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RESUMEN

Introduccion

En las dos ultimas décadas, el higado graso no alcohdlico (HGNA) se ha
convertido en un creciente problema de salud publica en paises desarrollados, y
se ha relacionado no solo con la esteatohepatitis, la cirrosis hepatica y el
hepatocarcinoma, sino también con la enfermedad cardiovascular, obesidad, la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y el sindrome metabolico, procesos éstos en los
que alcanza una prevalencia del 60-90%, aun cuando también puede
encontrarse en individuos no obesos y sin diabetes. En la actualidad, se acepta
que el aumento del contenido de grasa hepatica conlleva mayor riesgo de
fallecimiento por enfermedad cardiovascular que por hepatopatia crdnica y
carcinoma hepatocelular. Se conoce que el HGNA es un factor de riesgo
independiente de resistencia a la insulina, que es un conocido factor de riesgo
cardiovascular. Aun persiste el debate de si la resistencia a la insulina precede
o es consecuencia del HGNA. En general, se acepta que la resistencia a la
insulina es causa de aumento de la concentracion de triglicéridos
intrahepaticos, y que el HGNA, una vez establecido, probablemente también
contribuya al incremento de la resistencia a la insulina. Sin embargo, existe una
gran variabilidad interpersonal en esta asociacion, principalmente determinada
por factores genéticos y ambientales no bien conocidos. Se ha sugerido que uno

de estos factores ambientales podria ser el exceso del contenido intrahepatico



de hierro. Tampoco se conocen los mecanismos patogénicos que podrian
relacionar el exceso de triglicéridos intrahepaticos con la resistencia a la
insulina. En este sentido, se ha sefialado que el HGNA podria provocar un
estado de inflamacion crénica subclinica que contribuiria a precipitar o
empeorar sus alteraciones metabolicas. Por otro lado, también se ha resaltado la
necesidad de disponer de un método diagnostico de HGNA que sea simple,
inocuo, facil de realizar en la poblacion general en sujetos aparentemente sanos,

y que tenga un reducido coste econémico.

Objetivos

- Conocer la importancia relativa de la relaciéon de la resistencia a la
insulina con el HGNA, el perimetro abdominal y el indice de masa corporal
(IMC) en individuos no diabéticos y no obesos.

- Conocer la influencia de la concentracién intrahepatica de hierro y de la
posible inflamacion crénica subclinica asociada al HGNA sobre la resistencia a
la insulina.

- Conocer la precision diagnodstica, sensibilidad y especificidad de la
alanino aminotransferasa (ALT) sérica para identificar individuos con HGNA
utilizando Espectroscopia por Resonancia Magnética de protones (ERM-H?) 3

Tesla como referencia de la concentracidn intrahepatica de triglicéridos.



Métodos

Hemos realizado tres estudios transversales en sujetos sanos no
diabéticos. Se utilizo Imagen por Resonancia Magnética (IRM) mediante
secuencias T2 eco por gradiente para la cuantificacion del hierro intrahepatico,
y ERM-H! 3 Tesla para la cuantificacion de triglicéridos intrahepaticos. Se
determiné la resistencia a la insulina mediante Homeostatic Model Assessment
(HOMA-IR), el factor de necrosis tumoral a (TNFa) sérico mediante Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) y la adiponectina sérica mediante

Radioimmunoassay (RIA).

Resultados

La resistencia a la insulina se asocid6 de forma independiente con el
HGNA, pero no con el perimetro abdominal ni el IMC. El contenido de
triglicéridos intrahepaticos, los niveles séricos de TNFa y la edad fueron los
unicos determinantes significativos de resistencia a la insulina. Los sujetos con
HGNA tenian valores significativamente mas elevados de niveles séricos de
triglicéridos (p<0,001), TNFa (p<0,003), y de resistencia a la insulina (p<0,001),
asi como niveles séricos inferiores de adiponectina (p<0,001) y de HDL-
Colesterol (p<0,001).

El TNFa sérico se correlaciond de forma significativa y positiva con los
triglicéridos intrahepaticos (r:0,28; p<0,01), pero no con el hierro intrahepatico.

La ALT sérica fue el mejor predictor de HGNA. El estudio de precision



diagnodstica de la ALT sérica mostré que su valor de corte optimo para el
diagnostico de HGNA es de 23 UI/L (AUC: 0,93; sensibilidad: 0,94;

especificidad: 0,72).

Conclusiones

La resistencia a la insulina tiene mayor relacion con el HGNA que con el
perimetro abdominal y el IMC, tanto en individuos obesos como en los no
obesos ni diabéticos. Existe un efecto sinérgico entre el HGNA vy la sobrecarga
de hierro intrahepatico sobre la resistencia a la insulina, siendo el HGNA el que
muestra un mayor impacto. Los niveles séricos elevados de TNFa podrian
contribuir a la asociacidon entre HGNA vy resistencia a la insulina. El incremento
de triglicéridos intrahepaticos parece ser una condicion necesaria para el
desarrollo de sobrecarga intrahepatica de hierro en sujetos no diabéticos sin
hemocromatosis. La ALT sérica es un biomarcador sensible, simple y fiable de
HGNA si el limite superior de la normalidad se establece en 23 UI/L,
permitiendo identificar al 94% de los sujetos con HGNA con una especificidad

del 72%.
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Introduccion

En las dos ultimas décadas, el higado graso no alcoholico (HGNA) se ha
convertido en un creciente problema de salud publica en paises desarrollados, y
se ha relacionado tanto con la esteatohepatitis, cirrosis hepatica y
hepatocarcinoma, como con la obesidad, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y
sindrome metabolico, en los que alcanza una prevalencia del 60-90%][1].
También puede encontrarse, aunque con menor prevalencia, en individuos no
obesos y sin diabetes [2].

