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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION




INTRODUCCION




1.1 OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad crénica multifactorial, fruto de la interacciéon

entre el genotipo y el medio ambiente

La obesidad infantil predispone a alteraciones del metabolismo
hidrocarbonado (resistencia a la insulina y diabetes tipo 2), hipertension,
hiperlipemia, enfermedad hepatica y renal y disfuncién reproductiva. Esta
condiciéon incrementa el riesgo de obesidad en la vida adulta y de enfermedad
cardiovascular[1].

La obesidad infantil es un trastorno complejo. Su prevalencia ha aumentado de
manera tan significativa en los ultimos afios, que muchos lo consideran uno de
los problemas de salud publica mas graves del siglo XXI. La Encuesta Nacional
de Salud y Nutricién (NHANES) indica que la prevalencia de la obesidad esta
aumentando en todos los grupos de edad pediatrica, en ambos sexos, y en
diversos grupos étnicos y raciales. Muchos factores, incluyendo la genética, el
medio ambiente, el metabolismo, estilo de vida y habitos alimenticios, se cree
que desempefian un papel en el desarrollo de la obesidad. Sin embargo, méas del
90% de los casos son idiopaticos, menos del 10% se asocian a causas

hormonales o genéticas.

1.1.1 CONCEPTO DE OBESIDAD

El concepto intuitivo de obesidad es la acumulacién excesiva de tejido adiposo
que conduce a un incremento en el riesgo presente y futuro de padecer
patologias asociadas, asi como de mortalidad[2]. Debido a que las
complicaciones médicas graves de la obesidad, son menos comunes en nifios y
adolescentes que en adultos, y debido también a que los datos longitudinales
sobre la relacién entre el peso de la infancia y la morbilidad y mortalidad de
adultos son mas dificiles de interpretar, no existe una definicién tUnica y

universal de la obesidad en la infancia y la adolescencia[1].



La cuantificacién del contenido graso corporal del nifio, necesaria para la
definicion de obesidad, puede ser realizada de forma directa y precisa mediante
técnicas especificas (bioimpedanciometria, densitometria de absorcién dual de
rayos X (DEXA) o hidrodensitometria)[3]. Sin embargo, su limitada
disponibilidad, duracién y coste econdémico han hecho que, desde la perspectiva
clinica, se universalice la estimacién directa del contenido graso corporal
mediante el empleo del indice de masa corporal (IMC) o indice Queletet[2].
Antes se definia la obesidad en nifios y adolescentes cuando el peso partido por
el peso medio para cada talla y sexo excedia de 120%, segun graficas britanicas
0 americanas. Actualmente se define en funcion del IMC. Algunos
investigadores han utilizado los términos sobrepeso, obesidad y obesidad
morbida para referirse a los nifios y adolescentes cuyos pesos superiores a los
esperados para las alturas en un 20%, 50% y 80-100%, respectivamente.

Los valores normales de IMC varia con la edad, sexo y estado puberal. En
Estados Unidos definen la obesidad a partir del percentil 95 para el IMC en la
infancia y la adolescencia de las graficas de Must (obtenidas del estudio
NHANES I “ler Estudio de Nutricién y Salud Nacional” y recomendadas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)) o de las del centro para la prevenciéon
de enfermedades (CDC), basadas en los 5 estudios NHANES I a V realizados en
Estados Unidos[4]. Estas tablas se han generado utilizando datos de 1a NHANES
1988-1994[5]. Mediante consenso de comités de expertos han recomendado
que los nifios y los adolescentes se consideran con sobrepeso u obesidad si el
IMC supera el percentil 85 o 95, en las curvas generadas a partir de la 1963-
1965y 1966-1970 NHANES, o superior a 30 kg/m2 a cualquier edad[6].

En Europa este umbral definitorio de obesidad seria el percentil 97 de las
graficas francesas de Rolland-Cachera (recomendadas por el Grupo Europeo de
Obesidad Infantil)[4].

Tratando de unificar criterios en todo el mundo, la IOTF (Internacional Obesity
Task Force) consiguio reunir a casi 200.000 nifios y jovenes de 0 a 25 afios de

edad mezclando seis estudios nacionales de diversos continentes (Estados



Unidos, Brasil, Reino Unido, Holanda, Hong Kong y Singapur) y se disefiaron las
curvas de centiles para cada estudio que a la edad de 18 afios pasaran por 25y
30 kg/m2, limites de definicién de sobrepeso y obesidad en adultos. Las seis
curvas se promediaron para obtener los puntos de corte especificos para cada
sexo y edad de 2 a 18 afios que definieran obesidad y sobrepeso en la infancia y
adolescencia[7].

En nuestro medio, la Guia de Practica Clinica para la Prevencion y Tratamiento
de la Obesidad Infanto-juvenil! postula como criterios para definir el sobrepeso
y la obesidad los valores de los percentiles 90 y 97, respectivamente,
especificos por edad y sexo de la distribucién del IMC referido a los datos y
curvas de Hernandez et al del afio 19882.

Existe evidencia de que un nifio presenta un exceso de grasa corporal cuando
su IMC supera el percentil 95 para su edad y sexo[8] y de que su definicion
6ptima se obtiene aplicando, de forma mas restrictiva, el punto de corte de +2
DE por encima del valor medio de este parametro estimado en individuos de la
misma poblacién, edad y sexo[9], coincidiendo asi con la propuesta de la
OMS[10]. Teniendo en cuenta que el establecimiento de comorbilidades
asociadas a la obesidad ocurre, con frecuencia, en etapas posteriores de la vida,
tampoco existe consenso actualmente sobre la definicién del concepto de
obesidad mdrbida en la infancia y adolescencia, proponiendo algunos autores
los limites de +3 SDS de IMC o 200% del peso corporal ideal para la talla como

posibles «puntos de corte» para definirla[2].

! Grupo de trabajo de la guia sobre la prevencion y el tratamiento de la obesidad
infantojuvenil. Centro Cochrane Iberoamericano, coordinador. Guia de practica clinica
sobre la prevencion y el tratamiento de la obesidad infantojuvenil. Madrid: Plan de
Calidad para el Sistema Nacional de Salud del Ministerio de Sanidad y Politica Social.
Agencia d'iAvaluaci6 de Tecnologia i Recerca Mediques; 2009. Guia de practica clinica:
AATRM N.- 2007/25.

2 Hernandez M, Castellet ], Narvaiza JL, Rincon JM, Ruiz I, Sanchez E, et al. In: Hernandez
M, Fundacion F, Orbegozo, editors. Curvas y tablas de crecimiento. Madrid: Editorial
Garsi; 1988



1.1.2 INDICE DE MASA CORPORAL O INDICE QUELETET

El IMC, aunque es una medida imperfecta, refleja de forma continua la grasa
corporal. Calculado como el peso (kg) dividido por la altura (m?), es indicativa,
de forma fiable, del tamafio del cuerpo y puede ser facilmente cuantificado en la
clinica diaria. Muestra buena correlaciéon con el contenido graso tanto en
adultos como en nifios[11],[12], si bien, su interpretaciéon en términos de
contenido graso corporal experimenta variaciones de acuerdo con el sexo, la
edad, el grado de maduracién en nifios y adolescentes, siendo sus mayores
limitaciones su incapacidad para discernir el grado de desarrollo de masa
muscular y para informar respecto a la distribucién del contenido graso entre
los distintos depdsitos corporales[4]. Pese a estas limitaciones, el empleo del
IMC como estimacion indirecta del contenido graso corporal es universal y,
consecuentemente, la definicién de obesidad, tanto en el adulto como en el
nifio, se ha formulado en relaciéon a este indice. El IMC no ha sido utilizado
constantemente o validado en nifios menores de 2 afios. Dado que el peso varia
de forma continua en lugar de un modo gradual, la utilizacién de estos criterios

arbitrarios es problematica y puede ser engafiosa.

1.1.3 PREVALENCIA DE OBESIDAD

Es la enfermedad crénica mas prevalente en la infancia y la adolescencia en los
paises occidentales. Constituye la epidemia del siglo XXI, como bien sefiala la
OMS, debido a la intensidad con la que la incidencia y prevalencia del
sobrepeso/obesidad se estd incrementando en todos los rangos de edad,
incluida la edad infantil [1, 13]. La OMS afirmé que en 2013 habia 42 millones

de nifios con sobrepeso u obesidad en todo el mundo3.

3 http://www.who.int/end-childhood/facts/es



http://www.who.int/dietphysicalactivity/childhood/es

En Estados Unidos, pais que lidera las cifras de prevalencia, el coste
hospitalario anual por obesidad entre 6 y 17 afios ha alcanzado los 127
millones de délares.

El National Health and Nutrition Examination Surveys declaraba en 2012
(publicado en septiembre de 2014) una incidencia muy preocupante de
obesidad en nifios y adolescentes norteamericanos, estable desde 2009,
existiendo una prevalencia de obesidad del 16.9% y de sobrepeso de 14.9%,
existiendo diferencias por sexos (17,2 en nifias frente a 16,7 en nifios en la
prevalencia de obesidad), existiendo preferencia en determinadas razas,
advirtiendo una cifra mayor de obesidad entre los negros mejicanos
americanos, hispanos y raza negra no hispana[14].

En Europa se constata el mismo fenémeno, ya en 2005, el IOTF sefialaba de
forma clara a Espafia e Inglaterra como los dos paises desarrollados en donde
mas ha crecido y mas crecera la obesidad infantojuvenil en los préximos anos.
En Espafia, siguiendo los criterios del IOTF, se encuentra una de las
prevalencias mas altas de Europa, entre el 6 y el 15% segun las regiones
estudiadas. Segin el estudio “enKid”, que recoge nifios de todas las
comunidades espafiolas, la obesidad es mas prevalente en el sexo masculino,
entre 6 y 13 afios de edad, en familias de menor nivel socioeconémico y
educacional, habitat urbano y sur de Espafia (Andalucia y Canarias)[15]. Asi lo
han corroborado en un estudio realizado en Andalucia Oriental, en el que
observan un 10% de nifios por encima del percentil 97 del estudio enKid[16].
Asimismo, el estudio AVENA (Alimentacion y Valoracion del Estado Nutricional
en Adolescentes), desarrollado en el periodo 2000-2002 sobre una muestra de
2.320 adolescentes con edades comprendidas entre los 13 y los 18 afios,
demostré una prevalencia de sobrepeso mas obesidad del 25,7% y 19,1% en
varones y mujeres, respectivamente[17].

Segun el informe anual del Sistema Nacional de Salud 2012 (revisado en junio
de 2015) se estima que la prevalencia de obesidad infantil (2 a 17 afios), se ha

mantenido relativamente estable desde 1987. Un 27,8% de esta poblacion



padece obesidad o sobrepeso. De cada 10 niflos 1 presenta obesidad y 2
sobrepeso, con proporcién similar en ambos sexos y sin diferencias
sustanciales respecto a 2006+ (frente al 4,9% de obesidad reportado por el
estudio PAIDOS en el afio 1984). Andalucia es la cuarta comunidad auténoma
con mas prevalencia de sobrepeso infantil por cada 100 habitantes, con un

ligero predominio en hombres.

Tabla 3. OBESIDAD INFANTIL

POBLACION INFANTIL AMBOS SEX0S | NINAS NINOS
Normopeso/peso insuficiente 72.2% 73.5% 71%
Sobrepeso 18.3% 16.9% 19.5%
Obesidad 9.6% 9.6% 9.6%

OBESIDAD INFANTIL. Ministerio de Sanidad, Servicios sociales e Igualdad/Instituto
Nacional de Estadistica. Encuesta Nacional de Salud de Espafia, 2011/2012 (2013)

4 Encuesta Nacional de Salud de Espafia 2012. Ministerio de Sanidad y Consumo. Gobierno
de Espafia http://
www.mssi.gob/estadEstudios/edtadisticas/sisInfSanSNS/tablasEstadisticas/infsns2012.pdf
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Tabla 4. PREVALENCIA SOBREPESO POR 100 HABITANTES (2 A 17 ANOS)

2011

Galia | ;38 | 27 | 203
Espafia | 183 | 195 | 169

17.8

Camtabria | 96 | 134 | 53

OBESIDAD INFANTIL. Ministerio de Sanidad, Servicios sociales e Igualdad/Instituto
Nacional de Estadistica. Encuesta Nacional de Salud de Espafia, 2011/2012 (2013)

Estos datos, junto con el sustancial gasto sanitario atribuido a la obesidad y a
sus patologias derivadas (estimado por el Ministerio de Sanidad y Consumo en
el afno 2012 en un 7% del gasto sanitario anual) han determinado la puesta en
marcha de diversas iniciativas orientadas a la prevencién y a la intervencién

terapéutica precoz en el nifio afectado de obesidad, como fue la elaboracién de

[ L




Guia de Practica Clinica para prevencion y el tratamiento de la obesidad

infantojuvenil[8].

1.1.4 ETIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA DE LA OBESIDAD

Una de las dificultades mas importantes para el adecuado entendimiento de la
obesidad infantil es que, bajo el denominador comiin de una acumulacién
excesiva de grasa corporal, subyacen etiologias y, por lo tanto, entidades
patolégicas radicalmente diferentes. El gran incremento de prevalencia de la
obesidad infantil es debido al desequilibrio entre la ingesta y el gasto
energético propio del estilo de vida occidental. Sin embargo, existe un
porcentaje de casos derivados de la existencia de alteraciones genéticas,
endocrinolégicas o sindrémicas subyacentes que, si bien es cuantitativamente
limitado, crece de forma continuada al tiempo que lo hacen nuestros

conocimientos fisiopatoldgicos de la obesidad infantil[2].

1.1.4.1 OBESIDAD EXOGENA O COMUN

La mas frecuente de las entidades englobadas en la obesidad infantil. En ella, la
coexistencia de una nutricién hipercaldrica, con desequilibrios energéticos
positivos durante periodos de tiempo (se estima que el desequilibrio debe
rondar las 100/200 kcal/dia en los nifios[18]) e inadecuadamente estructurada
(relacién proteina-energia alterada, alimentaciéon suplementada con aditivos
tales como carbohidratos o grasas sin aumentar la proporcién de proteinas) y
de unos niveles reducidos de actividad fisica, propios del estilo de vida
occidental actual, influidos a su vez por el poder adquisitivo de las familias[19],
son determinantes. No obstante, existen estudios recientes que afirman que la
vida sedentaria en la poblacién infantil puede ser consecuencia de la obesidad y

no causa (debido a la existencia de asociacion mediante estudios transversales



que no implican causalidad), hallazgos que se derivan del poco impacto en la
reduccidn de la obesidad con el cambio de actividad fisica incluso se cuestionan
el papel de la actividad fisica como estrategia de prevencion en la poblacién
infantil[20].

Se considera que existen determinados periodos criticos (intrauterino,
neonatal, primeros meses de vida y adolescencia) en donde una cambio
nutricional o en la dieta, puede tener efectos sobre la composicidn corporal y la
funcién metabdlica (aumento de peso, adipogénesis, hiperinsulinemia y
expresion de genes obesogénicos)[21].

Se ha relacionado también con el destete precoz (destetados a los alimentos
sélidos a los 4 meses)[22].

McGavock et al[23] demostraron que una baja capacidad cardiorrespiratoria y
si esta baja actividad es continuada en el tiempo, se asocian significativamente
con el aumento de peso y el riesgo de sobrepeso en nifios de 6-15 afios. El
analisis de una cohorte de 902 nifios en edad escolar mostré una mayor
circunferencia de la cintura y desproporcionado aumento de peso durante 12
meses de seguimiento en aquellos nifios con baja actividad cardiorrespiratoria.
Los nifios que reunian estas condiciones tenian 3,5 veces mayor riesgo de tener
sobrepeso y era un factor independiente asociado a incremento del IMC.

Se ha sugerido también que la falta de suefio adecuado en los nifios pequefios se
asocia con el aumento del IMC. Esta observacién es independiente de otras
variables de confusién (por ejemplo, la actividad fisica)[24].

No todos los sujetos expuestos al mismo ambiente nutricional «obesogénico» y
a similares limitaciones de actividad fisica desarrollan obesidad o lo hacen en
similar grado. Esto es debido a que estos factores «exdgenos» actian sobre una
base «endoégena», la informacién genética propia de cada individuo, lo cual
explicaria, al menos en parte, la gran heredabilidad familiar de_la obesidad[25].
En los ultimos afios, los estudios de GWAS (Genome Wide Association Studies),
que podriamos traducir como «estudios hologenémicos de asociacién», han

perseguido, mediante el estudio de extensas cohortes de sujetos afectados de



distintas patologias, hallar nuevos genes, QTL (quantitative trait loci) o
haplotipos que permitan una mejor identificacidon del riesgo individual para el
desarrollo de dichas enfermedades[26]. De acuerdo con la 122 actualizacién
del mapa genético para la obesidad publicada, existen 253 quantitative trait

locus (QLT) para esta patologia[27].

1.1.4.2 OBESIDAD MONOGENICA

Es consecuencia de la alteraciéon de un tUnico gen, ya sea por deficiencia,
delecciéon o mutacion. Constituyen una minoria dentro de la poblaciéon obesa
infantil, siendo muy intensa y de inicio precoz. Se pueden sistematizar en tres
grandes categorias:
- Patologia en genes del sistema adipocito-hipotalamico (eje leptina-
melanocortina).
- Receptor gamma para sustancias proliferadoras de peroxisomas-
subunidad nimero 3, musculo-especifica, de la fosfatasa 1.

- Patologia en los genes asociados con el desarrollo del hipotadlamo|[2].

