adipocitos de GBvis estén mas
hipertroficos cuando las lesiones hepaticas sean mas severas. Algo similar sucede si lo que
valoramos es la intensidad de la esteatosis e inflamacion lobulillar, lo que resulta 16gico ya
que son 2 de los 3 cambios evaluados para realizar el “score” NAS. Algo similar ocurre
con los Estados de fibrosis de Kleiner tanto en GBvis como en GBsub. Los recuentos mas

altos se producen en ausencia de fibrosis.

Por el contrario los adipocitos tienen menor diametro en biopsias con Categoria lesional 0
(No-EHGNA), en ausencia de esteatosis, de inflamacion lobulillar y de fibrosis, pero solo

se han obtenido resultados significativos en GBvis.

El n° de macréfagos en la GBvis se ha relacionado con el IMC y con las lesiones hepaticas
en pacientes obesos (Cancello et al, 2006; Zeyda el al., 2007; Tordjman et al, 2009); algunos autores
sefialan que en GBvis existe doble n° que en la subcutdnea (Cancello et al., 2006), existiendo
correlacion con lesiones fibroinflamatorias hepaticas solo para lo macréfagos de grasa

mesentérica (Cancello et al., 2006; Tordjman et al., 2009).
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El n® de macrofagos en la GB subcutanea ha sido menos estudiado que en GBvis; trabajos
recientes sefialan que la grasa subcutanea profunda, que se parece a la visceral, tiene mayor
cantidad de macrdéfagos que la superficial, correlacionandose su n° con la severidad de las

lesiones hepaticas (Tordjman et al., 2012).

So6lo hemos obtenido asociacidon significativa entre macréfagos totales y las Categorias
Diagndsticas hepaticas o los Estadios de fibrosis en GBsub, aunque en GBvis se observa
tendencia al incremento de la densidad de macrofagos totales a medida que aumenta la
gravedad lesional. Este hecho probablemente estaria mejor definido aumentando el numero
de casos, ya que algunas muestras de grasa no se han podido evaluar (mostraban artefactos

por fijacion prolongada).

En nuestro estudio las coronas macrofagicas se comportan de forma similar al recuento del
n°® de macrofagos totales en relaciéon con las Categorias Diagnoésticas y los Estadios de

fibrosis, obteniendo diferencias significativas unicamente en GBsub.

Como se ha comentado previamente, si los adipocitos tiene mayor tamafio que los
viscerales, es logico que el n® de coronas macrofagicas en GBsub haya sido superior en los

varones, ya que en ellos los adipocitos tienen mayor diametro.

Tanto la densidad macrofagica total como la de coronas, se han correlacionado solo con
algunos parametros antropométricos y biquimicos, como por ejemplo entre el IMC y

densidad macrofagica en GBsub, hecho que ya ha sido descrito en el caso de GBvis

(Cancello et al., 2006; Zeyda et al., 2007; Tordjman et al., 2009).

En un estudio realizado en pacientes con patologia cardiaca e IMC elevado pero sin llegar
al de la obesidad morbida (promedio de 29), tras la aplicacion de técnicas de RT-PCR para
valoracidn de leptina y adiponectina en grasa epicardica y subcutanea, no se han observado
diferencias segun el sexo en la concentracion de ambas adipoquinas en grasa subcutanea,

pero si en la epicardica (Iglesias et al, 2006), la cual ha sido equiparada con la grasa visceral

(Cinti, 2009a).
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En nuestro estudio si hemos observado diferencias relacionadas con el sexo de los

pacientes, ya que solo las mujeres tienen mayores concentraciones tisulares de

adiponectina que los hombres en GBsub, mientras que en éstos es la leptina visceral la que
alcanza mayor concentracion, lo que podria relacionarse con el efecto inhibidor de la
testosterona sobre la produccion de adiponectina sugerido en la literatura (Wang et al.,
2008) o con el efecto estimulante de la insulina sobre la sintesis de adiponectina en ciertos
depositos (en relacion con la expresion tisular de PPARY ) como se indica en otros estudios

realizados en cultivos de grasa (Hernandez-Morante et al., 2008).