El HGNA es un reconocido factor de riesgo de resistencia a la insulina,
DM2 [3] y de enfermedad cardiovascular [2,4] , que conlleva mayor riesgo de
morbi-mortalidad por enfermedad cardiovascular que por hepatopatia cronica
y carcinoma hepatocelular [5,6].

Aunque existe una clara asociacion entre el aumento de grasa corporal, y
resistencia a la insulina [7], parece ser que lo mdas determinante no es la
cantidad total de grasa, sino su localizacion en distintos tejidos, de forma que
esta compartimentalizacion de la grasa en tres regiones, subcutdnea, visceral
y/o hepatica, es clave por su diferente relacion con el desarrollo de proceso
inflamatorio cronico y con la resistencia a la insulina. Asi, la localizaciéon
subcutdnea parece conllevar menos consecuencias inflamatorias y metabolicas
que las otras dos localizaciones [8-13].

La mayoria de trabajos publicados sobre HGNA han sido realizados en
sujetos obesos o con sindrome metabolico, sin embargo, no existen estudios que

analicen la influencia de la localizacion de la grasa corporal sobre la resistencia
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Introduccion

a la insulina en sujetos delgados o con sobrepeso. El conocimiento de estos
datos permitiria catalogar con mayor precision el riesgo metabolico de estos
sujetos, aun cuando no sean obesos ni diabéticos.

Por otro lado, atn persiste el debate de si la resistencia a la insulina
precede o es consecuencia del HGNA. En general, se acepta que la resistencia a
la insulina es causa de aumento de la concentracion de triglicéridos
intrahepaticos, y que el HGNA, una vez establecido, probablemente también
contribuya al incremento de la resistencia a la insulina [12,14,15]. Sin embargo,
existe una gran variabilidad interpersonal en esta asociacion, principalmente
determinada por factores genéticos y ambientales. Se ha sugerido que uno de
estos factores ambientales podria ser el exceso del contenido intrahepatico de
hierro [16,17]. Tampoco se conocen los mecanismos patogénicos que podrian
relacionar el exceso de triglicéridos intrahepaticos con la resistencia a la
insulina. En este sentido, se ha sefialado que el HGNA podria provocar un
estado de inflamacidén crénica subclinica que contribuiria a precipitar o
empeorar sus alteraciones metabolicas [12].

Teniendo en cuenta la gran importancia que ha adquirido el HGNA en
los ultimos afos, asociado a importantes factores de riesgo cardiovascular y a
enfermedad hepdtica, se ha dado en considerarlo como la “la epidemia del siglo
XXI”. Ante estos datos, se ha resaltado la necesidad de disponer de un método
diagndstico simple, inocuo, facil de realizar en la poblacién general en sujetos

aparentemente sanos, y que tenga un reducido coste econdmico. En este
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estudio, analizamos las posibilidades de utilizacion y la precision diagnostica
de los niveles séricos de alanino aminotransaminasa (ALT) para identificar
individuos con HGNA, utilizando como referencia la cuantificacion de
triglicéridos intrahepaticos con espectroscopia por resonancia magnética de
protones (ERM-H?) 3 Tesla.

A continuacién, exponemos los conocimientos actuales sobre el HGNA y
resistencia a la insulina, asi como los factores que pueden intervenir en su

interrelacién, y sus consecuencias sobre factores de riesgo cardiometabolicos.

1.1.HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO (HGNA)

1.1.1. Concepto

Se entiende por HGNA la acumulacién excesiva de grasa en el higado en
ausencia de un consumo significativo de alcohol (superior a 30 g al dia en
hombres y a 20 g al dia en mujeres) y de otras causas de esteatosis hepatica

secundaria expuestas en la tabla 1 [18].
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Tabla 1. Causas de esteatosis hepatica secundaria

Esteatosis macrovesicular

- Consumo excesivo de alcohol

- Hepatitis C (genotipo 3)

- Enfermedad de Wilson

- Lipodistrofia

- Nutricidn parenteral

- Abetalipoproteinemia

- Medicamentos (p. ej., amiodarona, metotrexate, tamoxifeno,
corticoesteroides)

Esteatosis microvesicular

- Sindrome de Reye

- Medicamentos (p. €j., valproato, antirretrovirales)

- Fallo hepatico agudo del embarazo

- Sindrome de HELLP

- Errores innatos del metabolismo (p. ej., deficiencia de LCAT,
alteraciones en el almacenamiento de colesterol, enfermedad de
Wolman)