1.1.4.3 OBESIDAD ASOCIADA A SINDROMES POLIMALFORMATIVOS

Aunque existen multiples sindromes polimalformativos asociados a Ila
obesidad, los que con mayor frecuencia la presentan son los siguientes:

- Sindrome de Prader-Willi

- Pseudo hipoparatiroidismo

- Sindrome de Laurence-Moon-Biedl (Bardet-Biedl)

- Sindrome de Cohen

- Sindrome de Down

- Sindrome de Turner



1.1.4.4 OTRAS CAUSAS

Existen multiples situaciones clinicas que condicionan obesidad, asi como
ciertos tratamientos con capacidad obesogénica.
Trastornos hormonales:
- Déficit de hormona de crecimiento
- Resistencia a hormona de crecimiento
- Hipotiroidismo
- Deficiencia de leptina o resistancia
- Exceso de glucocorticoides (Sindrome de Cushing)
- Pubertad precoz
- Sindrome de ovario poliquistico
- Tumores secretores de prolactina
Tratamientos
- Cortisol y glucocorticoids
- Sulfonil-ureas
- Antidepresivos triciclicos
- Anticonceptivos orales
- Insulina

- Risperidona

1.1.5 INFLUENCIA DE LA OBESIDAD INFANTIL Y EN LA ADOLESCENCIA
EN LA SALUD

Un nifio obeso tiene un 80% de posibilidades de ser obeso a los 35 afios. Esta
predisposicion, conocida como “tracking”, es mas evidente en varones, obesos
severos y antecedentes de obesidad en padres. A medida que aumenta la edad

el riesgo se incrementa, asi, un niflo obeso de 5 a 9 afios serd un adulto obeso en



un 69% de los casos, si es obeso entre 10 y 14 afios llega a tener un 83% de
posibilidades[28].

El adolescente con sobrepeso, independientemente de su indice de masa
corporal en la edad adulta (incluso en el caso de que adelgazara), tiene un
riesgo relativo de 1,8 de mortalidad de cualquier causa y de 2,3 de causa
cardiovascular entre los 68 y 73 afios con respecto al adolescente con peso
normal. El sobrepeso es predictor de riesgo para la salud sobre todo en la
adolescencia, mas que en la edad adulta[1].

Entre las complicaciones descritas de la obesidad, que ya se ponen de
manifiesto en la infancia, destaca el sindrome metabolico, el sindrome de apnea
del suefio, el asma, la colelitiasis, los problemas ortopédicos, los problemas
psicologicos y la discriminacién social y escolar. A los 6 afios el nifio ya ha

captado el mensaje social de que ser gordo es malo[29].

1.2 RESISTENCIA A LA INSULINA Y SINDROME METABOLICO EN NINOS Y
ADOLESCENTES

1.2.1 CONCEPTOS

Como consecuencia del exceso de tejido adiposo es posible objetivar toda una
serie de alteraciones en los diferentes érganos y sistemas.

La complicacién metabdlica mas importante es el sindrome de resistencia a la
insulina (RI) definido como la incapacidad de la insulina plasmatica para, en
concentraciones habituales, promover la captaciéon periférica de glucosa,
suprimir la gluconeogénesis hepatica e inhibir la produccién de lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL), lo que ocasiona un aumento de la produccion de
insulina, necesaria para mantener la homeostasis de la glucosa, que puede
derivar en una intolerancia a los hidratos de carbono e, incluso, en una Diabetes

Mellitus tipo 2 (DM2) cuando esta capacidad compensadora fracasa (FIG. 1).
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La sensibilidad a la insulina varia entre una y diez veces en los sujetos sanos. Un
50% aproximadamente de esta variabilidad puede atribuirse a habitos de vida
(alimentacion y actividad fisica) y el otro 50% a caracteristicas genéticas. Las
diferencias étnicas son también importantes, siendo la poblaciéon de origen
europeo la mas sensible a la insulina. El sobrepeso y la obesidad (sobre todo la
central) se asocian con resistencia a la insulina, aunque puede darse también en

sujetos con peso normal[30].

HEPATOCITO

Energia

CELULA MUSCULAR

VLDL-TG

ADIPOCITO

Figura 1. ACCION DE LA INSULINA
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La RI se considera la base fisiopatoldogica de «una serie de variables
relacionadas que tienden a coexistir en el mismo individuo y que pueden ser de
enorme importancia en la génesis de la enfermedad coronaria, incluyen
alteraciones del metabolismo de los hidratos de carbono, de los lipidos e
hipertensién arterial», conformando lo que definié Gerald Reaven en el afio
1988 como el sindrome X[31]. Posteriormente, se han propuesto diferentes
nombres para su denominacion, de los cuales, el que se establecié con mas
firmeza fue el de sindrome metabdlico (SM)5,[32] conocido como la agrupacién
de resistencia a la insulina, hipertension, dislipema y obesidad, cuya
importancia radica en que ayuda a identificar individuos con riesgo de
desarrollar DM2 y enfermedad cardiovascular. Las interrelaciones de sus
elementos y el papel de la resistencia a la insulina no estan del todo perfilados,
pero parece ser la responsable primera del SM[33].

El SM en la pubertad fue definido por el Panel de expertos del Programa de
Educacion Nacional de Colesterol de EEUU, adult treatment panel, 11l y debe de
cumplir al menos tres de estos cinco criterios: obesidad central con perimetro
de cintura mayor del percentil 90 para la edad y sexo, triglicéridos por encima
de 110 mg/dl, HDL-colesterol por debajo de 40 mg/d], tension arterial superior
al percentil 90 para su edad y sexo y alteraciones del metabolismo
hidrocarbonato (glucemia basal alterada o intolerancia hidrocarbonada).
Posteriormente, en el afio 2007, la federacién internacional de diabetes (IDF)
postulé una modificacion sobre los criterios de la ATP - III en donde existe un
criterio sine quam non (circunferencia de cintura superior a las referencias
proporcionadas para cada grupo étnico), como medida de obesidad central,
junto con otras dos[34], por lo que segun la IDF, los criterios formulados para el
diagnostico de SM en nifos y adolescentes, junto con la presencia de obesidad
abdominal como requisito fundamental, son[35, 36]:

- Edad de 6 a 10 afios: el SM no puede ser diagnosticado, debiendo prestar

atenciéon individualizada a las comorbilidades presentes y a la historia

> Mufioz-Calvo MT, Argente J. Sindrome metabdlico. Rev EspPed. 2009;65:423—32.



familiar, recomendando la reducciéon ponderal cuando el perimetro de
cintura alcanza o supera el percentil 90 de las referencias por grupo étnico.

- Edad 10 a 16 afios: cintura > p90 por grupo étnico junto con 2 o mas de :
triglicéridos (TG) > de 150 mg/dl, HDL < 40 mg/d]l, presidn arterial sistélica
(PAS) > 130 mmHg, presion arterial diastélica (PAD) > 85 mmHg, glucemia
en ayunas > 100 mg/dl o DM diagnosticada.

- Edad igual o superior a 16 afios: cintura > 94 cm para varones caucasicos y
> 80 cm para mujeres caucdasicas junto con 2 o mas de : TG > de 150 mg/dl o
en tratamiento especifico, HDL < 40 mg/dl (varones) o < 50 mg/dl
(mujeres), PAS > 130 mmHg, PAD > 85 mmHg o en tratamiento especifico,

glucemia en ayunas > 100 mg/dl o DM diagnosticada.

1.2.2 CUANTIFICACION DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA

Existen muchas formas de cuantificar la resistencia a la insulina, pero de
ninguna se han definido los valores normales en las edades pediatricas. La
caracteristica que mejor la define es la existencia de glucemia normal con tasas
de insulina elevadas. Parametros analiticos basales como la insulinemia y el
indice de evaluacién del modelo homeostatico (HOMA) (insulina en ayunas en
pU/mL por glucosa en ayunas en mmol/L dividido por 22,5) proporcionan una
aproximacion valida a la magnitud del problema[37]. En un estudio espafiol con
adultos no diabéticos se calcul6 el percentil 90 de HOMA en 3,8[38] y este
punto de corte se ha extrapolado a nifios y adolescentes en muchas
publicaciones. En otro estudio en nuestro pais con nifios de 7 a 16 afios se
establece el punto de corte en estas edades mas bajo que en adultos, en 3,0[39].
La prevalencia de sindrome metabolico en nifios y adolescentes varia entre 3 y
14%, segiin edad y definicion que se utilice. Llega al 28% en los adolescentes

con obesidad[40].



1.2.3 COMORBILIDADES ASOCIADAS A LA RESISTENCIA A LA INSULINA
(TABLA 3)

Los individuos insulina resistentes permanecen normoglucémicos si su
pancreas es capaz de responder segregando grandes cantidades de insulina y se
hacen diabéticos cuando no pueden mantener este grado de hiperinsulinemia
compensatoria por fracaso de las células beta. Se ha demostrado una aparicién
mas reciente de la DM2 en sujetos que han sido obesos desde la infancia. En
Estados Unidos, donde la obesidad infantil es epidémica, la intolerancia
hidrocarbonada es muy prevalente en obesos (25% de nifios preptberes y 21%
de puberes) y la DM2 aparece en el 4% de los adolescentes obesos[41].

Otra patologia relacionada con la resistencia a la insulina es la hipertension
arterial (aumenta la absorcién renal de sodio y la actividad adrenérgica y
antagoniza la accién del 6xido nitrico).

Aumento de dislipemia aterogénica, debido a que produce hipertrigliceridemia
con aumento de colesterol-VLDL, descenso de colesterol-HDL, y particulas de
LDL-colesterol mas pequefias, densas y aterogénicas, aumento de las apoB y
apoCIIl. Igualmente se observan niveles elevados de homocisteina,
considerados factores de riesgo cardiovascular, pudiendo ser, en parte, los
responsables. Por tanto, aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular
(coronaria, cerebrovascular y periférica), primera causa de morbimortalidad en
el mundo desarrollado[42].

Otras complicaciones tales como tendencia a la trombosis, estado
proinflamatorio, enfermedad de higado graso no alcohélico (EHGNA),
hiperuricemia, hiperandrogenismo, talla alta, pseudoacromegalia y aumento de
la incidencia de cancer se relacionan a largo plazo con la resistencia a la

insulina y sindrome metabolico[30].



Tabla 3. COMORBILIDADES ASOCIADAS A LA OBESIDAD Y SINTOMAS MAS
CARACTERISTICOS.

COMORBILDADES HORMONALES:

- Eje hipotalamo-hipofiso-suprarrenal:
- Aumento produccidn cortisol
- Aclaramiento urinario
- ACTH con incremento de testosterona y DHEA-S (adrenarquia prematura y maduracién
esquelética avanzada)
- Eje somatotropo:
- Crecimiento aumentado para su edad cronolégica (adecuado para la edad 6sea)
- Eje hipdfiso-gonadal:
- Disminucién de SHBG (mayor biodisponibilidad de testosterona y estradiol)
- Incremento de la aromatizacioén de andrégenos a estréogenos (adelanto puberal en nifias,
retraso puberal y ginecomastia en nifios)
- SOP en niflas adolescentes (acné, hirsutismo, irregularidad menstrual, resistencia a
insulina

COMORBILIDADES VASCULARES: | COMORBILIDADES RESPIRATORIAS:

- Disminucién de la frecuencia - Tendencia a hipoventilacién (hipoxemia e
y gasto cardiaco hipercapnia)
- Arritmias - Infecciones respiratorias
- HTA - Disnea de esfuerzo
- Arteriosclerosis - Asma
- Patologia coronaria - SAOS
COMORBILIDADES COMORBILIDADES ORTOPEDICAS:
GASTROINTESTINALES:
- Compensadoras del exceso de peso (incurvacion
- Esteatohepatitis no femoral, genu valgo)
alcohélica - Artropatias agudas y crénicas
- Litiasis biliares - Alteraciénes de alineamiento y curvatura de columna
- Deficit de oligoelementos vertebral
(hierro) - Enfermedad de Legg-Calvé-Perthes
- Enfermedad de Blount (tibia vara)
COMORBILIDADES OTRAS COMORBILIDADES:
EMOCIONALES:
- Pseudotumor cerebri
- Rechazo de la imagen - Colecistitis
corporal y alteracionesdela |-  Pancreatitis
socializacién - Intertrigo (infecciones locales)
- Ansiedad, estrés, depresién |-  Estriacion cutédnea
- Ingesta compulsiva: binge - Proteinuria por glomerulopatia (glomerulomegalia)
eating

ACTH: hormona corticotropa; DHEA-S: sulfato de dehidroepiandrosterona; SHBG: proteina
transportadora de esteroides sexuales; SOP: sindrome de ovario poliquistico; SAOS: sindrome de
apnea obstructiva del suefo.
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1.3 TEJIDO ADIPOSO

La distribucién anatémica de la grasa constituye un elemento ampliamente
reconocido como factor determinante del riesgo de complicaciones asociadas
con la obesidad. La adiposidad visceral supone un mayor riesgo de
complicaciones metabdlicas y cardiovasculares que la adiposidad subcutanea.
El tejido adiposo también puede diferenciarse morfolégicamente y
funcionalmente en tejido adiposo blanco (TAB) y tejido adiposo pardo o
marron. Los adipocitos pardos se especializan en la produccién de calor a partir
de su almacenamiento lipidico y se encuentran uUnicamente en mamiferos.
Morfolégicamente son multiloculares, contienen menos lipidos que los blancos,
siendo particularmente ricos en mitocondrias. En humanos, el tejido adiposo
pardo rodea el corazén y los grandes vasos durante la infancia, tendiendo a
desaparecer con el tiempo, de forma tal que solo queda presente en los
cojinetes grasos.

El TAB provee una reserva de combustible a largo plazo. En los mamiferos
representa la principal reserva de energia y se distribuye en multiples
depdsitos corporales, tanto interna como subcutaneamente, al igual que en
ganglios linfaticos y en el musculo esquelético. Adicional al almacenamiento de
combustible, actia como aislante térmico y como protector de 6rganos[43]. En
los individuos obesos se produce una aumento notable del TAB debido a
hiperplasia o hipertrofia de los adipocitos. El TAB habia sido considerado
tradicionalmente como un reservorio energético pasivo, donde la energia se
acumula en forma de triglicéridos durante periodos de consumo alimentario
excesivo o es movilizada cuando el aporte calérico es insuficiente (en periodos
de ayuno o ejercicio prolongado)[44]. Actualmente, es reconocido, que el tejido
adiposo es un o6rgano endocrino productor de una amplia variedad de
proteinas, denominadas colectivamente «adipocitoquinas»[45] (Fig 2) (leptina,
adiponectina, visfatina, vaspina y citoquinas proinflamatorias como la

interleuquina (IL)-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF)-a, entre otras)



(Tabla 4), con receptores especificos en el hipotdlamo para regular el apetito y
la saciedad. Estos factores pudieran favorecer la aparicion de un estado

proinflamatorio, de Rl y/o de dafio endotelial.

TABLA 4. PREDOMINANT EXPRESSION OF DIFFERENT ADIPOKINES IN
SUBCUTANEUS OR VISCERAL TISSUE

Subcutaneus Visceral
Leptin Tumor necrosis factor-o
Adiponectin Visfatin
Retinol binding protein-4 Interleukin-6
Acylation stimulating protein Interleukin-8
Adipsin
Plasminogen activator inhibitor-1
Angiotensinogen
Resistin

Marra F, Bertolani C: Adipokines in liver disease. Hepatology. 2009 Sep; 50(3):957-69




INTRODUCCION

Inflammation

Resistin (humans)
Tumor necrosis factor
IL-B8

IL-1

IL-10

IL-1 receptor antagonist
5| Monocyte chemoattractant protein-1 (CCL2)
RANTES (CCLS5)

IL-8 (CXCL8)

Interferon.inducible protein-10 (CXCL10)
Migration inhibitory facter (MIF)

Hepcidin

Adipsin

Serum amyloid protein A

Figura 2.: ADIPOQUINAS (clasificacion segun acciones principales) Marra F,
Bertolani C: Adipokines in liver disease. Hepatology. 2009 Sep; 50(3):957-69

Asimismo, se han aislado receptores en el adipocito para la mayoria de las
hormonas hipofisarias e hipotalamicas, denominadas «adipotropinas»,
indicando en conjunto que existe un «didlogo endocrinolégico» entre el
adipocito y el sistema nervioso central, y viceversa[2] participando asi en la
regulacion energética y en el metabolismo de los carbohidratos. Las citoquinas
pro inflamatorias, como TNF-a e IL-6, en particular, parecen jugar un papel
fundamental en la modulaciéon de la sensibilidad a la insulina de los tejidos
periféricos y se han asociado con el desarrollo de RI en adultos[46]. Adema4s, la

glucosa induce el estrés oxidativo y el aumento del factor nuclear-KB
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vinculante y aumenta la transcripcién del factor nuclear - KB dependiente de
genes pro inflamatorios (TNF-a e IL-6) [47, 48].

Por otro lado, la obesidad tiene una estrecha relacion con la RI. Generalmente,
la RI aumenta con el incremento del contenido de grasa corporal. Los acidos
grasos libres no esterificados (AGL) que se generan aumentan en plasma y se
encuentran con un higado y un musculo resistentes a la insulina. Esta mayor
oferta de AGL en higado conduce a: aumento de gluconeogénesis. Incremento
en la produccién de triglicéridos: aumento de VLDL, LDL, con efecto
aterogénico. Disminucion de HDL. Mayor producciéon de sustancias con
actividad protrombdtica como: Fibrinégeno, PAl.. EHGNA por depésito de
triglicéridos.

En musculo, se acumula tejido graso y se estimula la utilizaciéon de AGL como
fuente de energia en lugar de glucosa (favorecido por la RI). Esta glucosa no
utilizada a nivel muscular, sumada a la mayor produccién de glucosa hepatica,
genera hiperglicemia. En respuesta a esto, el pancreas incrementa la secreciéon
de insulina (hiperinsulinismo) que compensa la situacién manteniendo una
glucemia basal normal.

La activacion de la inmunidad innata conduce a la liberacién de citoquinas por
células del sistema inmune (macréfagos, monocitos). Estas contribuyen a la
accién protrombotica y proinflamatoria. Produce también cambios en las
lipoproteinas plasmaticas, enzimas, proteinas transportadoras y receptores
tanto en animales como en humanos, especialmente en estos ultimos puede
producir incremento de la sintesis hepatica de VLDL, disminuir su
aclaramiento, reducir los niveles de colesterol HDL y modificar su composicion.
Desde el punto de vista genético, una variedad de genes han sido asociados al
desarrollo de sindrome metabodlico: genes reguladores de lipdlisis,
termogénesis, metabolismo de la glucosa y del musculo. No se debe dejar de
sefialar la influencia de factores genéticos y ambientales sobre el peso al nacer;

porque la subnutricién fetal puede ser negativa para el desarrollo de la funcién
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de las células 3 pancredticas y de los tejidos sensibles a la insulina cuya causa
pudiera estar relacionada con la activacién de genes vinculados a la RI.