En relacién al incremento en la concentracion sérica de leptina a medida que aumenta el
IMC (Czaja, 2004; Brunt, 2007a; Antuna-Puente et al., 2008; Monga and Behari, 2009), no lo hemos
apreciado en su determinacion tisular, aunque si hemos visto correlacion con el HOMA-IR,

PC e ICC en su localizacion visceral.

En cuanto a la adiponectina, que disminuye en obesos con IR 0 DM2 (Gesta et al., 2007;
Antuna-Puente et al., 2008), solo hemos podido apreciar tendencia a la disminucion si el
paciente tiene SM o DM-2. También se ha descrito reduccion en presencia de EHGNA
(Tilg and Moschen, 2008) pero no cuando existe fibrosis (Wang et al., 2008); nosotros, por el
contrario, hemos apreciado disminucion de la adiponectina en GBsub a medida que

progresa la fibrosis.

Cuando observamos las caracteristicas clinicopatoldgicas de esta serie de pacientes llama
la atencion que los pertenecientes a la Categoria 0 (No-EHGNA) son predominantemente
mujeres, sin DM-2 ni hipertrigliceridemia, pocos casos con SM (2 casos), y parametros
bioquimicos dentro de la normalidad, excepto para los valores de HDLc, que aunque en los
pocos casos en los que no estd alterada la mayoria se encuentran en la Categoria 0, no se
demuestran diferencias significativas y para valores normales de LDLc que se distribuyen
de manera mas o menos homogénea entre las distintas Categorias Diagndsticas. Este grupo
podria ser casi comparable al descrito por Lemieux et al. (2000) como obesos
“metabdlicamente sanos” y por analogia podriamos denominarlos obesos modrbidos

“metabodlicamente casi sanos”.
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La subdivision de la Categoria 2 (EHNA-BORD) en otras 3 no nos ha permitido demostrar
correlaciones clinico-analiticas de los 3 subgrupos, a pesar del doble del porcentaje de
casos en 2B y 2C respecto a 2A. Seria interesante poder demostrar si este ultimo subgrupo
comparte caracteristicas con.algunos de los otros .y en ese caso deberia ser referido en los

informes anatomopatoldgicos.

Hemos observado diferencias en las lesiones hepaticas dependiendo del sexo. La mayoria
de pacientes con EHNA son varones, mientras que, como hemos comentado anteriormente,
en las mujeres predomina la ausencia de lesiones de EHGNA, al igual que la Categoria 2A

(EHNA-BORD con lesiones centrozonales).

En nuestros casos algunos parametros antropométricos y de SM, (sobre todo el PC, ICC,
DM-2, HOMA-IR, HDLc y TG) se han asociado de modo significativo con las lesiones

hepaticas, tanto con el grado de actividad como con los Estadios de fibrosis.

Los valores medios de los parametros antropométricos y metabdlico-bioquimicos
determinados, excepto LDLc, aumentan conforme es mas grave la Categoria Diagndstica
lesional, por lo que estos pardmetros, cuando estan alterados, se relacionan con las distintas
Categorias Diagnosticas. Algo similar ocurre con la esteatosis (grado) y con la presencia

del subtipo multivesicular e inflamacién portal.

En relacion a los Estadios de fibrosis, la mayoria de pacientes sin fibrosis o con fibrosis en
estadio 1C son mujeres y los mas avanzados ocurren en varones. Cuando se comparan los
valores antropométricos y metabodlico-bioquimicos de los pacientes con fibrosis en estadio
1C, se aprecia tendencia a presentar valores promedios menos alterados que en los

pacientes con biopsias en estadio 1 A+B.

De gran interés para profundizar en la biopatologia de la NAFLD seria conocer los
cambios histologicos que marcan la transicion entre lesion sin o con enfermedad, lo que
seria imposible si se prescinde de la realizacion de biopsias hepaticas, hecho sugerido en la

literatura por diversos autores.
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Conclusiones

1- El recuento adipocitario/mm? de superficie en grasa blanca visceral y subcutanea de esta
poblacion de obesos morbidos se puede utilizar como indicador de su tamafio, ya que se
correlaciona con otros métodos que hemos utilizado (morfometria) para medir el diametro;
su relacion con la intensidad de las lesiones hepaticas nos sugiere que podria considerarse

como marcador indirecto de gravedad lesional, especialmente en su localizacion visceral.