La esteatosis hepatica se ha venido definiendo tradicionalmente,
utilizando biopsias hepaticas, como un contenido de grasa en el higado
superior a 5 mg por cada 100mg de tejido hepatico (es decir, superior al 5%).
Cuando en 2005 Lidia S Szczepaniak cuantificd el contenido de triglicéridos
hepaticos mediante ERM-H! en 345 sujetos sin aparentes factores de riesgo de
esteatosis hepatica (no obesos, no diabéticos, minimo consumo de alcohol, perfil
analitico hepatico normal y ausencia de enfermedad hepatica conocida), el
percentil 95 resulto ser 5,56%, muy proximo por tanto a la definicion tradicional
[19]. Desde entonces, el HGNA se define como un contenido de triglicéridos
intrahepaticos igual o superior al 556% (mg de grasa / 100 mg de tejido

hepatico).
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El concepto de HGNA incluye dos posibilidades: una es la esteatosis
simple, es decir, el acaimulo de triglicéridos en el higado; la otra es la
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), en la que junto a la esteatosis hay
necrosis hepatocelular, inflamacion y fibrosis, que puede progresar a cirrosis
hepatica y hepatocarcinoma [20].

El HGNA se considera que constituye la principal causa de elevacion de
transaminasas en paises desarrollados [20,21] y la manifestacion hepatica del

sindrome metabdlico [22].

1.1.2. Epidemiologia

El HGNA es la causa mas frecuente de enfermedad hepatica en paises
desarrollados [1,23]. Sin embargo, determinar su verdadera prevalencia
constituye todo un reto dificil de superar, porque es un proceso asintomatico y
sobre todo por la dificultad que entrafa su diagnostico preciso, que se basa en
la biopsia hepética o en la resonancia magnética. La ecografia hepatica carece de
una adecuada sensibilidad y especificidad [24,25] . La prevalencia de HGNA en
la poblacion general varia ampliamente, entre el 20% y el 40%. Esta variabilidad
se debe a diferencias poblacionales, criterios de inclusiéon y, sobre todo, al
método diagndstico empleado. La prevalencia puede elevarse al 60-90% en
poblaciones con obesidad, DM2 y/o sindrome metabdlico [1,23], mientras que

en sujetos delgados se estima en torno al 12%. El HGNA afecta por igual a
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hombres y a mujeres y parece ser mas prevalente en poblaciones caucasicas e
hispanoamericanas que en afroamericanos. También se han descrito
asociaciones entre gemelos, lo que sugiere que hay factores genéticos que
predisponen a su desarrollo [26,27].

Estudios de necropsias de sujetos no seleccionados de la poblacion
general, han puesto de manifiesto una prevalencia de esteatosis del 70% en
pacientes obesos y del 35% en no obesos (que incluyen individuos delgados y
con sobrepeso). Habia signos de inflamacién y fibrosis, consistentes con
esteatohepatitis no alcoholica en el 18,5% de los obesos y en el 2,7% de los no

obesos [28].

1.1.3. Etiopatogenia

En la actualidad, se acepta que la causa inicial del desarrollo del HGNA

primario es la resistencia a la insulina asociada a exceso de depositos de grasa

corporal [14,29].

En la patogenia del HGNA pueden intervenir factores genéticos y/o
metabolicos, siendo la obesidad, la DM2 y el sindrome metabdlico los mas
determinantes. La mayoria de pacientes con HGNA no tienen un componente

genético identificable [14,30].
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1.1.3.1. Bases genéticas

Estudios de polimorfismos genéticos han puesto de manifiesto que
pueden influir no sélo en la tendencia a acumular grasa en el higado, sino
también en las consecuencias clinicas del HGNA, determinando principalmente
dos fenotipos diferentes: uno, con tendencia a desarrollar enfermedad hepatica
cronica; el otro, manifestado principalmente por resistencia a la insulina y
enfermedad cardiovascular. Asi, algunos polimorfismos asociados al patatin-like
phospholipase domain-containing 3 (PNPLA3) confieren un mayor riesgo de
desarrollo de esteatohepatitis, fibrosis, cirrosis hepatica y hepatocarcinoma, con
poco efecto sobre la resistencia a la insulina, dislipemia y enfermedad
cardiovascular [31-33]. También, estudios recientes muestran que otros
polimorfismos genéticos (TM6SF2) se asocian a resistencia a la insulina,
dislipemia, y enfermedad cardiovascular mds que a esteatohepatitis y cirrosis

[34].

1.1.3.2. Bases metabdlicas

Como anteriormente hemos senalado, la mayor parte de los sujetos con
HGNA no tienen un componente genético evidente o conocido, y se le
denomina HGNA metabolico [14]. En estos individuos, la excesiva acumulacion
de triglicéridos intrahepaticos es una consecuencia del exceso de ingesta
caldrica asociado a incremento de grasa corporal. Estudios controlados,

mediante sobrealimentacion en voluntarios sanos, han puesto de manifiesto que
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la excesiva ingesta calorica da lugar inicialmente a incremento de grasa
subcutanea, y cuando se supera su capacidad de almacenaje de triglicéridos, la
grasa pasa a depositarse en otras regiones como higado, peritoneo y otras
visceras. Estos trabajos también ponen de manifiesto que, junto al inicial
aumento de grasa corporal, aparece la resistencia a la insulina, que contribuiria
a la acumulacion de grasa en higado [35,36].