Los factores ambientales son importantes modificadores sobre la expresion del
sindrome metabdlico, asi la inactividad fisica promueve el desarrollo de
obesidad y modifica la sensibilidad a la insulina en el musculo. Las dietas con
alto contenido graso son desfavorables para el sindrome metabdlico y
contribuyen al desarrollo de hipertension arterial y obesidad. Farmacos como
corticoides, antidepresivos, antipsicoticos, antihistaminicos podrian tener como
efecto adverso sindrome metabdlico porque conducen a dos de sus

caracteristicas: obesidad e intolerancia a la glucosa.

1.3.1 ADIPOCITOQUINAS PRINCIPALES

A
'f

#

Inflammation

L

Figura 3. EFECTO ADIPOQUINAS EN LA ESTEATOSIS HEPATICA Y LA

REGENERACION DEL PARENQUIMA HEPATICO Marra F, Bertolani C: Adipokines

in liver disease. Hepatology. 2009 Sep; 50(3):957-69



1.3.1.1 LEPTINA

La leptina es una hormona polipeptidica de 167 aminoacidos (16KDa.). Procede
del griego leptos que significa delgado, también se le ha llamado hormona ob.
Es producto de genes obesogénicos, secretada principalmente en el tejido
adiposo y en menor medida por el estdmago, intestino, placenta y testiculos[49,
50]. Se descubri6 en 1992 como la responsable del fenotipo de los ratones
ob/ob, incapaces de sintetizar leptina, con hiperfagia y con una fuerte tendencia

ala obesidad[51].

- MECANISMO DE ACCION

La leptina es una hormona pleiotrépica, con multiples acciones bioldgicas,
relacionadas con la homeostasis energética.

La accion de la leptina es mediada por receptores especificos (ObR) presentes
en la membrana plasmaticas de células del sistema nervioso central y en
organos periféricos (existen numerosos receptores hepaticos). Se han
identificado 6 isoformas de receptores de leptina (ObRa — ObRf).

- ObRb: receptor implicado en la mayor parte de los efectos de la leptina
mediante la transduccién de sefiales, desde la membrana plasmatica hasta el
nucleo a través de la activacion de JAK2 (Janus Activated Kinasas) y del sistema
STAT (Signal Transducer and Activators of Transcription).

- ObRe: receptor soluble para las formas complejas de leptina circulante,
generado mediante rotura del receptor de membrana, encargado de regular la
secrecion de leptina (cuando aumenta disminuye la secrecion de leptina)[50]
La secrecién de leptina es proporcional a la masa grasa, a través de sefales
antiobesogénicas regula la ingesta de alimento (reprimiendo la sensacién de
hambre), tono simpatico y el gasto energético en situaciones de exceso de
energia a través de la via hipotalamica. Se desconoce el mecanismo mediante el

cual la leptina atraviesa la barrera hematoencefalica. Se ha descrito una



disminucién de la permeabilidad de dicha barrera a la hormona durante el
fendmeno de “resistencia a leptina”, asociado a la edad y la obesidad[51].

- Accién metabdlica: La leptina, tanto a nivel del SNC como de los tejidos
periféricos, incrementa la termogénesis y la lip6lisis[52]. Ademas, se ha
descrito que la leptina inhibe la sintesis de insulina e incrementa la sensibilidad
periférica a la misma[53].

- Maduracién sexual, tanto central como periférica[54]. Los nifios obesos
presentan alteraciones tanto al inicio de la pubertad (que se adelanta) que
podria estar relacionado con un incremento inusualmente temprano de la
concentracion de leptina[55, 56] .

- Higado graso: En los ratones Ob/Ob se observa esteatosis hepatica,
suponiendo que la leptina ejerce una papel protector frente al higado graso a
través del sistema nervioso central (SNC) y directamente via activacion de la
AMPK (adenosin monofosfato protein kinasa)[57, 58], igualmente en la
lipodistrofia generalizada, otra condicion del déficit de leptina, el aporte de esta
mejora el higado graso[59].

- Sistema inmune. La hormona tendria un importante papel modulando la
actividad T-helper y podria estar implicada en la patofisiologia de algunas
enfermedades autoinmunes[60]. Igualmente se ha descrito, en modelos
animales con déficit de leptina, una mayor susceptibilidad a la infeccién viral y
bacteriana asi como aumento de hepatotoxicidad y mortalidad tras la inyeccién
de endotoxinas[61].

Adicionalmente presenta un papel protector en modelos animales con higado
alcohdlico[62, 63].

- Papel profibrogénico[64] y regenerativo: debido a que en ratones Ob/Ob
existe una disminucién de fibrogénesis que se revierte con la administracion de
leptina pero no con la reduccion de la ingesta se supone que presenta un fuerte
papel profibrogénico[65] en donde intervienen muchos tipos de células. La
leptina activa las células Kupffer (KC) y macréfagos y estimula a las células

endoteliales para producir factor de crecimiento ([64].



Activa las células estrelladas hepaticas (CEH) (productoras de coldgeno 1 que
interviene en la fibrosis hepatica) mediante el estimulo del ObRb[66]. Una vez
activada la CEH contribuye a la expresiéon de leptina mientras que la
disminucién de la concentracion de leptina en la CEH se asocia con un aumento
de la concentracion de adiponectina[67]. La leptina activa la NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducida) oxidasa y produce
productos de la degradacion de oxigeno, los cuales regulan la expresiéon de
quimioquinas y la fagocitosis de cuerpos apoptoticos[68, 69]

Se desconoce si la resistencia a la leptina se acompana de resistencia de las
células no parenquimatosas hepaticas a la accién inflamatoria y fibrogénica de
la leptina, en ratones con déficit de leptina existe alteracién de la regeneracién
hepatica, tanto tras la hepatectomia parcial como tras la administracion de
toxicos[70, 71], sin embargo la administracién de leptina exégena no consigue
restaurar el parénquima lo que sugiere que la deficiencia crénica de leptina
causa perturbaciones complejas en la capacidad de regeneraciéon de los
hepatocitos[72].

La leptina se ha involucrado en el desarrollo de cancer, tanto directamente
como a través del aumento de la angiogénesis. Actia sobre células
endoteliales[73] regulando la expresion del factor de crecimiento endotelial
por las CHE[74]. La disminucién de la leptina se asocia con disminucién de
angiogénesis y de focos preneoplasicos en esteatohepatitis experimental[75].
En el hepatocarcinoma humano existe un aumento de la concentraciéon de ObR,
en el tumor pobremente diferenciado, con alta vascularizacidn, existe mayor
concentacion de ObR, demostrando la relacion leptina/ObR con la angiogénesis
del hepatocarcinoma([76, 77].

La leptina promueve la proliferacién, migracién e invasiéon de las células de
hepatocarcinoma[77] e induce proliferacion y poder metastatizante en el

colangiocarinomal78].



- CONCENTRACION SERICA DE LEPTINA

En general, la leptina se incrementa tras la ingesta y se reduce drasticamente en
situacion de ayuno prolongado[79].

La leptina inhibe la sintesis y secrecién de insulina, mientras que la insulina
estimula la secrecidn de leptina. Esta retoalimentacién entre ambas hormonas
ha sido denominada por algunos autores como el “eje adipoinsular”[53]. En
nifios no obesos, los niveles de leptina se correlacionan con los niveles de
insulina, independientemente del indice de masa corporal[80].

El principal factor del que depende la concentraciéon sérica de leptina es la
cantidad de TAB, llegando a alcanzar concentraciones muy elevadas en obesos.
En individuos no obesos, ademas del IMC, la edad, el sexo, la diabetes y la
pubertad tienen gran influencia en la concentracién sérica de leptina. En
adultos no obesos, las mujeres presentan concentraciones superiores (hasta
cuatro veces) a los hombres, incluso tras normalizarse con el IMC[81]. En nifias
también se han descrito concentraciones superiores a los nifios,
correlacionadas con el IMC[82]. Durante la pubertad, la concentracién sérica de
leptina se incrementa, pero con diferencias importantes segin el sexo. En nifios
la concentraciéon de leptina se estabiliza hacia la mitad de la pubertad y decrece
hacia el final de la misma. En cambio, en nifias la concentracién de leptina se
incrementa gradualmente hasta la completa maduraciéon sexual y decrece

unicamente cuando la pubertad ha finalizado[83].

- RESISTENCIA A LA LEPTINA

En animales no obesos, se ha observado que la adicién de leptina ex6gena
inhibe enormemente la sensacién de hambre y provoca una reduccién severa
del volumen de tejido graso. En cambio, en modelos de animales obesos (tanto

en obesidad inducida por la dieta como por alteraciones genéticas) la adicién



exdgena de leptina apenas tiene efecto, lo que indica la aparicién de resistencia
a leptina en condiciones de obesidad[84].

En animales no obesos, se ha observado la aparicion de resistencia a leptina en
relacién a la edad. En animales viejos, la leptina suministrada directamente en
el encéfalo tiene mucho mas efecto que la suministrada de forma periférica, en
cambio en animales jévenes, no se observan diferencias[51]. Este dato lleva a
pensar que la resistencia a leptina relacionada con la edad, en animales no
obesos, se debe principalmente a una reducciéon de la permeabilidad de la
barrera hematoencefélica a la hormona.

La resistencia a la leptina observada en obesos tiene su origen tanto en la
reduccion de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica como en la
represion de la expresion de los receptores, en el SNC y en tejidos
periféricos[85-88] aunque hasta la fecha se desconocen los mecanismos
moleculares implicados en este fendmeno. Se ha especulado mucho sobre la
posibilidad de que la resistencia a la leptina sea causa de obesidad, o bien
consecuencia de la misma. Aunque atn no se puede responder a esta cuestion,
algunos autores opinan que ciertos polimorfismos genéticos en los receptores
de leptina pueden estar en el origen de una resistencia innata leve, tanto en
déficits de transporte de leptina como en alteraciéon de ObRb, incluyendo el
aumento de expresion de los supresores de la senal de las citoquinas 3 (SOCS3),
moléculas que inhiben la sefial de la leptina[50] ya que empeoran la sefal
postreceptor y conducen a una disminucion de la activacion del AMPK[89], que
se incrementaria considerablemente si el individuo desarrolla obesidad[90].
Algunos nutrientes pudieran tener un papel importante, ya que la fructosa
induce hiperleptinemia y resistencia hepatica de la leptina mediante la via

STAT3[91].



- INFLUENCIA DE LA LEPTINA SOBRE LA APARICION DE DIABETES
MELLITUS TIPO 2 EN LA OBESIDAD

Se ha propuesto que la resistencia a la leptina que desarrollan los individuos
obesos en todos los tejidos, esta relacionada con el desarrollo de diabetes. La
disminucién de receptores de leptina en las células 3, secretoras de insulina,
tendria como consecuencia la inhibicién del eje “adipoinsular”, lo que
provocaria hiperinsulinemia que, a la larga, contribuiria al DM2[92].

Numerosos trabajos han correlacionado, en individuos obesos, la concentraciéon
de leptina con el indice de masa corporal y con la resistencia a insulina medida
mediante el indice HOMA[93]. Sin embargo los estudios que han tratado de
relacionar la concentracion de leptina con la presencia de DM2 en individuos no

obesos, son contradictorios e inconcluyentes.

1.3.1.2 ADIPONECTINA

La adiponectina es un polipéptido de 247-aminoacidos que circula en
concentraciones séricas relativamente altas (5,30 pg / mL), por lo que es la
adipoquina mas abundante y especifica de tejido adiposo. Los adipocitos
sintetizan y liberan la adiponectina en una serie de complejos o isoformas
diferentes de orden superior que incluyen trimeros (bajo peso molecular),
hexameros (mediano peso molecular) y 18 meros (elevado peso molecular)[94-

96] (figura 4).

Cada isoforma de adiponectina tienen funciones bioldégicas diferentes. La
isoforma metabdlicamente mas activa y sensibilizadora de insulina es la de
elevado peso molecular, es ademas la que mas se reduce durante la obesidad.
Las isoformas triméricas y hexaméricas parecen tener mas influencia sobre el

control de la saciedad, en el hipotalamo [94, 95].



Es secretada fundamentalmente por adipocitos maduros y de forma muy escasa

por hepatocitos[97].

Los niveles de adiponectina varian de forma fisiol6gica segin sexo, edad y
origen étnico. En concreto, son mayores en las mujeres, a medida que
incrementa la edad, y en las razas caucasicas en comparacion con Asia o Africa

[97].
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Figura 4. Adiponectina y su estructura. (A) dominio de la organizacién del protémero
de adiponectina. Rojo: péptido sefial, naranja: regién variable; azul: regién coladgeno;
verde: dominio globular. Los niimeros indican los limites de la regién. (B) estructura
cristaloide que constituye un homotrimero dominio de adiponectina, conformado por la
triple hélice del dominio de coldgeno (C) Representacidn de oligomerizacidn trimérica,
hexamérica y octadecamérica de la adiponectina. La ubicacién del enlace disulfuro
responsable de la asociacién se visualiza en el hexdmero. Adaptado de [94].
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Los niveles de adiponectina disminuyen de forma paraddjica al incrementarse
el volumen de tejido adiposo [98]. Los niveles de adiponectina sérica estan
relacionados de forma inversa con el IMC, la cantidad grasa corporal, los niveles
séricos de insulina en ayunasy de triglicéridos. Los mecanismos moleculares
implicados en la reduccién de adiponectina en pacientes obesos no son del todo
conocidos, aunque varios estudios sugieren una relacién con el desarrollo de

resistencia a insulina en adipocitos [99].

La adiponectina es un polipéptido con potente actividad anti-inflamatoria,
antidiabética, antiaterogénica y sensibilizadora de la insulina. Por tanto,
niveles bajos de adiponectina sérica se ha relacionado con RI y
SM, lipodistrofia, sindrome de ovario poliquistico, hipertensiéon arterial,
aterosclerosis ya la enfermedad cardiovascular, incluyendo elsindrome
coronario agudo[97]. En la configuracién de la RI, cada vez hay mas evidencia

del papel hepatoprotector de la adiponectina en higado graso no alcohdlico.

En el parénquima hepatico, ademéas posee actividad antifibrogénicay anti-
inflamatoria, debido a que inhibe la actividad de los macréfagos hepaticos (KC),
respectivamente [97].En los hepatocitos presenta un importante papel

antiapoptético[97].

Debido a las razones anteriormente expuestas la adiponectina presenta un

atractivo potencial terapéutico en el higado graso no alcohdlico.

- SENALIZACION DE ADIPONECTINA:

Inicialmente, en 2003, se han descrito dos receptores transmembrana de la
adiponectina (AdipoR1, AdipoR2)[95]. El receptor AdipoR1 es mas abundante
en el sistema musculo esquelético y AdipoR2 en el higado [95]. Otro receptor
adicional de membrana celular es la T-cadherina, pero carece de un dominio

intracelular y su efecto en la sefializacion celular es desconocido [97].



En el higado, a pesar de que la sefializacién postreceptor estd por esclarecer,
AdipoR1 inhibe la gluconeogénesis y aumenta la sensibilidad a la insulina
mediante la activacién de la via de la AMPK (proteinkinasa del 5-AMP ciclico),
mientras que AdipoR2 aumenta la captacion de glucosa por la activacién de la

via del receptor activado de proliferador de peroxisoma o (PPAR-a) [100].

- REGULACION TRANSCRIPCIONAL Y POST TRASLACIONAL DE LA
ADIPONECTINA Y SUS RECEPTORES

Estimulada por varios factores de transcripcién implicados en adipogénesis,
como PPAR, FoxO1 (Forkhead box protein 01), C / EBP (CCAAT-enhancer-
binding proteins) y SREBP, y es suprimido por la hipoxia, inflamacion,
represores de la transcripcion, como NFAT (Nuclear factor of activated T-cells)
y CREB (cAMP response element-binding protein), y factores proinflamatorios
como como TNF, IL-6 e IL-18. Cuando se altera la multimerizacion de la
adiponectina se reducen sus niveles plasmaticos condicionando obesidad y
resistencia a la insulina. Existen proteinas reticuloendoplasmaticas, como Ero1-
La, ERp44 (Endoplasmic reticulum resident protein 44) y DSBA-L, que presenta
un papel critico en la regulacién de la multimerizacién de la adiponectinay / o
secrecion, y podrian constituir posibles dianas terapéuticas para mejorar la

sensibilidad a insulina y otros problemas asociados[96].

En tejido adiposo, muscular y hepatico, los niveles de receptores de
adiponectina AdipoR1 y AdipoR2 estan regulados en respuesta a cambios en las
condiciones nutricionales, probablemente para modificar el metabolismo de la
glucosa y la sensibilidad a la insulina, sin embargo, hay datos contradictorios

sobre esta teoria entre diferentes estudios en modelos de roedores [101, 102].



1.3.1.3 RESISTINA:

El péptido hormona resistina (o FIZZ3) es un factor de secrecién producido en
adipocitos y ha demostrado desempefiar un papel importante en la resistencia

a la insulina inducida por la obesidad[94].

La resistina se expresa en los adipocitos de los roedores y los macréfagos de los
seres humanos, y su produccién se incrementa con la alimentacidn, la obesidad

y la disminucién de los ligandos de PPAR .

Los estudios que demuestran un papel causal de la resistina en la homeostasis
de la glucosa se basan en modelos animales con alteraciones de los niveles de
resistina sérica. En estos estudios la infusién o sobre-expresion de resistina
conduce a la hiperglicemia, sobre todo por aumento de la producciéon de
glucosa hepatica[94]. Una de las vias moleculares que producen RI activada por
resistina consiste en la amplificaciéon de SOCS 3, que inhibe la unién IRS-PI3K

(via de sefializacion de insulina)[103].

La importancia de la accién de la resistina en los seres humanos es menos clara,
ya que no todos los estudios informan acerca de un aumento en suero de la
resistina en obesos con DM2[94], sin embargo, hay que sefialar que el genotipo
- 420G / G de la regién promotora de resistina, se ha asociado con elevada
transcripcién de genes resistina, con aumento de los niveles de suero de

resistina, que conducen a obesidad y RI.

A pesar del gran interés generado por el descubrimiento de resistina en 2001 y
de que es una hormona importante en la regulacion de varios tejidos y 6rganos,
incluyendo el hipotdlamo, los adipocitos y el higado, son escasos los
conocimientos acerca de las vias de senalizacién intracelular por la cual la

resistina induce su efectos metabdlico [94].