2- Nuestros resultados respecto a la mayor concentraciéon de las adipoquinas leptina y
adiponectina en GBsub que en GBvis confirman los de estudios previos, aunque, si
consideramos el sexo de los pacientes, solo es aplicable a la adiponectina en mujeres, lo

que puede relacionarse con el efecto de algunas hormonas sobre esta adipoquina.

3- La expresion de CD68 en macrofagos de la grasa blanca tiene diferente significado
segin la metodologia empleada para su deteccidon; las dos técnicas utilizadas en este

estudio son complementarias, ya que han permitido valorar su morfologia y funcionalidad.

4- La densidad de macréfagos totales titulares y la concentracion de la citoquina
inflamatoria I1-6, mas elevadas en grasa visceral que en la subcutanea, apoya su papel

como cofactor etiopatogénico lesional hepatico.

5- La densidad de coronas macrofagicas tisulares, superior en grasa subcutanea, junto con
la mayor concentracién de la molécula de adhesion CD1l1c a este nivel, creemos que
podrian ser indicadores de mayor destrucccion (recambio) de adipocitos en esta
localizacion, lo que estd condicionado por su tamafo, aunque también podrian contribuir al

desarrollo de lesiones hepaticas.

6- Nuestro porcentaje de biopsias hepaticas en cada Categoria Diagnoéstica lesional no
representa su incidencia real en las dos areas hospitalarias estudiadas, ya que la inclusion
final de casos en este trabajo ha estado condicionada por la calidad de las biopsias junto

con la disponibilidad de grasa del mismo paciente para estudio.

7- La separacion de las biopsias hepaticas de pacientes con obesidad morbida en

Categorias Diagnosticas lesionales nos ha permitido reconocer un grupo de pacientes sin
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esteatosis (Categoria 0) con un perfil clinico-metabolico caracteristico (mujeres, sin
diabetes ni hipertrigliceridemia y escaso porcentaje de casos con sindrome metabdlico) que
podria ser la contrapartida de los pacientes denominados en la literatura como obesos
“metabolicamente sanos” (Lemieux et al., 2000), de los que se diferencian porque pueden

mostrar HDLc alterada.

8-Debido a la alta prevalencia de algunas lesiones histologicas hepaticas (inflamacion
portal y la esteatosis multivesicular), en los pacientes obesos de nuestro entorno, podrian
ser consideradas como una caracteristica morfoldgica identificativa de este subgrupo

etiopatogénico de EHGNA del adulto.

9- Aportamos una alta prevalencia en esta serie de dos subtipos de esteatohepatitis no
alcohdlica-“borderline” (Categorias 2B y 2C) caracterizados por afectacion porto-
periportal y centrozonal-portal, respectivamente, que son poco frecuentes en EHGNA del

adulto.

10- Las biopsias hepaticas con fibrosis en Estadio 1 deberian separarse en otros dos que
reflejan una topografia lesional diferente: centrozonal (1A+B) o portal/periportal (1C), ésta
ultima es muy comun en nuestros casos y se asocia con inflamacién portal, lo que
constituye otra caracteristica diferencial de las biopsias hepaticas en los obesos de nuestro

entorno.

11- El sexo de los obesos morbidos en esta serie actia como un factor adverso sobre las
caracteristicas histoldgicas hepaticas, ya que los varones muestran Categorias Diagnosticas
lesionales més intensas y Estadios de fibrosis mas avanzados que las mujeres, lo que puede
ser parcialmente explicado por el mayor tamafo de los adipocitos en la grasa blanca

visceral y el perfil de adipo-citoquinas liberadas en ella.

12- La comparacion de las dos poblaciones de obesos morbidos incluidas en el estudio no
revela grandes diferencias clinico-patoldgicas que no puedan ser atribuidas al azar; algunas
de las discrepancias observadas pueden ser explicadas por la calidad de preservacion de

determinadas biopsias.
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