Algunos individuos suman los dos factores, genéticos y metabdlicos, en
ellos, el factor genético influenciara las consecuencias clinicas del HGNA,
favoreciendo el desarrollo de esteatohepatitis y cirrosis hepatica, o bien

resistencia a la insulina, DM2 y enfermedad cardiovascular [37].

1.1.3.3. Teoria del doble impacto en la patogenia del HGNA

La patogenia del HGNA atn no estd completamente aclarada, pero
clasicamente se ha propuesto la teoria del doble impacto, tratando de explicar
por qué se acumula grasa en el higado y por qué puede progresar a
esteatohepatitis.

El primer impacto implica a la resistencia a la insulina como causa
principal del acimulo excesivo de grasa en el higado. Se basa en la incapacidad
de la insulina para ejercer sus funciones bioldgicas en el adipocito, favoreciendo
la lipolisis, con la consiguiente liberacion de acidos grasos libres al plasma, lo
que condiciona mayor aflujo de acidos grasos al hepatocito. Ademas, la

hiperinsulinemia asociada a la resistencia a la insulina, en el hepatocito estimula
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la sintesis de acidos grasos, inhibe su beta oxidacién mitocondrial y reduce la
sintesis de la apolipoproteina B100, componente de las very low density
lipoprotein (VLDL), dificultando que los triglicéridos sean transportados fuera
del higado. Todos estos factores asociados contribuyen al acimulo excesivo de
triglicéridos intrahepaticos, es decir al desarrollo de HGNA, y se ha sefialado
que el principal de estos factores seria el hiperaflujo de dcidos grasos libres al
higado [38]. En este mecanismo patogénico, los adipocitos tendrian un papel
central tanto en el desarrollo de la resistencia a la insulina como en el del
HGNA por su capacidad para actuar como un érgano endocrino secretor de
citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNFa), leptina, resistina. En este
sentido, la obesidad debe considerarse una entidad proinflamatoria, de forma
que el higado, asi como otros tejidos, estan expuestos a las citoquinas
producidas en el tejido adiposo [12,39,40].

El “segundo impacto” comenzaria como consecuencia de las
concentraciones intrahepaticas elevadas de acidos grasos libres y la saturacion
de la beta-oxidacion mitocondrial de los mimos. Asi, mediante el estrés
oxidativo y peroxidacion lipidica, a través de un hiperaflujo de electrones a la
cadena respiratoria mitocondrial, produciria un aumento de la produccion de
radicales libres de oxigeno (RLO) que seria el causante de las lesiones
inflamatorias tipicas de la EHNA [39,41]. Los RLO estimulan la sintesis de
citoquinas por distintos tipos celulares como son hepatocitos, adipocitos, y

células de Kupffer debido a la accion de los RLO sobre factores de
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transcripcidon, fundamentalmente el factor nuclear k(3 (NF-k{). Este factor se
encuentra normalmente sintetizado y retenido de forma inactiva en el
citoplasma celular unido a la proteina IKK. Los RLO tienen la capacidad de
activar la enzima IKK 3 que desaclopara al NFK B de la IKK y, por tanto, el
factor queda libre, migra al nucleo e inicia procesos de transcripcion de
citoquinas (TNFa, factor de crecimiento tumoral beta 1 [TGF-f31], la interleucina
8, y otras citoquinas). Todo ello contribuiria a la necrosis hepatocitaria, con
inflamacion y fibrosis, que son los marcadores histolégicos de la
esteatohepatitis no alcoholica [39,41].

Otros factores implicados son los receptores del peroxisoma proliferante
activado (PPAR) que pertenecen a la familia de los receptores nucleares, que
controlan el metabolismo de lipidos y lipoproteinas, la oxidacion de &cidos
grasos, el metabolismo de la glucosa y la inflamacién vascular asociada a
aterogénesis. En el higado, los PPAR estan a concentraciones muy bajas y
aumentan en modelos animales con resistencia a la insulina y esteatosis [42].
Activados por los acidos grasos libres, los PPAR aumentan la beta oxidacién. En
pacientes con HGNA se han identificado algunas mutaciones en genes
codificadores de estos receptores nucleares, por lo que también podrian estar
implicados en su patogenia, y podrian explicar al menos en parte las diferentes

consecuencias clinicas del HGNA en distintos individuos [41].
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1.1.4. Clinica

El HGNA es una enfermedad silente o paucisintomatica, cuyo
diagnostico se realiza a partir de pruebas rutinarias en las que se demuestran
niveles elevados de enzimas hepaticas o de forma incidental a partir de pruebas
de imagen realizadas por otros motivos o cuando la enfermedad evoluciona
hasta producir complicaciones. La presencia de esteatohepatitis no alcohdlica,
no se diferencia por la clinica ni por la analitica de la esteatosis simple, e
igualmente el desarrollo de cirrosis hepatica puede ser asintomatico en las fases
iniciales, aunque en estadios avanzados muestra las manifestaciones clinicas,

complicaciones y alteraciones analiticas de la cirrosis hepatica en general.