1.3.1.4 PROTEINA DE UNION 4 DEL RETINOL:

La proteina de unién-4 del retinol es una molécula que causa resistencia
sistémica a insulina secundaria a la alteracién de la sefalizacién de la insulina
en el musculo y los adipocitos, y que conduce a la activacion de la

gluconeogénesis en el higado[94].

Varios estudios han demostrado evidencias de correlacién intensa tanto en
roedores como en personas obesas entre los niveles séricos de la proteina de

unién 4 del retinol y el sindrome metabolico[94].

1.4 ESTRES OXIDATIVO

Durante el metabolismo normal de la célula, se producen radicales libres (RL)
que se eliminan del medio por el sistema de defensa antioxidante. La principal
fuente de RL de la célula es la mitocondria, que da lugar a grandes cantidades
de anion radical superoxido (02°7), que rapidamente se transforma en peroxido
de hidrégeno (H:0:) por la superéxido dismutasa (SOD). El H;0; se transforma
en agua gracias a la glutation peroxidasa (GPx), que utiliza glutation reducido
(GSH) como cofactor, transformandose este tltimo en glutation oxidado (GSSG).
El GSH es fundamental para el mantenimiento del estado rédox de la célula, por
eso es fundamental su regeneracién una vez que se utiliza para descomponer el
H20;. De su regeneracion se encarga la glutation reductasa (GRd), que utiliza
NADPH como cofactor, que se transforma en NAD*. En el estrés oxidativo se
produce un desequilibrio en el sistema de sustancias prooxidantes/RL con
predominio de estos ultimos[103]. Los altos niveles de RL conducen a dafio en
lipidos, proteinas y DNA. El hidroxinonenal (4-HNA) y el malonildialdehido
(MDA) son marcadores del dafio oxidativo inducido a macromoléculas lipidicas,

los grupos carbonilo y la nitrotirosina son marcadores del dafio oxidativo



inducido a proteinas y la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina se considera como

marcador del dafo oxidativo al DNA.

Los RL 0;*, H20,, ademas de otros, se denominan especies reactivas de oxigeno
(EROs). También existen las llamadas especies reactivas de nitrégeno (ERNs),
entre las que se encuentran el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOQO7),
producto de reaccion del NO y el O, El NO se sintetiza por la 6xido nitrico
sintetasa (NOS), la cual puede existir en tres isoformas denominadas neuronal
(nNOS), endotelial (eNOS) e inducible (iNOS). Dos de ellas, nNOS y eNOS son
dependientes de calcio, se expresan de forma constitutiva en la célula y son
responsables de la produccién de bajos niveles de NO (fisiolégicos) durante
cortos periodos de tiempo. La iNOS, sin embargo, es independiente de calcio y
no se expresa, en la mayoria de los tejidos, en condiciones normales. La iNOS es
una enzima relacionada con los procesos de inflamaciéon a través de la
formacion de ONOO™ y su expresién se puede inducir por citoquinas tales como
Interleuquina-1f3 (IL-1B), TNFa o Interferony (INFy) en células del sistema

inmune, como los macréfagos[104].

La obesidad se considera como una enfermedad inflamatoria crénica con un
descenso en las defensas antioxidantes y un aumento de los marcadores de
estrés oxidativo en sangre e higado. Existen estudios que afirman que la
obesidad “per se”, sin hiperinsulinemia, se asocia a un estado redox
reducido[103]. En los muy escasos trabajos realizados en nifios parece existir

un aumento de la actividad de la GPx[105].

El tejido adiposo estd compuesto de adipocitos y la fraccién estromovascular,
que incluye macrdéfagos. Los adipocitos segregan las llamadas adipoquinas,
entre las que se incluyen leptina, adiponectina, visfatina, IL-6, proteina
quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1). Los macrdéfagos, por su parte, segregan
TNFa, IL-6, MCP-1, resistina y adipsina. En el obeso, el aumento de tejido
adiposo conduce a un aumento en la secreciéon de leptina y otros factores

conduce a un aumento del nimero de macroéfagos infiltrados y por tanto un



aumento en la producciéon de TNFa, que a su vez da lugar a un aumento en la
produccién de leptina y otras citoquinas inflamatorias, mientras que se
produce un descenso de adiponectina. El incremento en la secrecién de leptina
y/o descenso en la produccién de adiponectina también puede contribuir a la
acumulacion de macroéfagos activados credndose un circulo viciosos con
produccién de mas citoquinas inflamatorias (TNFq, IL-1, [L-6)[106]. Se ha visto
que MCP-1 y TNFa alteran el adipocito aumentando su RI sefialando una vez
mas que la RI relacionada con la obesidad podria ser, al menos en parte, una
enfermedad inflamatoria croénica iniciada en el tejido adiposo[107]. La RI en el
adipocito limita la captaciéon de glucosa por el mismo, produciéndose un
aumento de la glucemia, lo que a su vez induce un aumento de la secrecion de

insulina pancreatica.

En adipocitos, la resistencia a insulina produce un aumento de la actividad de la
lipasa sensible a hormona, produciéndose un aumento en los niveles de AGL en
sangre. Estos AGL pueden entrar en el higado donde pueden ser oxidados en la
mitocondria para formar ATP o esterificados para producir TG para su
almacenamiento. En el higado, la hiperinsulinemia induce expresiéon de SREB-
1c, lo que da lugar a la activaciéon de todos los genes lipogénicos, con lo que
aumenta el contenido de AGL que pueden seguir las dos vias que sefialamos
antes. Al mismo tiempo, la hiperglucemia activa ChREBP, que activa
transcripcionalmente piruvato quinasa y todos los genes lipogénicos. SREB-1cy
ChREBP, estan activando toda la maquinaria para transformar la glucosa en
acidos grasos. Como consecuencia de esto aumenta el malonil-coa, que inhibe
CPT-1, la proteina responsable para el transporte de acidos grasos a la
mitocondria. En definitiva, aumenta el contenido de acidos grasos en el higado,
por la entrada desde la periferia y la sintesis de novo a partir de la

glucosa[104].

El aumento de AGL en el higado da lugar a defectos en la CTE, lo que produce

un aumento de RL. Debido a esto, los acidos grasos se acumulan en el citosol, lo



que hace que se metabolicen en peroxisomas y microsomas, aumentando adn
mas los niveles de RL. Esto, a su vez, hace que aumente la oxidacion de lipidos y
los metabolitos resultantes de esto, MDA y 4-HNE, que pueden aumentar, a su
vez, los efectos del estrés oxidativo. Por ejemplo, MDA y 4-HNE producen una
disminucién en el contenido de GSH, aumentan la produccién de TNFaq,
promueven el influjo de células proinflamatorias en el higado, y activan las
CEH, conduciendo a deposicién de colageno, fibrosis y la continuacion de la
respuesta inflamatoria. Todo esto conduce a necrosis del hepatocito,
inflamacién y fibrosis en el higado, todas las caracteristicas histologicas de la

esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)[108].

La adiponectina mejora la sensibilidad a la insulina incrementando la oxidacion
hepatica de acidos grasos. La adiponectina también tiene accién
antiinflamatoria suprimiendo la produccién hepatica de TNFa. La adiponectina
exdgena dada a ratones con EHNA promueve la pérdida de peso y mejora la
resistencia a la insulina, la esteatosis y la inflamacién. Los niveles de
adiponectina en un grupo de nifios con EHGNA fue significativamente mas bajo
que en el grupo control. Estos niveles séricos de adiponectina podrian ser un

marcador precoz de EHNA en nifios obesos[109].

Las ultimas investigaciones muestran una estrecha relacién entre la iNOS y
resistencia a la insulina. El simple hecho de inflamacién en adipocitos implica
liberacién de NO por la iNOS de los macréfagos activados. La mayoria de los
inductores de resistencia a la insulina incrementan la expresion de la iNOS. Los
inhibidores de iNOS previenen la resistencia a la insulina inducida por
lipolisacaridos en ratas. No se conoce como la iNOS causa o aumenta la
resistencia a la insulina[110]. Las citoquinas estimulan la expresién tanto de la
iNOS como de la isoforma de la ciclooxigenasa inducible por citoquinas (COX-
2). La expresion de COX-2 da lugar a una sobreproduccién de prostaglandinas

inflamatorias y tromboxanos. Ademas, el NO producido por la iNOS estimula



directamente la actividad de las isoformas de COX, incrementando atn mas la

produccién excesiva de mediadores inflamatorios.

1.5 ENFERMEDAD DE HiGADO GRASO NO ALCOHOLICA

La EHGNA es una entidad clinica que se caracteriza por la presencia de un
acumulo de grasa en los hepatocitos, que puede asociarse con fenémenos
necroinflamatorios con o sin fibrosis, sin que medie en su desarrollo el estimulo
del alcohol u otra causa hepatica conocida. Fue descrita por primera vez en
1980 por Ludwing y cols tras encontrar esteatosis hepdatica en un grupo de
pacientes no consumidores de alcohol[111]. Es un problema clinico emergente
entre la poblacién obesa[112] y es probablemente la causa mas frecuente de

enfermedad hepatica en la edad pediatrica.

Esta entidad incluye un amplio espectro de lesiones hepaticas que van desde la
simple esteatosis hepatica sin inflamacién, en donde existe acumulo de grasa en
los hepatocitos por encima de los existentes fisiologicamente (<5%), a la
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), que puede presentar distintos grados de
inflamacién y fibrosis, y la resultante cirrosis hepatica[113, 114]. Aunque este
sindrome tiene una etiologia multifactorial, la obesidad es el factor que se

asocia de forma mas consistente[112].

La EHGNA es a dia de hoy la causa mas comun de enfermedad hepatica crénica,
tanto en nifilos como en adultos en los paises occidentales, convirtiéndose en
una epidemia[115, 116], en particular existe un alarmante aumento de nifios
afectados por EHGNA con datos de prevalencia que oscilan desde 7,6% en la
poblaciéon pediatrica general hasta el 34,2% en jévenes obesos o con

sobrepeso[117].



En la edad pediatrica se asocia con SM, obesidad abdominal (central),
dislipemia (hipertrigliceridemia y/o hipercolesterolemia) y RI, por lo que la
EHGNA se considera la manifestacién hepatica del SM, incluso, no existe un

acuerdo sobre si la EHGNA contribuye al SM o viceversa[118].

En la actualidad se sefiala al EHGNA como la enfermedad hepatica mas comtin
en Norteamérica entre los adolescentes, generalmente con sobrepeso. Muchos
detalles referentes a la EHGNA en nifios son desconocidos, incluyendo la

manera exacta en que el EHNA pediatrico difiere del adulto.

Una gran parte de nifios con sindrome metabdlico y EHNA no se diagnostican,
pudiendo en la adolescencia presentar un curso rapido de la enfermedad hacia
formas mas severas (cirrosis), de hecho existen datos epidemiolégicos que
ponen de manifiesto un aumento espectacular de la incidencia de SM en
adolescentes urbanos principalmente debido a la sobrealimentacién y el

sedentarismo[119].

Aunque el EHGNA esta casi universalmente presente en los individuos obesos,
no todos progresan a EHNA, del mismo modo, que se puede ser no obeso
fisicamente y presentar EHNA. Esto implica que la progresiéon a EHNA es

multifactorial.

Originalmente en la patogenia del EHNA se postul6 la hipotesis de maultiples
impactos (FIGURA 5 y 6) de forma que el primer impacto lo constituye los AGL
que condicionan esteatosis (histolégicamente < 5%), de esta forma el higado es
mas susceptible a impactos secundarios como la accién de adipoquinas, estrés
oxidativo y la respuesta inmune que provocan posteriormente, conduciendo a
EHNA y a fibrosis avanzada, por tanto la RI puede actuar, a la vez como primer

y segundo impacto[116, 120]



Figura 5. TEORIA DEL DOBLE IMPACTO
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La esteatosis o primer impacto se produce como consecuencia de la
acumulacion de los lipidos en el higado, mientras la mayoria de los lipidos se
almacenan en forma de TG, existen otros metabolitos lipidicos como los acidos

grasos, colesterol, esfingolipidos y fosfolipidos que también son acumulados.
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Figura 6. PROGRESION HGNA A EHNA
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1.5.1 CARGA GENETICA EN LA ENFERMEDAD DE HiGADO GRASO NO
ALCOHOLICA

La variabilidad que existe en la gravedad de la enfermedad y la tasa de
progresion sugieren que exista un componente genético. La esteatosis hepatica
se considera una enfermedad poligenética con afectaciéon de multiples loci,
existen estudios que han demostrado que los indios asidticos tiene una
predisposicion genética a la acumulacion de grasa hepatica a pesar de tener un

IMC normal debido a la tendencia de presentar mayor grasa visceral[121].
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El locus principal 22q13 que alberga al gen PLPLA3, la existencia de un
polimorfismo de nucledtidos (SNP) rs738409 mostr6 una asociaciéon con
EHGNA a través de GWAS[122, 123], esta expresion es significativamente
mayor en diversas etnias. Este SNP se encuentra situado en el tercer exén del
gen y es expresado principalmente por el higado y el tejido adiposo, estad
involucrado en la hidrdlisis de TG introduciendo una sustitucién de aa
Isoleucina a Metionina (I1148M) que suprime la funciéon. El polimorfismo
PNPLA-1148M se ha demostrado que asocia aumento de necroinflamacioén,
esteatosis severa y fibrosis[124]. Otros polimorfismos rs738409 esta presente
en pacientes con EHGNA y mayor cifra de insulina en ayunas, resistencia a la
insulina y elevacion de transaminasas[125]. Aunque no existe suficiente
evidencia cientifica existen estudios que afirman que el genotipo GG rs738409
PNPLA3 homocigoto presentan un riesgo 5 veces superior para el desarrollo de

hepatocarcinoma[126].

[gualmente el polimorfismo PLPLA3 S453, presente en poblacion
afroamericana, se ha asociado con presentar menor contenido de grasa

hepatica suponiendo por lo tanto riesgo mas bajo de EHNA[127].

Otros GWAS identifican variaciones genéticas comunes en o cerca de LYPLALI,
PPP1R3B, NCAN y GCKR, las cuales estdn presentes frecuentemente en
poblacién europea, y estan relacionados con esteatosis en EHNA y fibrosis[122]
y variaciones en FDST1, COL13A1, EFCAB4B,PZP como el loci causante de
esteatosis, grado de actividad de EHNA, grado de fibrosis, inflamacién lobular y

niveles de alanina aminotransferasa (ALT), presentes en poblacién caucasica.

Igualmente se han demostrado varios loci que confieren proteccién o
susceptibilidad para EHGNA, esteatosis o rapida progresion de esta, como SCAP
rs2101247 disminuye el riesgo de EHGNA en mujeres con SM[128], aunque los
mecanismos de este no estan claros todavia. SNPS rs2276736, rs3772630 y
rs3772627 confieren protecciéon para HGNA en poblacidn india[129]. En contra

alteraciones en el gen de la proteina desacoplante mitocondrial 3 (UCP3)[130],



gen SRABP-1C (sterol regulatory element binding protein)[131], proteina
adaptadora APPL1 y 2[132], gen nicotinamida N metil transferasa
(NNMT)[133] y el gen SOD2 confieren susceptibilidad[134].

Otro gen implicado en EHGNA es el gen de la proteina transportadora de la
Apolipoproteina C3 (APO C3), presenta variantes alélicas (c-482T, T-455C o
ambas) en poblacién no asiatica esta relacionada con incremento de EHGNA y

con RI[135].

1.5.2 OTROS FACTORES ETIOLOGICOS EN EL DESARROLLO DE EHGNA

1.5.2.1 LIPIDOS Y LIPOTOXICIDAD

La composicién en la dieta de lipidos juega un importante papel en EHGNA, no
todos los lipidos actiian de similar manera, de forma que existen dos tipos de
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs): n-6 PUFA como acido linoléico y
araquidénico y n-3 PUFA como el acido alfa linoléico, acido eicosapentaenoico y
docosahexaeinoico. Los n-6 presentan capacidad de producir eicosanoides
proinflamatorios, sin embargo los n-3 presentan actividad anti inflamatoria
condicionando disminucion de la lipogénesis y disminucion de la
esteatosis[136]. Existen estudios que demuestran que una alta proporcién
entre n6:n3 en los hepatocitos y en la circulaciéon estan asociados con la

severidad de EHGNA[137].

La lipotoxicidad es el mecanismo mayor por el que se produce disfuncién del
hepatocito y progresién de la EHGNA, condicionada por el exceso de AGL en
sangre con tasas altas que provocan un disbalance en la proporcién de estos en
relacién a los TG que normalmente se encuentran en los hepatocitos. En

pacientes con EHGNA se produce una sobrecarga lipidica hepatica,



principalmente por la existencia de una liberacién continua de AGL desde la
circulaciéon sanguinea hacia el higado. Los AGL atraviesan la membrana
plasmatica de los hepatocitos por difusion o gracias a una proteina
transportadora (CD36 o caveolin-1), ademas existe otra via de produccién de
AGL a través de la lipogénesis de la glucosa en el higado. Este aumento de la
concentraciéon de AGL intrahepatocitarios se compensa por un incremento de
su [-oxidacion mitocondrial y a través de la exportacién de los TG en forma de
VLDL[138]. Esta acumulacion de TG en los hepatocitos actia como un
mecanismo protector frente a la toxicidad inducida por sus metabolitos

(lipotoxicidad)[138].

Existen estudios experimentales en ratones que demuestran que la viabilidad
del hepatocito depende de este mecanismo protector, asi la incubaciéon de AGL
insaturados en los hepatocitos, produce una importante acumulacién de TG sin
afectar a la viabilidad de la célula, mientras que la incubaciéon de AGL saturados,
produce una menor acumulacién de triglicéridos y como consecuencia se
produce la activaciéon de la apoptosis celular, produciendo la muerte del

hepatocito (FIGURA 7).
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Figura 7. LIPOTOXICIDAD
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1.5.2.2 RESISTENCIA A LA INSULINA

La obesidad y el SM son factores de riesgo tanto para EHGNA como para la
EHNA[139]. En poblacién asiatica se ha demostrado la existencia de pacientes
que no presentaban sindrome metabdlico pero si RI y EHNA. La obesidad
central se postulé como el principal factor en la patogenia de EHNA. Existen
estudios con EHNA demostrada con biopsia que postulan la correlaciéon no solo
de la grasa abdominal, sino también del resto de la grasa corporal, en la

severidad de la enfermedad[140].
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1.5.2.3 FRUCTOSA

Es un isémero de la glucosa cuyo uso se ha incrementado como edulcorante
artificial sustitutivo a la sacarosa por su menor precio. Mediante la proteina
facilitadora del transporte de la glucosa (GLUT 5) se absorbe en el intestino
delgado llegando al higado a través de la vena porta en donde se produce la

fosforilacion del carbono produciendo 3 metabolitos intermediarios[141].

La fructosa puede producir hepatotoxicidad indirecta agravando el sindrome
metabolico y aumentando los niveles de TG y disminuyendo los de HDL-
colesterol. Ademas los metabolitos de la fructosa causan depleciéon de ATP
induciendo estrés metabdlico[140]. La ingesta de altos niveles de fructosa
condiciona alteracion de la flora intestinal provocando activacién del eje

intestino higado e induce bajas endotoxemias que predisponen a EHGNA.

Existen estudios que han demostrado que un aumento del consumo de fructosa
se relacionan con aumento de la circunferencia de la cintura y del tejido

adiposo visceral sin cambio en el total de grasa corporal[142].

Los efectos directos de la toxicidad de la fructosa pueden ser debidos a la
acumulacion en el hepatocito de fructosa 1 fosfato que condiciona productos
finales de glicacién avanzada, 17 veces mas rapido que la glucosa, provocando
inflamacion y fibrosis mediante estrés oxidativo y sintesis de citoquinas (TNF-a

e IL-6) por medio de la activacion de las CEH[143].



1.5.2.4 INMUNIDAD

En el higado se encuentran células linfoides que son fenotipicamente y
funcionalmente distintas que sus homologas en la circulacién periférica y en
otros 6rganos (Células B, natural Killer, CD4+ y CD8+), dentro de las células no
linfoides las KC y las células dendriticas (DC) juegan un papel fundamental en la

respuesta inmune.

La EHGNA condicionan que se expresen tipos inmaduros de DC en respuesta a
la estimulacién de lipopolisacaridos de bacterias intestinales condicionando la
secrecion de citoquinas inflamatorias y contribuyendo a empeorar la

enfermedad[144].

La inmunidad innata es el factor mas importante en la inflamacién del
parénquima en las enfermedades hepaticas como la EHNA, estd mediada por
inmunidad innata que incluyen neutréfilos, macréfagos (KC), natural Killer y

natural Killer T.

Las KC, derivadas de los monocitos, son la mayor poblacién de macro6fagos
hepatico, durante la lesiéon hepatica se produce la diferenciaciéon rapida de
monocitos hacia KC siendo indistinguible de las verdaderas KC[145]. Se
encuentran situadas en los sinusoides hepaticos por lo que son las primera
células que contactan con inmunorreactivos exdgenos, fagocitindolos y
expresando antigenos de estos, condicionando la produccién de mediadores
pro inflamatorios tales como citoquinas, prostaglandinas, 6xido nitrico y
productos intermediarios de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Las KC
tienen un papel significativo en el control de procesos inflamatorios e
inmunolégicos por lo que una dieta alta en grasa aumenta las KC y el estado
proinflamatorio. Ademas se produce sobreactivaciéon de las células NKT y

muerte celular condicionando la produccién de EHNA[146].



1.5.2.5 CITOQUINAS

La sintesis de citoquinas (IL-6, TNF-a) estan involucradas en alteraciones
inflamatorias y metabélicas de las fases mas tempranas de la lesiéon hepatica y
condicionan la sintesis de otras citoquinas que, de forma conjunta, inducen
migracion celular e inician procesos de curacién incluyendo la fibrosis[147]. Se
ha encontrado relaciéon entre los niveles de TNF-o (aumentado tanto el
receptor como la forma soluble en higado y tejido adiposo) y EHNA. Igualmente
se ha demostrado que la IL-6 condiciona RI a través de la regulacién de SOCS3 y
la supresion de estos en ratones obesos condiciona sensibilizacién a

insulina[148].

En seres humanos se ha demostrado niveles elevados de IL6, RI y aumento del
estrés oxidativo en pacientes con EHGNA (incluso mayores que en hepatitis

virales cronicas)[149].

1.5.2.6 ADIPONECTINA /VISFATINA / LEPTINA

La adiponectina es una hormona sintetizada por los adipocitos con funcién anti
inflamatoria a través de la secrecién de citoquinas anti inflamatorias (IL-10),

sus niveles estan disminuidos en EHNA.

La visfatina es una adipocitoquina expresada y secretada por tejido adiposo
visceral. Su produccién esta regulada por citoquinas (IL-6, TNF-a) y
lipopolisacaridos de la flora intestinal, ademas presentan accién paracrina
provocando sobre el tejido visceral accién proadipogénica y lipogénica, por lo
que la sobre expresion de visfatina condiciona la diferenciaciéon de células
preadipocitarias a adipocitos maduros y promueve la acumulacién de grasa a

través de la activacion del transporte de insulina[150].



La leptina es una hormona que condiciona una retroalimentacién negativa en
los adipocitos, presenta accion lipostatica. Los niveles de leptina se
correlacionan directamente con la gravedad de EHGNA y con la progresién
EHNA, en donde los niveles de leptina estan elevados independientemente del

IMC[151].

1.5.2.7 FLORA MICROBIOTA INTESTINAL

Existe evidencia que relaciona la flora intestinal con la progresion de EHGNA a
EHNA, a través del eje intestino-higado de forma que productos bacterianos
tales como el ADN, lipopolisacaridos y peptidoglicanos llegan al higado a través
del sistema portal y activan receptores de superficie celular que como resultado
desencadenan inflamacién, transduccion de sefiales inflamatorias vy
fibrosis[152]. Se ha demostrado que la flora intestinal en pacientes obesos
(mayor porcentaje de firmicutes) es distinta que la presente en sujetos con
normopeso (mayor porcentaje de bacteroides). La barrera mucosa actiia como
filtro para el paso de estos, existen estudios que demuestran un aumento de
permeabilidad intestinal y de proliferaciéon bacteriana en pacientes con EHGNA

y EHNA[153].

Ademas las bacterias producen etanol endégeno aumentando el estrés

oxidativo y la inflamacidn hepatica[154].



1.5.3 CLINICA DE EHGNA EN NINOS

Esta enfermedad suele ser poco expresiva porque los pacientes suelen estar
asintomaticos o presentar manifestaciones inespecificas, como astenia o

molestias en hipocondrio derecho.

En la exploracion fisica, pueden presentar hepatomegalia (33-55%) y acantosis
nigricans (36-49%), siendo éste ultimo un hallazgo descrito solamente en

ninos.

La acantosis nigricans, consiste en un engrosamiento e hiperpigmentacion de la
piel, de localizacion intertriginosa, que ha sido considerada como un marcador

de hiperinsulinemia y de resistencia a la insulina[155].

Otros signos, como son la esplenomegalia, la presencia de borde duro en el
higado, eritema palmar y teleangiectasias, sugieren la presencia de una

enfermedad hepatica avanzada con evolucién cirrégena.

1.5.4 DIAGNOSTICO

1.5.4.1 EXAMEN CLINICO:

Hay una correlacién significativa entre el grado de esteatosis hepatica y el
indice cintura/cadera, sefialando la importancia de la grasa intraabdominal o

visceral como predictor del higado graso que es un precursor del EHNA[114].



1.5.4.2 PRUEBAS DE LABORATORIO:

Los estudios de laboratorio en el EHNA muestran una elevaciéon moderada (2-4
veces por encima de lo normal) de los niveles séricos de transaminasas en el
70-100% de los casos, con una razén AST/ALT<1 en la mayoria de los casos,
cuando este indice se invierte sugiere la presencia de patologia avanzada. Los
niveles de albiimina, bilirrubina y el tiempo de protrombina son normales a
menos que exista cirrosis. Es frecuente la hipertrigliceridemia, y los niveles de
ferritina estan elevados en el 53-62% de los casos. En adultos pueden existir

anticuerpos antinucleares a titulos bajos[114, 156].

1.5.4.3 TECNICAS DE IMAGEN:

La ecografia es la técnica mas asequible y econémica para detectar depdsitos
grasos en el higado, ademas de ser la primera técnica de eleccién a utilizar, a
pesar de que su sensibilidad decrece para discernir gravedad entre los distintos
grados de EHNA[157, 158].

A pesar de que la biopsia hepatica es el inico método eficaz para el diagnoéstico
de esta entidad, en la practica clinica es todavia motivo de controversia cuando
estd indicada su realizacion. Esto se debe a que, en general los pacientes se
encuentran asintomaticos, el prondstico en la mayoria de los casos es bueno, no
existe un tratamiento bien establecido, y que la biopsia es una técnica con un
coste econdmico y no se encuentra exenta de complicaciones. Muchos
hepatélogos s6lo recomiendan la biopsia en pacientes con enzimas hepaticas

persistentemente anormales una vez eliminados otros factores de riesgo[159].



- ECOGRAFIA EN MODO B

La ecografia es la técnica mas asequible y econdmica para detectar depdsitos
grasos en el higado, ademas de ser la primera técnica de eleccion a utilizar, a
pesar de que su sensibilidad decrece para discernir gravedad entre los distintos

grados de EHNA[157, 158].

Valora la presencia de grasa de forma subjetiva, dividiendo los grados de

esteatosis en cuatro de forma cualitativa:
Grado 0, normal: ecogenicidad homogénea y similar a la corteza renal o a bazo.

Grado 1, leve: aumento de ecogenicidad leve, ligeramente superior a corteza

renal o a bazo.

Grado 2, moderado: aumento difuso de la ecogenicidad con mala visualizacion

del diafragma o ramas portales.

Grado 3, severa: aumento de ecogenicidad que impide la visualizaciéon de

diafragma ni de ramas portales.

El principal problema es que es explorador dependiente y no distingue entre

esteatosis y fibrosis[160].

- RM MORFOLOGICA CUALITATIVA

Se basa en técnicas de desplazamiento quimico para diferenciar entre la
densidad de protones de grasa y de agua del higado. Secuencias en FASE(F) y
OPUESTO DE FASE(OF). El higado normal tiene la misma IS en F y OF mientras

que cuando hay esteatosis la IS cae en OF.



- RM CUANTITATIVA

Se basa también en técnicas de desplazamiento quimico mediante el calculo de
la fraccién de densidad de protones de grasa en el higado y fraccién de
densidad de protones de grasa. Es un marcador estandarizado y reproducible y
parece ser el mas objetivo en la cuantificacion de la grasa hepatica. Es una ratio
que surge de dividir la cantidad de protones de grasa mdviles entre la suma de
la densidad de protones de grasa y agua moviles. Ha mostrado resultados
prometedores en nifios comparandolo con la biopsia. Requiere un postproceso
con algoritmos especificos y software para cadlculo automatico que no esta
disponible en todos los equipos actualmente. Se postula que los niveles

normales en nifios son 5-6% aunque todavia esta por establecer.

- ESPECTRO-RM

Es el método no invasivo mdas exacto para cuantificar la cantidad de grasa
hepatica y se usa como valor de referencia en muchos estudios. Muestra el
espectro del higado con los picos producidos por el agua y la grasa. En
condiciones normales el pico de agua es dominante y se encuentra en 4,7 ppm y
el de la grasa suele distribuirse en varios picos muy pequefios que no se suelen
ver. Cuando hay esteatosis el pico dominante es el de la grasa. Sin embargo no
estd ampliamente disponible y estudia s6lo porciones del higado. Ademas la
adquisicién y andlisis es compleja, consume mucho tiempo de maquina y
postproceso y so6lo esta disponible en determinados centros especializados en
investigacién. Por eso no hay muchas esperanzas en que esta técnica tenga una

amplia implantacidn y en niflos no hay apenas estudios[160-162].



- TECNICAS PARA MEDIR FIBROSIS:

FIBROSCAN

O elastografia de transicion: mide la rigidez del higado en kPa. Tiene
limitaciones en un 5% de los pacientes, sobre todo en casos de obesidad y
ascitis. Tiene también algunas desventajas técnicas como una profundidad de
medida fija y que no se ve en qué zona se toma la medida. Los valores normales
estan entre 6,5 y 7 kPa. Tiene alta S y E en la distincién entre fibrosis leve y

severa[163].

ELASTOSONOGRAFIA

(ARFI, Shear wave, segin las casas comerciales: Siemens y GE) La técnica es un
método para cuantificar virtualmente la rigidez hepatica con un software
integrado en un ecégrafo convencional. Consiste en emitir un tren de pulsos
cortos de alta energia y frecuencia de repeticién baja con un transductor
modificado. Los pulsos alteran mecanicamente el tejido y provocan ondas que
producen microdesplazamientos locales perpendiculares a la direccién de los
pulsos actsticos. Permite medir la velocidad de propagacién de las ondas, un
parametro bioldgico considerado analogo a la elasticidad de los tejidos,
expresado en m/s. Existe un aumento en la velocidad conforme aumenta el
grado de fibrosis. Con esta técnica es dificil distinguir entre nifios sanos y con
estadios precoces de fibrosis (F0-F1). Pero si permite discriminar entre nifios
con fibrosis establecida (>F2) de fibrosis leve (F1). Podrian definirse dos zonas
de seguridad en las que sin necesidad de biopsia la fibrosis hepatica puede
cuantificarse con sensibilidad o especificidad elevadas. Hasta 1,23 m/s la
sensibilidad es muy alta. De 1,24 m/s a 1,62 m/s, es una zona de incertidumbre.

A partir de 1,62 m/s la especificidad es muy alta.



Los estudios sobre la utilidad de esta técnica en el seguimiento de la
enfermedad hepatica crénica en los nifios son escasos pero con resultados

prometedores usando el Fibroscan y la biopsia hepatica como referentes.

La esteatosis no se relaciona con la velocidad de propagacién de las ondas,
aunque algunos articulos dicen que disminuye la velocidad, pero la actividad

necroinflamatoria si de forma significativa.

Es una nueva herramienta con ventajas probadas en adultos. La exactitud
diagnoéstica es similar a la del Fibroscan, de hecho se plantea como una
alternativa, pero tiene ventajas afiadidas: puede usarse en pacientes con

espacios intercostales pequerfios, con ascitis y con obesidad mdérbida[164].

ELASTO-RM

Mide también la elasticidad de los tejidos midiendo la velocidad de las ondas. Es
superior en la evaluacion de la fibrosis ya que la obesidad no es una limitacién y
permite estudiar el higado entero. Sin embargo los datos son muy escasos por
su baja disponibilidad y sus altos costes que limitan su uso en la practica clinica

siendo necesario realizar estudios para valorar esta técnica en nifios[165].

Para la realizacién de todas las técnicas de resonancia magnética se necesitan
tiempos largos de mdaquina, haciéndola poco practica en la clinica diaria,

ademas en ninos es necesario sedacién y anestesia con bastante frecuencia.
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2.1 HIPOTESIS

La EHGNA es un problema clinico emergente entre la poblacidn obesa. Esta
entidad incluye un amplio espectro de lesiones hepaticas que van desde la
simple esteatosis hepatica sin inflamacién, a la EHNA con la posible evolucion a
cirrosis hepatica.

Aunque este sindrome tiene una etiologia multifactorial, la obesidad es el factor
que se asocia de forma mas consistente. Muchos detalles referentes a la EHGNA
en nifios son desconocidos, incluyendo los mecanismos implicados en su
desarrollo, habiendo asumido los mismos mecanismos que en el adulto. La
mayoria de las publicaciones incluyen pacientes de rango de edad muy amplio y
analizan los resultados sin diferenciar a nifios y adolescentes.

Nuestra hipdtesis se basa en la idea de que los mecanismos implicados en la

EHGNA es distinta en nifios y adolescentes.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Conocer en pacientes obesos si la prevalencia de esteatosis hepatica es distinta

en los nifios prepuberes frente a los adolescentes.

2.2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Identificar factores de riesgo: familiares, somatométricos, metabdlicos y
bioquimicos (citoquinas, estrés oxidativo) que diferencien a los nifios y
adolescentes obesos con y sin esteatosis.

- Conocer qué factores influyen en los pacientes obesos con y sin aumento de

transaminasas.
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Disefio de estudio: Estudio de cohortes prospectivo.

Ambito de estudio Hospital Universitario San Cecilio de Granada.

3.1 PACIENTES

La cohorte de pacientes estd compuesta por 157 ninos y adolescentes

espafioles, entre 4-15 afios de edad.

3.1.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Todos los sujetos de estudio tenian un IMC o indice de Quetelet superior al
percentil 95 segln la edad y el sexo, usando las bases de datos de referencia
para el IMC de nifios espafioles®. Los pacientes fueron incluidos en la cohorte de
forma consecutiva cuando fueron remitidos a la consulta de endocrinologia
Pediatrica con diagnéstico de obesidad, segun las “Curvas de Referencia para la
Tipificacién Ponderal de la poblacién infantil y juvenil” del grupo colaborativo
AEP-SENC-SEEDO (Asociacion Espafiola de Pediatria y Sociedad Espafiola para
el Estudio de la Obesidad) del afio 2002.

- Los participantes en el estudio no consumian alcohol o medicaciones
esteatogénicas.

- Aceptacion de participar en el estudio con la firma del Consentimiento

informado

6
Herndndez M, Sanchez E, Sobradillo B. Curvas y tablas de crecimiento. In: Argente ], Carrascosa A, Gracia R,
eds. Tratado de Endocrinologia Pediatrica y de la Adolescencia. 2nd ed. Barcelona: Doyma; 2000:1441-99.



3.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Fueron excluidos del estudio a los nifios que recibian medicacién o tenian otra
enfermedad asociada o no a la obesidad que pudiera alterar el indice de
evaluaciéon del modelo homeostatico ( HOMA-IR) o propiciar la esteatosis
hepatica. Como por ejemplo, los pacientes tratados con corticoides, presencia
de diabetes tipo I, déficit de alfa-1-antitripsina, hepatitis infecciosa o sindrome

de Wilson.