= Exploracion fisica

La mayoria de los pacientes con HGNA presentan una exploracion fisica
completamente normal; no obstante, en algunas ocasiones puede detectarse la
presencia de hepatomegalia secundaria a la infiltracion de grasa hepatica. La
prevalencia de hepatomegalia en pacientes con HGNA se encuentra en torno al
19-28% [43,44], aunque depende de la gravedad del HGNA y de la presencia de
esteatohepatitis en la poblacion estudiada. Como en otras hepatopatias
cronicas, el desarrollo de cirrosis puede desencadenar la presencia de estigmas

como el eritema palmar, las arafias vasculares, la ascitis, etc.
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» Hallazgos de laboratorio

Los pacientes con HGNA pueden tener elevaciones leves o moderadas en
la aspartato aminotransferasa (AST) y en la ALT [45], aunque niveles normales
de aminotransferasas no excluyen la existencia de HGNA [46]. La prevalencia
real de transaminasas alteradas en el HGNA no se conoce con exactitud, ya que
a muchos pacientes se les diagnostica precisamente por una alteracion en las
mismas. Cuando se encuentran elevadas, la AST y la ALT estan entre 2 y 5
veces por encima del limite superior de la normalidad, con una relacion
AST/ALT menor de 1, al contrario que el higado graso alcoholico, en el que
dicha relacion suele ser mayor de 2 [47,48].

La fosfatasa alcalina (FA) rara vez se altera. La gamma glutamil
transpeptidasa (GGT) puede estar elevada entre 2 y 3 veces el limite superior de
la normalidad. Los niveles séricos de albumina y bilirrubina tipicamente se
encuentran dentro de la normalidad, pero pueden alterarse en pacientes que
desarrollan cirrosis. Otras anomalias que pueden detectarse en pacientes con
cirrosis incluyen un tiempo de protrombina alargado, trombocitopenia y
neutropenia.

El HGNA también se asocia a niveles séricos descendidos de colesterol
high density lipoprotein (HDL) y elevados de triglicéridos. No suele asociarse a
modificaciones significativas en los valores séricos de colesterol low density

lipoprotein (LDL). Los pacientes con HGNA suelen tener elevadas la
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concentracion de ferritina sérica o el indice de saturacion de la transferrina
[44,45]. Una ferritina sérica 1,5 veces mayor que el limite superior de la
normalidad en pacientes con HGNA se asocia con una mayor gravedad de la
enfermedad y, por tanto, de esteatohepatitis y con fibrosis hepatica mas

avanzada [49].

» Manifestaciones extrahepaticas

Las consecuencias clinicas del HGNA afectan también a organos
extrahepaticos, ya que se asocia independientemente con un aumento tanto de
la incidencia como de la prevalencia de enfermedad cardiovascular,
enfermedad renal cronica y DM2 [2]. El riesgo de desarrollar tales
enfermedades extrahepaticas va en paralelo con la gravedad del HGNA, de
forma que los pacientes con esteatohepatitis parecen tener un mayor riesgo de
padecer estas enfermedades que los pacientes con esteatosis simple. Otros
factores que influyen en este riesgo incluyen variaciones genéticas, la
acumulacion del tejido adiposo peritoneal, la dieta y la microbiota intestinal. En
este sentido, estudios recientes sugieren que el HGNA podria ser un factor de
riesgo para el desarrollo de cancer de colon y osteoporosis, especialmente en
hombres. Cabe destacar que la mejoria o resolucién del HGNA se asocia con
una reducciéon de la incidencia de DM2 y mejoria de la funcion renal, lo que

apoya la hipdtesis de causalidad y que sugiere que los tratamientos dirigidos a
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reducir la grasa en el higado pueden reducir las complicaciones extrahepaticas.
El conocimiento de estas asociaciones es importante en la practica clinica, de
forma que el manejo rutinario de los pacientes con HGNA deberia incluir la
valoracion de factores de riesgo cardiovascular, DM2 y enfermedad renal

cronica [2].

1.1.5. Diagnéstico

El diagnostico de HGNA requiere que se cumplan los siguientes

criterios[18]:

- Demostracion de esteatosis hepatica mediante pruebas de imagen o
biopsia.

- Ausencia de un consumo excesivo de alcohol.

- Ausencia de otras causas de esteatosis hepatica secundaria.

- Ausencia de otras enfermedades hepaticas cronicas.

Como se ha mencionado previamente, las alteraciones en las
determinaciones bioquimicas, principalmente las transaminasas, suelen estar
presentes, aunque no son ni necesarias ni suficientes para establecer el
diagnostico de HGNA. Estas pruebas de laboratorio son necesarias para valorar
otras posibles enfermedades con las que realizar un diagnodstico diferencial.