3.2 METODOS

3.2.1 METODOLOGIA CLINICA

3.2.1.1 ANAMNESIS

Se recogié en la historia clinica del paciente los antecedentes familiares de
obesidad, diabetes tipo 2 (en primer o segundo grado), alteracién del
metabolismo lipidico o de enfermedad hepatica, edad, sexo, grupo étnico, peso
al nacer, duraciéon de la lactancia materna, consumo de firmacos o téxicos,
habito tabaquico o consumo de alcohol en adolescentes.

Se pregunt6 por la presencia de sintomas especialmente dolor abdominal no

especifico o fatiga.

3.2.1.2 EXPLORACION

Se registraron las siguientes variables clinicas: peso, talla, indice de masa

corporal (peso en kilogramos/altura en metros cuadrados), presion arterial



sistélica y diastdlica, presencia de acantosis nigricans, hepatomegalia o
esplenomegalia.

El peso se obtuvo con una bascula clinica (precision de 100 g) con el nifio
desnudo o en ropa interior pero descalzo, colocado sobre el centro de la bascula
sin apoyarse en sitio alguno, comprobandose periédicamente la escala con un
peso conocido.

La talla se tom6 con un estadiémetro (modelo Holtain, amplitud 840-2060 mm)
con precisiéon de 0.1 cm, estando el nifio de pie, descalzo y erecto, con sus
talones, nalgas y parte media superior de la espalda en contacto con la guia
vertical de medicion. Los tobillos juntos, los brazos colocados con las palmas
hacia dentro, y la cabeza levantada cémodamente, procurando un plano
imaginario entre el borde inferior de la drbita y conducto auditivo externo.

Con el fin de comparar los valores de IMC en todas las edades y sexos, se calculd

la puntuacién del IMC z-score[7].

3.2.1.3 METODO DIAGNOSTICO DE LA ESTEATOSIS HEPATICA

A 127 pacientes se le practicé una ultrasonografia hepatica para definir la
presencia de higado graso por un experto radiologo, usando un aparato Toshiba
Powervision 6000 scaner (Toshiba Medical, Otawara, Japan) con un
transductor de 3,5-6 MHz.

El radi6logo desconocia las condiciones clinicas y analiticas de los pacientes.
Los parametros usados por el radidlogo para el diagnéstico de esteatosis
fueron: evidencia de hiperecogenicidad difusa del higado en relaciéon a los
rifiones, atenuacion ecografica y pobre visualizacién de los vasos intrahepéticos
y diafragma[160]. Como control de calidad un 10% de los sujetos fueron

reevaluados y el coeficiente de variacion de los resultados fue inferior al 1%.



3.2.2 RECOGIDA Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

3.2.2.1 RECOGIDA DE MUESTRAS

Las muestras sanguineas fueron obtenidas después de 10 horas de ayuno y
divididas en tubos de plasma y suero. Para la determinaciéon de parametros
bioquimicos, la sangre fue procesada y analizada por los métodos de rutina en
el laboratorio general del Hospital Universitario San Cecilio de Granada. Para
cada paciente se determind, glucosa (miligramos por decilitro), insulina
(microunidades por mililitro), TG (miligramos por decilitro), colesterol total
(miligramos por decilitro), LDL colesterol (miligramos por decilitro), HDL
colesterol (Miligramos por decilitro), ALT (unidades por litro), AST (unidades
por litro) y gamma glutamil-transferasa (GGT) (unidades por litro).

El indice HOMA-IR (Homeostasis model assesment, modelo homeostatico con
datos basales) fué calculado segun la siguiente férmula: Insulina (uU/mL) x
glucosa (mmol/L)/22,5.

Se congelaron 2ml de suero a -809C para estudio de los niveles de adipoquinas,
TNF-a receptor soluble de TNF-a y los marcadores de estrés oxidativo.

En todos los nifios con aumento de transaminasas se ampli6 el estudio para
excluir otras enfermedades metabdlicas, viricas o autoinmunes capaces de
provocarla (hepatitis virica, enf. Wilson, fibrosis quistica, déficit de alfa-1-
antitripsina, estudio del metabolismo del hierro, funcién tiroidea y

autoanticuerpos).

3.2.2.2 ANALISIS DE LA MUESTRA HEMATOLOGICA

e Los parametros hematoldgicos se determinaron con el analizador ISAZA

COULTER S-PLUS JR. Los parametros bioquimicos mediante el analizador



automatico HITACHI 717 (Boehringer Mannheim) siguiendo los métodos
habituales de nuestro hospital.

En los nifios con ALT elevada se determinarén los anticuerpos
antinucleares (ANA) y antimitocondriales (AMA) mediante el analizador
automatico Atom® (inmunofluorescencia indirecta) con células Hep-2
para ANA y con antigenos presentes en higado, rifién y estdbmago de rata
para los AMA. Los marcadores del Virus del la hepatitis A (VHA) y Virus
de la hepatitis b (VHB) por enzimoinmunoensayo convencional (Abbott),
CMV (Instituto Berhing). El Virus de la hepatitis C (VHC) mediantes
ELISA3 (Ortho), RIBA3 (Chiron ). Las hormonas tiroideas mediante
inmunoensayo competitivo para la triyodotironina (T4) total y tiroxina
(T3 ) libre y un test inmunométrico para la hormona estimulante del
tiroides (TSH) (IMMULITE 2000%®). La alfa-fetoproteina mediante
enzimoinmunoensayo de microparticulas (MEIA Axsym® AFP).

La determinacion de la concentracion en suero de las citoquinas se
midieron en plasma. La adiponectina (nanogramos por mililitro), leptina
(nanogramos por mililitro), TNF-a (picogramos por mililitro), IL-6
(picogramo por mililitro), y MCP-1 (picogramo por mililitro) se midieron
por Luminex 100 Sistema Integrado de 2,3 software en los 200 Bio-Plex
Sistema (Bio-Rad, Austin, TX). Los ensayos se realizaron de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La forma soluble de TNF-a receptor (sTNFa-
R) se determind por inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) (Bender
Med Systems, Viena, Austria). No se detecté reactividad cruzada con TNF
humano-a (<1 ng / ml) o TNF-beta (<100mg/ml). El receptor soluble de
leptina (SLR) se determiné por ELISA (Enzo Ciencias de la Vida, de
Plymouth Meeting, PA). La determinacion de los niveles de sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEAS) se realiz6 mediante ELISA (IBL-

International, de Hamburgo, Alemania).



Los marcadores de estrés oxidativo fueron analizados en muestras
simples de sangre. Para la determinacién de los niveles de nitritos, las
muestras de plasma fueron desproteinizadas y los sobrenadantes se
utilizaron para medir la cantidad de nitrito mediante la reacciéon de
Griess a 550 nm, en un lector de microplacas (TRIAD serie, Dynex
Technologies, Chantilly, VA)[166]. Las concentraciones se calcularon de
acuerdo con una curva estandar y expresada en nanomoles por
mililitro. Para la actividad especifica de la GPx eritrocitaria y GRD, los
eritrocitos se lisaron y se utiliza sobrenadantes. Las actividades
especificas se midieron después de la oxidacién de los NADPH durante
3 minutos a 340 nm en un espectrofotdmetro UV (Thermo Spectronic,

Biomate3, Rochester, NY)'.

La actividad de ambas enzimas se expresa en nanomoles por miligramo
de hemoglobina (HB). Las formas GSH y GSSG se determind en el lisado
de células sanguineas. Ambos GSH y GSSG se midieron mediante un
método fluorométrico que fue ligeramente modificado[167]. Las
muestras se incubaron con ophthalaldehydo y se midié la fluorescencia
en un lector de placas espectrofluorémetro (TRIAD Series, Dynex
Technologies). Usando una curva normal de concentraciones conocidas
de GSH para el procesamiento de las muestras. Para medir la
concentraciéon de GSSG, los sobrenadantes se preincubaron con N-
etilmaleimida, y luego se alcaliniz6 con NaOH. Se midi6 la fluorescencia
y las concentraciones de GSSG se calcularon de acuerdo con una curva
estandar. Los niveles de GSH y GSSG se expresan en nanomoles por

miligramo de HB.



3.2.3 ANALISIS DE LOS DATOS

Ciento cincuenta y siete nifios y adolescentes obesos fueron incluidos en el
estudio. Los sujetos fueron clasificados segin la situacién puberal de la
siguiente manera: Grupo 1-pacientes sin signos de madurez sexual de acuerdo
con los niveles de DHEAS (59 nifios); grupo 2-pacientes diferentes estadios de
Tanner” y con altos niveles de DHEAS (98 adolescentes). Para el estudio de los
factores asociados con esteatosis hepatica, cada paciente se clasific6 de acuerdo

con la ausencia o presencia de esteatosis hepatica detectada por ecografia.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico para

Ciencias Sociales (SPSS 15.0, SPSS Inc, Chicago, IL).

Los resultados se presentan como media + desviacion estandar. El analisis
estadistico se realiz6 con la prueba t de muestras independientes para
comparar las variables con distribuciéon normal, mientras que para las variables
sin distribucién normal se usé la prueba de Mann-Whitney. Las correlaciones
lineales se calcularon por el Coeficiente de correlacion de Pearson. El grado de
asociacién se determin6 mediante el calculo de la odds ratio (OR) y su intervalo
de confianza del 95% (IC del 95%) por medio Regresion logistica. El criterio de

significacion estadistica fue p <0,05.

3.2.4 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio se desarrollé de acuerdo con la udltima versiéon de la

Declaracion de Helsinki y los requerimientos locales. Antes de la inclusion del

7
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primer sujeto de estudio, el protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del

Hospital San Cecilio.

El modelo de consentimiento informado genérico puede encontrarse como

Anexo L.

Los investigadores fueron los responsables de obtener el consentimiento
informado FIRMADO, para los sujetos participantes. Los pacientes mayores de
12 anos y todos los padres de los sujetos de estudio firmaron el consentimiento
informado después de recibir una hoja de informacién explicando el objeto del
estudio. Los consentimientos informados se firmaron por duplicado (original

para el investigador y copia para el sujeto participante (padres/tutores).

Confidencialidad de los datos. En todas las fases del estudio se respet6 lo
establecido por la Ley de Proteccidén de Datos. Se mantuvo la confidencialidad
de todos los datos de caracter personal, los cuales quedaron anonimizados en la
base de datos central, que, ademas, ha estado protegida por una contrasefia que

s6lo era conocida por el personal autorizado implicado en el estudio.
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4.1 ANALISIS DESCRIPTIVO

4.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES

Se incluyeron en el estudio 157 ninos obesos de ellos, 78 (49,7%) eran nifias y
79 (50,3%) nifios, con una media de edad de 10,7 afios * 2,4 (entre 4 y 15
afios). La media del indice de masa corporal fue de 28,6 + 3,7 (entre 22y 44) y
la media del IMC-z-score corregido por edad y sexo fue de 2,23 + 0,03 (entre 1,7
y 4). Solamente 2 (1,9%) nifios tenian acantosis nigricans, 6 (5,7%) nifios
tenian hepatomegalia y de ellos 5 eran nifios y una nifia. Al valorar los
antecedentes familiares de diabetes o trastornos lipidicos: 55 (37,4%) no
tenian antecedentes, el resto, 34 tenian antecedentes de diabetes (21,8%) en la
familia, 28 trastornos lipidicos (18,4%) o ambos en 35 pacientes (22,4%). No

fue recogido en 5 pacientes (3.18 %)

4.1.2 ANTECEDENTES PERINATALES Y TIEMPO DE EVOLUCION DE LA
OBESIDAD

El 90% de los pacientes incluidos en el estudio tuvieron un peso normal al
nacer (2500-4000g), el 4,7% tuvo un peso inferior a 2500g y el 5,3% pesd mas
de 4000g. E1 65% recibi6 lactancia materna exclusiva con una media en meses
de 4,03 * 3. El resto se alimento con lactancia artificial o mixta. El tiempo de
evolucion de la obesidad pudo ser recogido en 134 nifios con una media de 5,7

+ 2,8 anos.



4.1.3 INSULINA, INDICE HOMA Y PEPTIDO C

El 71,3% de los nifios tenian un Péptido C superior a 2, presentando una
correlacién positiva con las cifras de insulina (Rho de Spearman = 0,800 y un
valor de p<0,001), del indice HOMA (Rho de Spearman = 0,789 y un valor de
p<0,001) y con la edad de los pacientes (Rho de Spearman = 0,518 y un valor de
p<0,001).

4.2  ANALISIS BIVARIANTE

4.2.1 ANALISIS DE PARAMETROS ESTUDIADOS EN TODOS LOS
PACIENTES Y EN LOS NINOS Y ADOLESCENTES

El resto de las variables estudiadas se muestran en la tabla 5 y 6 en los nifios y
adolescentes obesos. Los nifios (G1) eran mas obesos que los adolescentes y las
tasas de colesterol total eran mas altas. En el grupo de adolescentes, la insulina,
glucosa y el indice HOMA fueron significativamente mas altos con respecto a los
nifos.

Las variables asociadas de forma significativa con el estrés oxidativo y
citoquinas estan representadas en la tabla 6. GPx, la fraccion TNFa/RTNFa, el
receptor soluble de la leptina (SLR) y la adiponectina estan mas elevadas en el
grupo 1, mientras que la leptina y la leptina libre estdn mas elevadas en el
grupo 2. SLR presenta una correlaciéon negativa con la leptina en el todos los

pacientes (Coeficiente de correlacién de Pearson -344; p<0,01).



Tabla 5. CARACTERISTICAS DE LOS NINOS Y ADOLESCENTES OBESOS

Total

Caracteristicas n=157
Género masculino: n (%) 79 (50)
DHEAS 1296
IMC (z-score) 2,23+0,03
Afios de obesidad 57+0,2
Glucosa (mg/dL) 84+0,7
Insulina (pU/mL) 15,8+0,8
Péptido C (mg/dL) 3,3+0,6
indice HOMA 31%0,2
Colesterol total (mg/dL) 163 +£2,9
Triglicéridos (mg/dL) 87 +3,8
LDL-C (mg/dL) 98 +2,3
HDL-C (mg/dL) 50,5+0,8
Bilirrubina total (mg/dL) 0,36 +0,01
Apolipoproteina A (mg/dL) 132,5+1,7
Apolipoproteina B 100 (mg/dL) 68+ 1,9
ALT (UI/L) 23+1
AST (UI/L) 25+0,9
GGT (U/L) 15+0,6

G1
n=59
30 (51)
71,5+ 4
2,4+04
46+2
815+1,1
11,5+0,8
2,1+£0,1
2,3+0,2
172 +4,5
91+3
101 +3,7
52+1,3
0,30+ 0,02
135+2,8
69 +4,1
24+1,6
28+1
14,8+ 0,7

G2
n=98
49 (50)
162+7
2,1+0,2
6,33
85+0,8
17+1
4+1
3,5+0,2
157 £ 3,7
85+4,3
95+3
50+1

0,40 + 0,01
131+£2,2
67 +2
23+1,2
24+1,2
15+0,6

P

0,921
0,001
0,001
0,684
0,022
0,001
0,143
0,001
0,004
0,320
0,227
0,225
0,011
0,252
0,784

0,583

0,024
0,672

ALT: alanino aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; BMI: indice de masa
corporal; DHEA: dehidroepiandrosterona sulfato; GGT: gamma glutamiltransferasa; HDL:
lipoproteinas de alta densidad; HOMA-RI: indice de evaluaciéon del modelo homeostatico;
LDL: lipoproteinas de alta densidad. Grupo 1, 59 nifios; grupo 2, 98 adolescentes. Los
resultados estdn expresados como media *+ DE. En negrita se encuentran aquellas p

estadisticamente significativas.



Tabla 6. MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO SISTEMICO, CITOQUINAS

PROINFLAMATORIAS Y ADIPOQUINAS EN NINOS Y ADOLESCENTES OBESOS

Parametro

GSH(nmol/mg HB)
GSSG(nmol/mg HB)
GST(nmol/mg HB)
GSSG/GSH

GPx (nmol/mg HB)
GRd (nmol/mg HB)
LPO (nmol/mL)
Nitritos (nmol/mL)
RTNFa (pg/mL)
TNFa (pg/mL)

TNFa/ RTNFa

MCP-1 (pg/mL)
Leptina (ng/mL)

SLR (ng/mL)

Indice leptina libre (FLI)
IL6 (pg/mL)

Resistina (pg/mL)
Adiponectina (ng/mL)

Total
n=157
4,8+0,1
1,0 £ 0,06
59+0,13
0,22 +0,01
36,0+ 0,9
2,5+0,08
8,5+0,23
8,7+0,3
1,90 £ 0,08
7,7 +0,4
49+0,4
448 + 34
258+1,1
16,3+ 0,6
20+ 1,4
11,6 +1,8
53,9+5
839+1,9

G1
N=59
4,7+0,2

0,99 £ 0,07

57+%0,2

0,21 £0,02

392+14
2,6+0,1
8,6 +04
9+0,5
1,80+0,1
7,4+0,6
55+0,8
390 + 37
22,4+1,6
19,8+ 0,9
14,5+ 2
14,6 + 3,8
52,8+6,6
89,7+2,6

G2
n=98
4,8+0,2
1,0 £ 0,07
59+0,17

0,22 £ 0,08

345+1,2
2401
8,3+0,3
85+04
2,03+0,1
78+0,5
4,5+0,3
484 £ 49
27,9+1,6
14,6 £ 0,6
22,2+1,8
9917
546 £7,1
80,4+2,6

P

0,742
0,925
0,461
0,925
0,015
0,190
0,527
0,357
0,190
0,618
0,001
0,183
0,024
0,001
0,005
0,199
0,864
0,019

GPx: glutation oxidasa; GRd: glutation reductasa; GSH: glutataion reducido; GSSG: glutation
oxidado; HB: hemoglobina; IL: interleuquina; MCP: proteina quimiotactica de monocitos; SLR:
receptor soluble de leptina; TNF-a: factor de necrosis tumoral-a; TG: glutation total. Grupo 1,
59 nifios; grupo 2, 98 adolescentes. Los resultados estan expresados en media * DE. En negrita
se expresan aquellas p estadisticamente significativas.



4.2.2 ESTUDIO DE LA ESTEATOSIS HEPATICA

La presencia de esteatosis hepatica fue evaluada en 127 pacientes (51 en el
grupo 1y 76 en el grupo 2) y los sujetos que presentaron esteatosis fueron 57
con una prevalencia del 44,9%, no encontrando diferencias respecto a la edad o
el sexo. En el grupo 1 presentaron esteatosis 20/51 (39,2%) frente a 37/76
(48,7%) en el grupo 2.

En la Tabla 7 y 8 se muestran las variables asociadas con esteatosis hepatica y
las diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

En la tabla 7 estan representadas el IMC (z-score) y la bioquimica sanguinea. En
el grupo 1, el HDL-C fue mas bajo en los nifios con esteatosis. En el grupo 2 los
factores asociados con la esteatosis fueron: mayor niveles de insulina, de indice
HOMA, péptido C, ALT, AST y triglicéridos.

El resto de parametros bioquimicos estudiados no mostraron diferencias

estadisticamente significativas.



Tabla 7. CARACTERISTICAS DE LOS NINOS Y ADOLESCENTES OBESOS Y LA
PRESENCIA DE ESTEATOSIS HEPATICA

G1 G2
No Esteatosis P No . P
. . Esteatosis
esteatosis esteatosis
N=31(61%) N=20 (39%) N=39 N=37(48,7%)
(51,3%)

IMC (z score) 2,4+0,06 2,4+0,06 0,999 2,08+0,03 2,2+0,04## 0,019
ALT UI/L 22+ 14 27,4+39 0,135 195+1,1 275+2,6 0,007
AST UI/L 26,1+1,2 29+2,1 0,203 21,7+0,8 26+2,7 0,007
GGT UI/L 15,4 +1,3 14+09 0,453 146+1 15,6 £ 0,9# 0,476
Hierro (pug/mkL) 84 +5,6 696 0,089 83,25 79,06 + 4# 0,533
HDL-C (mg/dL) 54,4 +1,7 48,5+1,7 0,026 50+1,6 48+ 1,7 0,427
Triglicéridos (mg/dL) 82 +8,4 98 + 14 0,302 753+62 952+7,6 0,047
Hombres, n(%) 14 (54) 12 (46) 21(52,5) 19 (47,5
Mujeres, n(%) 17 (68) 8(32) 0,392 18 (50) 18 (50) 1.000
Insulina (pU/mL) 12+1,3 11,2+1,1 0,668 13,3+0,83 22,7+2,1### 0,001
Péptido C (mg/dL) 2,1+£0,2 2,2+0,2 0,738 25+0,1 6,5 + 2,0### 0,043
HOMA-RI 24+03 2,4+0,2 0,999 2,7+0,2 4,7 £ 0,5### 0,001

La presencia de esteatosis hepdtica fue evaluada en 127 sujetos. Grupo 1, 51 nifios; grupo 2, 76
adolescentes. Las diferencias estadisticamente significativas entre esteatosis en grupol y grupo 2 se
encuentran marcadas como (##) (P<0.010) y (###) (P<0.001). Los resultados estadn expresados en
media * DE. En negrita se expresan aquellas p estadisticamente significativas. ALT: alanina
aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; IMC: indice de masa corporal; HDL:
lipoproteinas de alta densidad; HOMA-RI: indice de evaluacién del modelo homeostatico .

En la tabla 8 se muestran los marcadores de estrés oxidativo y la medida de los
niveles de adipoquinas. En el grupo 1 los nifios con esteatosis muestran niveles
elevados de GSSG y resistina y un descenso de la actividad especifica de GRd y
de GPx. En el grupo 2, los adolescentes con esteatosis tienen niveles mayores de
GSSG, GST, del indice GSSG/GST y de leptina. La GPx y el receptor soluble de la
leptina fueron mas bajos en el grupo de pacientes adolescentes con esteatosis.
Al comparar estas variables entre los dos grupos con esteatosis, los
adolescentes fueron menos obesos pero tenian mayores niveles de insulina,
indice HOMA y péptido C (Tabla7) y menores tasas de SLR y adiponectina que

los nifios obesos con esteatosis (Tabla 8).



Tabla 8. RESULTADOS DE LOS MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO Y
ADIPOQUINAS EN LOS NINOS Y ADOLESCENTES OBESOS Y PRESENCIA DE

ESTEATOSIS HEPATICA
Gl G2
No esteatosis  Esteatosis P No esteatosis Esteatosis P
N=31 N=20 N=39 N=37
GSSG (nmol/mgHB)  0.78+0.06  1.13+0.15  0.028 0.8+0.06 1.2+0.14" 0.013
GSHT (nmol/mg HB) 55+0.3 5.9+0.4 0.421 5.4+0.2 63+0.3  0.014
GSSG/GSH 0.19+0.03 0.24+0.03 0.228 0.18+0.01  0.25+0.03 0.028
GPx (nmol/mg HB) 407+15 35.8+4 0.052 38.1+16 326+2  0.035
GRd (nmol/mg HB) 2.8+0.1 23+0.2 0.017 2.7+0.2 22402  0.081
Resistin (ng/mL) 454165 724+15  0.036 56.5 +15 57.3+83  0.963
Leptin (ng/mL) 2242 24.1+3 0.547 236+16 308 +28  0.026
SLR (ng/mL) 20.7+1.3 19.1.416  0.442 16+1 13.4 +0.8" 0.048
Adiponectin (ng/mL)  87.7+4.2 94.1+2.8  0.267 84.7+3.7 767+46™ 0.178

La presencia de esteatosis hepatica fue evaluada en 127 sujetos. Grupo 1, 51 nifios; grupo 2, 76
adolescentes. Las diferencias estadisticamente significativas entre esteatosis en grupol y grupo 2
se encuentran marcadas como (##) (P<0.010) and (###) (P<0.001). Los resultados estan
expresados en media + DE. En negrita se expresan aquellas p estadisticamente significativas. GPx:
glutation oxidasa; GRd: glutation reductasa; GSH: glutatién reducido; GSSG: glutatién oxidado; HB:
hemoglobina; SLR: receptor soluble de la leptina.

4.2.3 INDICE HOMA Y ESTEATOSIS EN RELACION A LA EDAD Y EL SEXO

Como se observa en la figura 8, la asociacién entre el indice HOMA y esteatosis,
difiere en relacion a la edad y el sexo. En el grupo 1, no hay diferencias entre los
nifios y las niflas con y sin esteatosis en el HOMA, en el grupo 2 los valores son
superiores en ambos sexos pero sobretodo en varones con esteatosis.

El incremento del indice HOMA en adolescentes (Tabla5) es fundamentalmente
de los varones. En relacidén a la glucosa todos los sujetos de estudio tenian una

normoglicemia en ayunas (nivel de glucosa en ayunas inferior a 110mg/dL).



Por tanto el incremento del indice HOMA es a expensas de un incremento de
insulina. Finalmente hay una correlacién entre la edad y el HOMA (Coeficiente
de correlacion de Pearson 0,511; p<0,001) pero no entre el indice HOMA y los

afios de obesidad.

4.2.4 ANALISIS MULTIVARIANTE

El analisis multivariante mostré que el descenso en la actividad de GRd fue el
Unico factor independiente relacionado con la esteatosis en el Grupo 1 (odds
ratio [OR] 0,165; 95% IC: 0,03 -0,84; P=0,030); también, el analisis muestra
una tendencia a que el incremento de los niveles de resistina esta relacionado
con la esteatosis con un valor de p=0,064 cercana a la significacién (OR 3,9;
95% IC: 0,958-15,874). El resto de marcadores inflamatorios no mostraron
diferencias estadisticamente significativas.

En el grupo 2 los factores independientes relacionados con la esteatosis fueron
el incremento de GSSG (OR 6,8; 95% IC: 1,6-28,7; P=0.010) y del HOMA-IR (OR
1,9; 95% IC: 1,17-3,1; P=0,009). Al comparar la esteatosis entre el grupo de
nifios y adolescentes, el Unico factor independiente encontrado fue los niveles

mayores de HOMA en el grupo 2 (OR 2,45; 95% IC: 1,4-4,3; P=0,002).
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Figura 8. HOMA-IR en relacion al sexo y esteatosis. Los sujetos han sido clasificados en 4
grupos segun el sexo y al grupo al que pertenecian (nifios G1; adolescentes G2). Los puntos
negros representa el indice HOMA-RI en sujetos sin esteatosis hepdtica y los puntos blancos
representan el indice HOMA-RI en sujetos con esteatosis. La media del indice HOMA-RI esta
representada como una linea horizontal en cada grupo. Media HOMA-RI en todos los pacientes
(___), media HOMA-RI en pacientes con esteatosis (0oooo ), media HOMA-RI en pacientes sin
esteatosis (i )- La media HOMA-RI en nifios del grupo G2 presenta diferencias
estadisticamente significativas con el grupo de nifios G1 (P=0.001) y las nifias del grupo
G1(P=0.040). La media del indice HOMA-RI en sujetos con esteatosis hepatica difiere
significativamente de los sujetos sin esteatosis en los nifios del grupo G2 (P=0.002) y nifias del
grupo G2 (P=0.025).

4.2.5 ESTUDIO DE TRANSAMINASAS.

4.2.5.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES Y AUMENTO
DE LAALT

En la tabla 9, se recogen los resultados. Solamente 18 (12%) de los pacientes
presentaron aumento de la ALT con predominio en los nifios 13 (72%) y 5
( 28%) nifias con un valor de p = 0,056. Las caracteristicas de los pacientes con
aumento de ALT frente a los que tenian unas tasas normales, fueron: mayor
indice HOMA, mayor IMC-z-score, triglicéridos, AST, péptido C y esteatosis

hepatica con menores tasas de HDL-C.



Tabla 9. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES Y

AUMENTO DE LAALT
ALT Normal ALT Aumentada
(n=128) (n=18)
Sexo: nifio, n (%) 63 (49) 13 (72) 0,056
Edad de los pacientes (afios) 10,8+2 10,2+2 0,352
DHEAS 1306 117 £ 11 0,361
IMC (Z score) 2,21+0,3 241+04 0,026
Peso al nacer g 3376,3 £594,1 3167,06 + 517,7 0,170
Antecedentes fam. n (%) 78/122 (64) 7/16 (44) 0,119
Insulina (pU/mL) 14,44 + 8,3 18,27 + 13,6 0,304
indice HOMA-RI 298+1,7 3,86+2,8 0,011
Colesterol total (mg/dL) 163,2 + 33,3 159,56 + 49,1 0.763
HDL-C (mg/dL) 51,01+9,3 4593+11,2 0,050
Trigliceridos (mg/dL) 82,37 + 42,5 117,61 £ 53,9 0,015
Apolipoproteina A (mg/dL) 132,82+17,6 128,83 £ 29,4 0,604
GGT (UI/L) 14,61 5,7 16,76 £5,6 0,149
AST (UI/L) 23,11+55 39,61+19,5 0,002
AST/ALT >1 88/128 (69) 4/14 (22) 0,001
Peptido C (mg/dL) 2.69+ 1.4 9.45+ 22.4 0,001
Esteatosis n(%) 44/106 (41,5) 10/15 (67) 0,06

La alanino transferasa (ALT) fue evaluada en 146 pacientes. Grupo ALT normal con 128 sujetos y
Grupo ALT aumentada con 18 pacientes. Los resultados estan expresados en media + DE. En negrita
se expresan aquellas p estadisticamente significativas. DEHAS: Dehidroepiandrosterona sufato ;IMC:
indice de masa corporal (z score); HOMA-RI: indice de evaluaciéon del modelo homeostatico; HDL-C:
lipoproteina de alta densidad; GGT: gamma glutamiltransferasa; AST: aspartato aminotransferasa

El andlisis multivariante mediante regresion logistica mostré que de los
parametros analizados solamente la AST y los triglicéridos fueron variables

independientes (Tabla 10).



Tabla 10. ANALISIS MULTIVARIANTE DE LAS CARACTERISTICA CLINICAS DE LOS
PACIENTES YALT

I.C. 95% para EXP(B)

B E.T. Wald gl Sig. Exp(B)
Inferior  Superior

AST 0,261 0,058 20,313 1 0,001 1,298 1,159 1,455
Trigliceridos 0,018 0,007 6,5 1 0011 1,018 1,004 1,032
Constante 11,1 2,161 26,376 1 0,000 0

4.2.5.2 PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO Y AUMENTO DE ALT

En la Tabla 11 se analiza el comportamiento de los pardmetros de estrés
oxidativo entre los pacientes con ALT normal y aumentada, evidenciando que
se encuentran mas elevados en los pacientes que tienen la ALT aumentada, en

cambio la GPx y GRd esta disminuida.

Tabla 11. ESTRES OXIDATIVO Y ALT NORMAL Y AUMENTADA

ALT Normal ALT Aumentada P
(n=128) (n=18)
GSSG(nmol/mg HB) 0,96 +0,5 1,17+ 0,4 0,095
GSH(nmol/mg HB) 4,64 +1,2 5,58+0,9 0,007
GSHT (nmol/mg HB) 561+1,3 6,75+1,2 0,003
GSSG/GSH 0,22+0,1 0,20+ 0,06 0,220
GPx (nmol/mg HB) 36,59+ 10 34,97 + 11,4 0,010
GRd (nmol/mg HB) 2,58+0,8 2,331 0,001
NITRITOS 8,7+2,7 8,9+29 0,837

La alanino transferasa (ALT) fue evaluada en 146 pacientes. Grupo ALT normal con 128
sujetos y Grupo ALT aumentada con 18 pacientes. Los resultados estan expresados en
media *+ DE. En negrita se expresan aquellas p estadisticamente significativas.

4.2.5.3 ESTUDIO DE ADIPOQUINAS, CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS Y
ALT

En la mayoria de los parametros analizados no hemos encontrado

diferencias estadisticamente significativas, solamente la resistina se



encontraba mas alta en el grupo de ALT aumentada y una tendencia a

mayor adiponectina en el mismo grupo con diferencias casi significativas

(Tabla 4)

Tabla 12. Citoquinas Y ADIPOQUINAS SEGUN ALT NORMAL O AUMENTADA

ALT Normal ALT Aumentada P
(n=128) (n=18)
Leptina (ng/mL) 25,39+ 13,5 28,40+ 12,4 0,389
SLR (ng/mL) 16 £5,6 20,1+6,7 0,023
Resistina (pg/mL) 50,02 + 60 79,37 + 60 0,037
Adiponectina (ng/mL) 82,87 + 24,3 92,24 + 20,2 0,082
TNFa receptor (pg/mL) 0,52 +0,05 0,55+ 0,09 0,835
TNFa soluble (pg/mL) 1,86 £ 0,6 1,97 £ 0,51 0,492
TNF« libre (pg/mL) 1,33+0,73 1,41+0,62 0,688
MCP1 (pg/mL) 5,83+0,68 60,62 0,336
IL6 ((pG/mL) 1,6+1,1 19+1,2 0,406

La alanino transferasa (ALT) fue evaluada en 146 pacientes. Grupo ALT normal con 128 sujetos y
Grupo ALT aumentada con 18 pacientes. Los resultados estan expresados en media + DE. En negrita se
expresan aquellas p estadisticamente significativas.

4.2.5.4 ESTUDIO DE NINOS Y ADOLESCENTES OBESOS SIN Y CON
AUMENTO DE TRANSAMINASAS

En la tabla 13 Y 14 se muestran los resultados del comportamiento de las
variables bioquimicas y del estrés oxidativo y citoquinas respectivamente. En el
grupo de nifios los factores relacionados con aumento de ALT fue menor tasa de
glucosa y apolipoproteina A y HDL-C, asi como aumento de la AST. En los
adolescentes el aumento de ALT se relaciona con la esteatosis mayor IMC
(z score), insulina HOMA, triglicéridos, AST, GGT y péptido C. Al valorar las
diferencia entre los nifios con ALT elevadas del grupo 1 y 2, en el grupo 1 los
nifios con esteatosis eran mas obesos pero en el grupo de adolescentes tenian

mayores tasa de glucosa, insulina, HOMA, GGT y péptido C (Tabla 13)



Tabla 13. RESULTADOS DE LAS VARIABLES BIOQUIMICAS Y SEXO EN LOS NINOS
Y ADOLESCENTES OBESOS SEGUN ALT NORMAL 0 AUMENTADA.

G1 G2

Variables ALT ALT ALT P ALT ALT p

normal aumentada normal aumentada
Total n (%) 48 (86) 8(14) 80(89) 10 (11)
Hombre n (%) 23(79,3) 6(20,7) 0,15 40 (85,1) 7 (14,9) 0,198
Mujer n (%) 25(92,6) 2(7,4) 40 (93) 3(7)
BMI (Z score) 2,43+0,3 2,49+ 0,7 0,809 2,09+02 235+02** 0,003
Peso al nacimiento (g) 3370665 3107+443 0,313 3372%564 3209+629 0,367
Glucosa (mg/dL) 82,4+8 76,1+7 0,05 84,3+8 87,2+8* 0,301
Insulina (pU/mL) 11,6+6 10,9348 0,786 16+9 25+14** 0,05
HOMA-IR 2,4+1,3 2,2+1,8 0,777  33%19 53+22* 0,05
Cholesterol Total (mg/dL) 173,1+29,8 1654+618 0,748 1574+35 1544+39 0,829
HDL-C (mg/dL) 52,4+ 9,6 44,3+9,9 0,05 51+10 47,1+13 0,441
Trigliceridos (mg/dL) 88,4+ 52 111,13 £55,2 0,263 79 35 123 £55 0,05

Apolipoprotein A (mg/dL) 1385+16  1146%16 0,002 130+18  140,5%28 0,32

Apolipoproteina B (mg/dL) 70,2 + 18 63,2+23 0496 68+15 652+20 0,742
GGT (UI/L) 149+ 6 144+3 0815 1475 19+6* 0,03
AST (UI/L) 253+5,1 40,6+10 0,004 24%5,04 39£24 0,05
Peptide C (mg/dL) 21+08 206+06 0893 311  158%35* 0,05
Steatosis n(%) 16/42(38)  4/7 (57) Ns  28/64(44) 6/8(75)* 0,09

Los parametros bioquimicos fueron evaluados en 56 sujetos del grupo 1 (nifios), de los cuales
48 presentaban ALT normal y 8 aumentada. En el grupo 2 (adolescentes) se evalué a 90 sujetos,
de los cuales 10 presentaban cifras normales de ALT y 10 aumentadas. Los resultados estan
expresados en media * DE. En negrita se expresan aquellas p estadisticamente significativas.