Los hallazgos radiologicos a menudo son suficientes para realizar el

diagndstico de la enfermedad, siempre y cuando se hayan excluido otras causas
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de esteatosis hepatica, pero ninguna técnica de imagen permite diferenciar
entre esteatosis simple y la esteatohepatitis no alcohodlica. En este sentido,
aunque la biopsia hepatica no esta indicada en la mayoria de los pacientes, en
algunos casos puede ser necesaria si el diagnostico no esta claro o para evaluar
el grado de lesion hepatocitaria; ademas es el inico método disponible para
diferenciar la esteatosis simple de la esteatohepatitis no alcoholica [24].

A continuacién, describimos las distintas pruebas para el diagnostico del
HGNA, y las dividimos en dos grupos, unas son pruebas de precisién, que
permiten cuantificar la concentracién de triglicéridos intrahepaticos; las otras
son pruebas semicuantitativas, que ofrecen una medida indirecta con ciertos

limites en su sensibilidad y especificidad.

1.1.5.1. Pruebas diagnosticas de precision cuantitativa

= Biopsia hepatica

En 1883, Paul Ehrlich realizé la primera biopsia hepatica en sujetos
diabéticos para la determinacion de glucdgeno. Cuarenta afios mas tarde, en
1923, Bingel describi6 la primera biopsia percutdnea con intencion diagndstica.
Sheila Sherlock, considerada fundadora de la hepatologia moderna, fue una de
las pioneras en el uso de la biopsia hepatica [50]. Hasta entonces era una mera

herramienta para estudios de investigacion [51]. En 1958, Menghini adapto y
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desarrollé un método de biopsia hepatica por aspiracion en un segundo, lo que
supuso la expansion de la técnica [52].

Existen dos tipos de esteatosis, macrovesicular y microvesicular. En la
esteatosis microvesicular el ntcleo del hepatocito estd en el centro de la célula
rodeado por numerosas vesiculas grasas de pequeno tamafo. Este patrén es
caracteristico del higado graso agudo del embarazo y del sindrome de Reye.
Por el contrario, en la esteatosis macrovesicular se aprecian hepatocitos con un
nucleo excéntrico empujado hacia la periferia por una tinica gran vacuola grasa.
Este segundo patron es el que corresponde tanto al HGNA como a la esteatosis
de origen alcoholico [18].

Aunque clasicamente la biopsia era considerada la técnica diagndstica de
referencia, posee ciertos inconvenientes que limitan su utilizacidon. Se trata de
un procedimiento invasivo, que genera una considerable ansiedad en el
paciente por las posibles consecuencias que pueda tener sobre sujetos que
suelen ser asintomaticos. La tasa de complicaciones se sitia en torno al 0.5%
[53], siendo por tanto demasiado elevada para un método de screening o de
diagnostico en personas la mayoria asintomaticas. Otras de las limitaciones que
presenta esta técnica son el elevado precio que implica (requiere ingreso
hospitalario, habitualmente en hospital de dia), la variabilidad intra e
interobservador a la hora de analizar la muestra de biopsia y el sesgo de
muestreo ya que la infiltracién grasa no siempre es homogénea, con areas

afectadas y areas respetadas [54].
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* Imagen por Resonancia Magnética (IRM)

Otro método que permite diagnosticar la cantidad de depdsitos grasos en
el higado es la IRM, la cual se considera una de las técnicas mas sensibles que
existen, [55] siempre y cuando no se empleen las secuencias convencionales
spin eco (SE) [56]. Su fundamento se basa en el desplazamiento quimico
(Chemical Shift).

Los protones, al encontrarse en un campo magnético, giran (precesan)
con distintas frecuencias segiin se encuentren en una molécula u otra (p. €j.,
triglicéridos vs. agua). Los protones de hidrégeno que se encuentran en las
moléculas de los triglicéridos precesan todos a la misma frecuencia, pero mas
lentos que los protones que se encuentran en las moléculas de agua. Utilizando
diferentes tiempos de eco (TE), se obtienen imagenes de “fase opuesta” y “en
fase”. Cuando existe acimulo de grasa en el higado, éste pierde sefial en las
imagenes de fase opuesta [56], siendo esta pérdida de sefal proporcional a la
cantidad de grasa hepatica. Aunque clasicamente se han utilizado secuencias
eco por gradiente para este proceso, en los ultimos afios se vienen utilizando
secuencias fast SE con saturacion grasa, con lo que se evitan las
susceptibilidades magnéticas que sufren las secuencias de eco por gradiente
[57].

Estas técnicas, en su esquema mas simplificado, consisten en adquirir

dos imagenes con dos tiempos de eco diferentes. Una imagen se obtiene
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aplicando un determinado tiempo de eco cuando las dos poblaciones de
protones (en agua y en grasa) estdn en fase y, por lo tanto, suman sus
intensidades. Con el otro tiempo de eco, estdn en fase opuesta y las sefales se
restan, produciéndose una pérdida de senal en los voxeles que contienen agua y
grasa.