Tabla 14. RESULTADOS DE LOS MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO Y
ADIPOQUINAS EN LOS NINOS Y ADOLESCENTES OBESOS SEGUN ALT NORMAL O
AUMENTADA

G1 G2
ALT normal ALT aumentada P  ALT normal ALT aumentada P
48 (86) 8 (14) 80(89) 10 (11)

GSSG (nmol/mgHB) 0,95+0,4 1,1+£042 0,028 096+0,6 1,304 0,248
GSH (nmol/mgHB) 4,53+13 553+084 0,025 472+1,1 5631 0,045
GSHT (nmol/mgHB) 55=+14 6,64+12 0,050 56+13 6,8+1,3 0,022
GSSG/GSH 0,22+0,15 0,19+0,05 0998 0,22+0,1 0,22+0,06 0,129
GPx (nmol/mg HB) 39,1+98 39,01+10 0976 35+10 314+12 0,355
GRd (nmol/mgHB)  2,69+0,7 2,408 0,373 25+08 2,27+12 0,581

Resistin (ng/mL) 478+ 4 88,4+8 0,034 515 +5 71,3+8 0,410
Leptin (ng/mL) 222+12  244+12 0,647 273%13 32 +28 0,340
SLR (ng/mL) 153+53  124.+10 0,630 221+15 21,1£2##% 0,887

Adiponectin (ng/mL) 86,8+20 101,6+3,1 0,001 805+25 838+25# 0,713

Se evalub el estrés oxidativo y adipoquinas en 56 sujetos del grupo 1 (nifios), de los cuales 48 presentaban
ALT normal y 8 aumentada. En el grupo 2 (adolescentes) se evalué a 90 sujetos, de los cuales 10 presentaban
cifras normales de ALT y 10 aumentadas. Los resultados estan expresados en media + DE. En negrita se
expresan aquellas p estadisticamente significativas.

Al valorar el estrés oxidativo y las citoquinas (Tabla 14), en el grupo 1 el
aumento de ALT se relacioné con mayores tasas de GSSG, GSH, GSHT, resistina y
adiponectina. En los adolescentes (grupo 2) solamente el aumento de GSHT
resulté mas alto que en los que no tenfan aumento de transaminasas. Al
comparar el grupo 1 y 2 con aumento de transaminasas, solamente se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el SLR, los

adolescentes (grupo 2) tenian mas receptor y menos adiponectina.

Analisis multivariante del aumento de ALT en nifios y adolescentes

En los niflos no entra ningin pardmetro en la ecuacidn. En los adolescentes la
mayor tasa de triglicéridos fue el unico factor independiente relacionado con el
aumento de ALT 6 = 1,04; CI 95% (1,01;1,08) p=0.002. E1 HOMA mas elevado
mostro6 diferencias casi significativa 6 = 1,33; CI 95% (0,96;1,83) p = 0,09. El

resto de parametros de estrés oxidativo y citoquinas no fueron significativos.
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Pocos estudios han analizado los factores asociados a la enfermedad de higado
graso no alcohdlico en sujetos obesos, comparando la edad prepuberal con el
periodo puberal. El objetivo de nuestro estudio fue analizar, en una cohorte de
nifios y adolescentes obesos, la asociaciéon de la esteatosis hepatica con una
serie de parametros que incluyen los datos bioquimicos, citoquinas
proinflamatorias, adipoquinas y marcadores de estrés oxidativo sistémico. Los
resultados obtenidos destacan diferencias en los factores asociados a la

esteatosis hepatica en nifios y adolescentes obesos.

Aunque los pacientes fueron incluidos consecutivamente en nuestro cohorte
por la presencia de un IMC por encima del percentil 95, el grupo de nifios
fueron mas obesos que los adolescentes (Tabla 5). Estas diferencias en el grado
de obesidad, junto con variaciones en otros parametros (Tablas 5 y 6 ), son
probablemente una consecuencia de los cambios fisiolégicos que se producen
durante la pubertad. Se ha descrito en la literatura la presencia de niveles
elevados de leptina durante el periodo de la pubertad, ya que la concentracién
de leptina estd implicada en la maduracion sexual, y de forma mas evidente en
adolescentes obesos[55, 56], en correlacion negativa con su receptor
soluble.[50, 168, 169]

La prevalencia esteatosis hepatica encontrada en nuestra cohorte estd de
acuerdo con los resultados publicados anteriormente[170-173] (Tabla 5), en
articulos mdas recientes se demuestran prevalencias ligeramente
inferiores[117]. Tampoco hemos encontrados diferente prevalencia entre los
sexos. Aunque muchos estudios han informado de un predominio masculino
entre los nifios y adolescentes obesos que presentaban esteatosis hepatica[170,
171], otros no han observado tales diferencias[174]. Estas discrepancias estan
probablemente relacionados con las diferencias ambientales y genéticas entre
las cohortes.

Los factores asociados en este estudio con esteatosis hepatica en adolescentes

obesos se han descrito como factores determinantes para la obesidad



adulta[99, 120, 144, 175, 176]; e incluyen alteraciones de lipidos, IMC, HOMA -
IR, la actividad de aminotransferasa, los niveles de leptina, y estrés oxidativo
(Tabla 7 y 8). La esteatosis hepatica en nifios obesos se asocia ilnicamente con
los niveles de estrés oxidativo y de resistina. Por otra parte, aunque los niveles
de aminotransferasa fueron normales en la mayor parte de nuestra muestra, el
aumento de ALT y AST en adolescentes obesos con esteatosis (Tabla 7) si
constituye una manifestacién temprana de potencial enfermedad hepatica
grave.

El papel del HOMA-IR en el desarrollo de esteatosis merece una atencion
especial (Tabla 7, Fig. 8), porque la resistencia a la insulina se cree que es un
proceso clave en el origen y la progresiéon de EHGNA durante la obesidad[175-
177]. Sin embargo, en nuestro estudio el HOMA- IR se asocié con la esteatosis
hepatica s6lo en el grupo de adolescentes. Se puede argumentar que los
pacientes sin esteatosis pero con un HOMA-IR elevado podrian presentar una
esteatosis hepéatica leve, que no es detectable por ecografia. También
observamos varios pacientes con esteatosis pero con bajo HOMA-IR (Fig. 8), sin
embargo, esta situacion es rara en pacientes adultos con obesidad mdrbida.
Otra consideracién es que los sujetos con esteatosis hepatica pueden tener
resistencia a la insulina de bajo grado desarrollada en los tejidos del higado y
tejido adiposo sin ninguna repercusion en el HOMA -IR sistémico.

En modelos animales, se ha comunicado resistencia local pero no sistémica a la
insulina[178]. También es posible que en la esteatosis hepatica desarrollada
por el grupo de nifios no juegue ningun papel significativo la resistencia a la
insulina. Sin embargo, esta claro que la relacién entre la resistencia a la insulina
y la esteatosis hepatica en ninos obesos no es lo mismo que en los adultos. Un
estudio anterior (relativo a una cohorte italiana ) tiene comunicado una
correlacién entre la esteatosis hepatica y HOMA-IR entre los sujetos
prepuberes[173]. Esta cohorte presenta una media de valores de HOMA-IR
(3,16) y marcadas diferencias en relaciéon con la esteatosis; estos resultados

difieren de los encontrados en el presente estudio. En nuestra opinion, debido a



la naturaleza transversal de ambos estudios, la causalidad no puede ser
determinada de forma inequivoca.

La media de los valores de HOMA-IR en otras cohortes de nifios prepuberales
obesos estan de acuerdo con nuestros resultados, es decir, 1,8 en una cohorte
espafiola[179] y 2,4 en una inglesa[180]. Ademas, este ultimo articulo informé
de un aumento del HOMA-IR durante la progresion de la pubertad,
especialmente en los nifios.

En nuestro estudio, el estrés oxidativo resulté ser un proceso relevante en el
desarrollo de esteatosis hepatica en nifios y adolescentes (Tabla 8). La
disminucién de la actividad especifica de GPx y GRd observadas en pacientes
con esteatosis podrian explicarse como consecuencia de dafo oxidativo en la
sintesis de estas enzimas. De hecho, estudios previos han reportado una
disminuciéon en actividad de radicales libres de eritrocitos de enzimas de
barrido en situaciones de estrés oxidativo elevado[181, 182]. La
sobreproduccion de radicales libres se cree que es un factor relevante
relacionado con el origen y la posterior progresion de la enfermedad de higado
graso[183]. Las principales fuentes del estrés oxidativo celular son el reticulo
endoplasmatico y la mitocondria[184, 185]. La disfuncién mitocondrial en la
obesidad esta estrechamente relacionado con dietas hipercaléricas[186], y un
articulo sugirié que esta disfuncion se produce incluso antes de la aparicién de
resistencia a la insulina durante el desarrollo del higado graso no
alcoholico[187]. De acuerdo con estos hallazgos, los antioxidantes han sido
considerados como posibles opciones en el tratamiento del higado graso no
alcohdlico, pero los resultados hasta la fecha no han sido muy
satisfactorios[188, 189].

Otro hallazgo en el presente estudio que ilustra la particularidad de los nifios,
se registrd en el aumento de los niveles de resistina en pacientes con esteatosis
(Tabla 7). La resistina se caracteriz6 inicialmente en roedores como una
adipoquina relacionada con el desarrollo de resistencia a la insulina (de ahi su

nombre)[190]; sin embargo, en los seres humanos, es también expresada por



las células inmunitarias que se infiltra en el tejido adiposo, el higado y otros
tejidos[191]. Aunque la resistina en humanos ha sido relacionada con los
procesos de estrés oxidativo e inflamacién[192, 193], nosotros no encontramos
correlacion con los marcadores proinflamatorios o de estrés oxidativo. El papel
de la resistina en la fisiopatologia en humanos estd poco clara; de hecho, el
receptor de la resistina celular atin no ha sido clonado.

Todos los estudios estan sujetos a un cierto grado de sesgo, y el cuidado debe
por tanto, estar orientado a ser especialmente cuidadoso con las conclusiones
extraidas. En nuestro caso, el sesgo de seleccidn fue controlado por la inclusiéon
consecutiva de los sujetos en la cohorte y al excluir a los pacientes con
tratamientos farmacolégicos o con patologias, excepto la obesidad, que podria
propiciar esteatosis hepatica. Los sujetos fueron clasificados como nifios o
adolescentes utilizando 2 métodos: etapas de Tanner y los niveles de DHEAS;
por consiguiente, podemos afirmar que practicamente todos los incluidos en el
grupo 1 son nifios en situacion prepuberal.

Una posible sesgo de clasificaciéon es el método usado para diagnosticar higado
graso. En la actualidad, los métodos no invasivos, tales como la tomografia
computarizada, resonancia magnética o ecografia, se utilizan para evaluar los
cambios esteatdsicos en el higado[194], pero ninguno de estos métodos puede
realmente sustituir la biopsia de higado, por lo que sigue siendo el criterio
estandar. Consideraciones éticas impiden el diagnéstico de higado graso no
alcohdlico mediante biopsia hepatica, especialmente en pacientes con
transaminasas normales. Mediante ultrasonido no es posible detectar
esteatosis si la cantidad de grasa en el higado es menor del 30%[195]. De
hecho, el concepto de higado graso que se utiliza en nuestro estudio debe
entenderse como "esteatosis detectada por ultrasonido". Las técnicas actuales
de resonancia magnética y elastoultrasonografia ofrecen la posibilidad de
evaluar de forma cuantitativa la presencia de infiltraciéon grasa hepatica, pero
son técnicas, a dia de hoy, no validadas en nifios, a la espera de mas estudios

concluyentes[160, 164, 165]



La naturaleza del método utilizado para evaluar resistencia a la insulina
también podria influir en las conclusiones extraidas. El HOMA-IR es un método
sustituto que no siempre puede reemplazar los enfoques basados en la prueba
de tolerancia a la glucosa. Sin embargo, se ha correlacionado satisfactoriamente
con la prueba de tolerancia a la glucosa en nifios y adolescentes con glucemia
normal[196].

La EHGNA es muy comun en adultos, hasta el punto que puede ser la
enfermedad crénica del higado mas comun en Estados Unidos[159]. En este
pais la prevalencia de EHGNA es del 20% (rango del 14 al 39%) y la de EHNA
del 2% (rango del 1,2 al 4,8%). La prevalencia de EHGNA se incrementa a un
74% en personas obesas y hasta un 90% en personas con obesidad mdrbida.
Otras asociaciones comunes son la diabetes mellitus tipo 2 y la hiperlipémia.
Los datos actuales sefialan que nifios con edades comprendidas entre 5 y 15
afios pueden verse afectados, y que los nifios desarrollan EHNA con mas
frecuencia que las nifias[197, 198] (a diferencia de los adultos donde las
mujeres padecen la enfermedad con mas frecuencia, aunque estudios mas
recientes sefnalan que los hombres pueden afectarse en la misma
proporciéon[156, 199]).

Los estudios de laboratorio en el EHNA muestran una elevaciéon moderada (2-4
veces por encima de lo normal) de los niveles séricos de transaminasas en el
70-100% de los casos y es frecuente la hipertrigliceridemia.

En la cohorte de nuestro estudio la prevalencia de aumento de ALT fue del 12%
con una tendencia (p = 0,056) casi significativa a ser mas prevalente en nifios
(73%) frente a 37% en nifas.

La adiposidad central, la hiperleptinemia y la hiperinsulinemia son los
principales factores que determinan la asociacién entre sobrepeso y elevacién
de la ALT sérica[200] pudiendo jugar la leptina un papel crucial en la
fibrogénesis del EHNA. El EHNA pediatrico es una seria complicaciéon de la

obesidad infantil, habiéndose documentado casos de cirrosis.



Se considera que la EHNA es la manifestaciéon hepatica del SM en adultos y
puede estar asociado también con EHNA en nifios. Aunque se ha comunicado
que la RI esta presente virtualmente en todos los casos de EHNA (98%)[201,
202], incluso en nifios obesos antes de la pubertad y adolescentes. Nuestros
resultados concuerdan con los descritos cuando se analizan los factores en
todos los nifios mostrando relacion entre el aumento de la ALT y el
metabolismo de la glucosa alterado, también se encuentran mayores tasas de
leptina, adiponeptina y resistina pero cuando se analizan por separado los
nifios prepuberes y los adolescentes, solamente presentan RI este dltimo grupo.
Por lo que en los pequefios el metabolismo de la glucosa no esta alterado. Hay
alteraciones comunes por incremento de estrés oxidativo en ambos y el grupo 1
presenta también mayores niveles de resistina y adiponectina.

En conclusiéon los factores implicados en el aumento de ALT en nifios
prepuberes es distinto a los adolescentes.

En nuestra opinién, las limitaciones antes mencionadas no son tan importantes
como para invalidar la principal conclusién de nuestro estudio, a saber, que los
factores asociados con higado graso no alcohdlico difieren entre nifios obesos y
adolescentes. Por otra parte, nuestros resultados proporcionan nuevas
perspectivas para la investigacién futura, tales como el papel preciso de la
resistina y el HOMA-IR en los sujetos obesos prepuberes. Por ultimo, la
significativa relevancia del estrés oxidativo en la esteatosis sugiere la posible
participacion de factores hereditarios implicados en la produccién y la

compactacidon de los radicales libres.
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El andlisis y discusion critica del conjunto de observaciones y resultados
experimentales contenidos en esta memoria nos ha permitido formular las

siguientes conclusiones

e En el estudio de higado graso no alcohélico (EHGNA), las
conclusiones son:

1. Los paciente obesos en edad pediatrica tienen una prevalencia de
esteatosis del 45%, parecida en nifios y adolescentes.

2. Los factores asociados con esteatosis hepatica en adolescentes obesos
estdn muy relacionados con los descritos en la obesidad de los adultos e
incluyen aumento de triglicéridos, mayor IMC y alteraciones en el
metabolismo de la glucosa, puesto de manifiesto por mayores tasas de
insulina, indice HOMA y péptido C. Muestran también mayores tasa de
transaminasas, de los niveles de leptina, y estrés oxidativo. En cambio
existe una disminucién en el receptor soluble de la leptina,
evidenciando ya cierto grado de resistencia a la leptina.

3. Los factores asociados con la esteatosis hepatica en nifios obesos
prepuberes, son distintos a los obesos adolescentes, ya que se asocia
Unicamente con los niveles de estrés oxidativo y de resistina.

4. La resistencia a la insulina medida por el indice HOMA se comporta
igual en nifios y en nifias prepuberes con y sin esteatosis. Igual sucede
con el grupo de adolescentes pero, aunque no aparecen diferencias
entre sexo, si que influye en los adolescentes con esteatosis y de forma

mas evidente en los nifios.

e En el estudio de los factores relacionados con el aumento de ALT:

5. El 12% de la poblacion obesa de nuestra cohorte tiene aumento de

transaminasa con una tendencia a ser mas frecuente en nifios que en

nifias y con mayor IMC.



6. Los factores implicados en el aumento de transaminasas en la poblacion
de estudio global se relacionan con alteraciones en el metabolismo de la
glucosa (mayor Indice HOMA, péptido C, triglicéridos y disminucién de
HDL-C), mayor estrés oxidativo y mayores tasas de RSL y resistina.

7. En el grupo de nifios prepuberes se relaciona con incremento de estrés
oxidativo, resistina y adiponectina en cambio en los adolescentes las
diferencias se encuentran en las alteraciones del metabolismo de la

glucosa y estrés oxidativo.

CONCLUSION FINAL

Aunque la prevalencia de esteatosis y de aumento de ALT en nifios y
adolescentes obesos es parecida, los factores asociados a su desarrollo son
distintos. Predominando en adolescentes las alteraciones del metabolismo de la

glucosa y en ambos aumento del estrés oxidativo
PERSPECTIVAS

Nuestros resultados proporcionan nuevas perspectivas para la investigacion
futura ya que los mecanismos por los que se desarrolla la esteatosis en los
nifios prepuberes no estan claros y son muy distintos a los adolescentes y a los
descritos en adultos. El papel de la resistina y la medida de la resistencia a la

insulina por otros métodos distintos al HOMA deberian ser clarificados.

Por ultimo, la significativa relevancia del estrés oxidativo en los resultados en
ambos grupos sugiere la posible participacién de factores hereditarios, entre

otros.
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