Estas secuencias tienen sus origenes en el método que Dixon disefid [58],
el cual se basaba en la diferencia de fase, al igual que la fase-fase opuesta, y que
recibe el nombre de two-point Dixon chemical shift imaging. Se obtienen dos
imagenes, una en fase y otra en fase opuesta. En la descripcion original se
obtenian con la secuencia SE. La suma de estas imagenes proporciona una
imagen en la que sblo se representa el agua, y con la sustraccion solo se
representa la grasa. En aquella época, debido a una peor resolucion temporal y
a la ausencia de campos magnéticos suficientemente homogéneos, no pudo
extenderse ampliamente. Conforme la tecnologia lo ha ido permitiendo, se han
ido acortando los tiempos de eco y los tiempos de repeticion (TR), lo que ha
permitido reducir el tiempo de adquisicion y de este modo realizar el estudio
durante una pausa de apnea. De esta forma se ha evolucionado desde el
método original de Dixon con dos imagenes (two-point Dixon) hasta secuencias
multieco con correccion por decaimiento T2* pasando por métodos con tres
imagenes (three-point Dixon) [59].

A pesar de todo ello, la IRM también tiene sus limitaciones entre las que

se encuentran la multitud de secuencias y métodos Dixon empleados por los
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distintos autores, que han producido resultados muy dispares y dependientes
de cada equipo de IRM. Ademas, la cuantificacion de la grasa hepatica se ve
limitada cuando ésta es inferior al 10-15% [60] y cuando existen depositos de

hierro en el higado.

= Espectroscopia por resonancia magnética de protones (ERM-H")

La ERM-H! mide directamente la composicion quimica de los tejidos en
base a que cada uno tiene una frecuencia de precesion que puede separarse y
medirse en el voxel de interés [61] y actualmente constituye el método no
invasivo mas preciso para la cuantificacion de triglicéridos intrahepaticos [62].
Un meta-analisis publicado en 2011 sobre 9.597 articulos sobre el tema concluye
que debe considerarse como el método mas preciso para el diagndstico y
cuantificacion del contenido de grasa hepatica [55]. Incluso se ha aplicado en
estudios a la poblacion general para determinar la prevalencia de esteatosis
[19].

La ERM-H! ha demostrado excelente correlacién con la biopsia hepatica
[55,61-63], y es capaz de monitorizar los cambios del contenido intrahepatico de
grasa de forma evolutiva en individuos sometidos a diferentes procedimientos
de pérdida y ganancia de peso [64]. La ERM-H! se considera sensible para
detectar una variacion < 0,5% en la cantidad de grasa hepatica [61]. Ademas la

ERM-H!, a diferencia de la IRM o la tomografia computerizada (TC), no se
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afecta por diversos factores de confusion como sobrecarga de hierro
intrahepatico, glucdgeno o fibrosis hepatica [65]. Para la cuantificacion de los
depdsitos de grasa hepatica se pueden utilizar varias secuencias. La secuencia
PRESS (point-resolved spectroscopy) y la STEAM (stimulated echo adquisicion mode)
son las habituales. La secuencia PRESS es una secuencia multieco que usa
pulsos de 90° - 1802 - 180? de disparo tnico, con un largo TE y TR que permite
una magnifica determinacion de metabolitos. La secuencia STEAM es una
secuencia multieco que utiliza pulsos de 90° - 90° - 90°. PRESS tiene mejor
relacion senal/ruido que STEAM y es la mas usada para determinar metabolitos
(colina, glutamina, etc.). La cuantificacion de la grasa hepatica no necesita alta
relacion sefial/ruido y como STEAM es menos sensible que PRESS a los errores
por acoplamiento J, es mas precisa para cuantificar la grasa hepatica [66,67]. Los
estudios se suelen hacer con técnica univoxel ya que con técnica multivoxel se
prolonga demasiado el tiempo de adquisicién [62].

La cuantificacion de los triglicéridos hepaticos se calcula sumando al area
bajo la curva espectral de los lipidos hepaticos de (0,9 - 3,0) partes por millén
(ppm). Los resultados se muestran en forma de proporciones. Los valores que
se obtienen son en forma de Fraccion grasa (Fgrasa) que es el porcentaje de
grasa del total del voxel estudiado (que incluia agua y grasa):
Fgrasa=Grasa/(Grasa+Agua)x100. Sus principales inconvenientes son la

complejidad de su andlisis y su disponibilidad para la préctica clinica.
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1.1.5.2. Pruebas diagnosticas semicuantitativas

= Ecografia

La ecografia es un método diagnostico no invasivo, con alta
disponibilidad y de bajo coste economico. Por estos motivos, es la técnica mas
empleada para el diagnostico de HGNA. Su base fisica se fundamenta en la
mayor o menor propagacion de las ondas actsticas por los tejidos, dependiendo
del niimero de interfases que encuentran a su través. Un mayor niumero de
interfases supone una mayor resistencia a la transmision de las ondas y una
mayor ecogenicidad (brillo).

La presencia de grasa en el higado supone un incremento de la
ecogenicidad del mismo, lo que el operador aprecia como un parénquima
hepatico mas brillante, lo que condiciona una mala definicion de las paredes de
las ramas periféricas de la vena porta y del diafragma, asi como una mayor
atenuacion acudstica que no permite visualizar segmentos posteriores del
higado.

El diagnodstico ecografico del HGNA basado en estos hallazgos permite
clasificarlo en tres categorias:

- Grado I o Leve: Parénquima hepatico mas brillante que el parénquima
renal.
- Grado II o Moderado: El brillo hepatico impide visualizar las ramas

periféricas de la vena porta.
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- Grado III o Avanzado: Impide la vision de segmentos posteriores
hepaticos y/o del diafragma.

Esta clasificacion esta sujeta a errores, especialmente cuando la cantidad
de grasa en el higado es leve o moderada, y ha sido criticada por diversos
autores porque al ser operador, equipo, y transductor dependiente es
inadecuada para cuantificar los depdsitos de grasa hepatica debido a la gran
variabilidad intra e inter observador [68,69]. Otro inconveniente es que la

ecografia es ineficaz para la deteccion de depdsitos grasos inferiores al 30% [68].

» Tomografia computerizada (TC)

Se han realizado numerosos estudios con la intencion de estandarizar un
método de TC que permita cuantificar la grasa hepatica. Entre ellos, el mas
extendido ha sido el uso de la TC sin contraste intravenoso a partir de la
medicion de la atenuacion del parénquima hepatico mediante unidades
Hounsfield (UH) [70]. El umbral se ha establecido en un valor de 48 UH [71,72],
de forma que valores inferiores serian diagndsticos de esteatosis hepatica. Otros
métodos que implican la atenuacion esplénica o, mas recientemente, la TC de
energia dual, se encuentran en fase de validacion experimental y clinica [73,74].

El principal inconveniente de esta técnica radica en la necesidad de
utilizar radiacion ionizante, asi como en la posibilidad de que interfieran en la

medicion otros factores como el depdsito de hierro. Ademads, resulta
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especialmente poco sensible para depositos grasos leves y moderados [75].
Aquellos métodos que incluyen la utilizacion de contraste intravenoso afiaden
inconvenientes adicionales por la posibilidad de reacciones alérgicas y un

mayor coste [76].

= Elastografia

Esta técnica, que se emplea para valorar el grado de fibrosis basado en la
rigidez hepatica, también se estd desarrollando para valorar la esteatosis
hepatica [77]. Aun asi, todavia son necesarios mas estudios que demuestren que
las mediciones por elastografia son validas, reproducibles y asociadas con

resultados clinicos relevantes.

1.2.RESISTENCIA A LA INSULINA

1.2.1. Concepto

La resistencia a la insulina se define como una disminucion de los efectos
bioldgicos de la insulina sobre los tejidos corporales [78].

La insulina es una hormona anabolica que tiene un papel fundamental en
el metabolismo de los hidratos de carbono, proteinas y lipidos. Dentro de sus
principales funciones destaca la captacion de glucosa en el musculo y tejido

adiposo al favorecer la translocacion del transportador de glucosa GLUT-4 a la
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membrana celular. Permite sintetizar y almacenar glucdégeno hepatico y
muscular, suprime la sintesis hepatica de glucosa, inhibiendo la
neoglucogénesis, y favorece la activacion de la bomba Na/K ATPasa en el tejido
adiposo y muscular. En el musculo, estimula la sintesis de proteinas, y, con la
entrada de glucosa, permite sintetizar y almacenar glucogeno, y la utilizacion
de glucosa como fuente de energia inmediata para la contraccion muscular. En
el tejido adiposo inhibe la lipolisis, con lo que frena la liberacion de acido grasos
libres al torrente circulatorio y otros tejidos [78].

La respuesta disminuida a los efectos de la insulina se manifiesta
principalmente en sus oOrganos diana, principalmente higado, musculo
esquelético y tejido adiposo. La resistencia a la insulina provoca una
disminucién de la captacion de la glucosa por las células del musculo y del
tejido adiposo, junto a una disminucion en la produccion hepatica de glucdgeno
y un aumento en la produccién y secrecidon hepatica de glucosa, lo que tiende a
provocar hiperglucemia. Este hecho conduce a un incremento en la secrecion de
insulina por las células B del pancreas para compensar los elevados niveles
séricos de glucosa circulante, lo que se denomina hiperinsulinismo
compensatorio, que constituye la caracteristica bioquimica fundamental de la
resistencia a la insulina [78,79]. En el tejido adiposo, la resistencia a la insulina
favorece la liberacion de &cidos grasos libres que tienden a depositarse en otros

organos como el higado, peritoneo y otros.
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1.2.2. Epidemiologia

La prevalencia de la resistencia a la insulina en la poblacion general sana
permanece en gran medida desconocida debido a que en la mayoria de los
casos es asintomatica y su diagnostico se basa en determinaciones que no son
rutinarias. Se estima una prevalencia aproximada del 3% en individuos
aparentemente sanos, que se eleva en sujetos que tienen algin componente del
sindrome metabdlico, sobre todo la obesidad abdominal y la intolerancia a la
glucosa. Se conoce que el sindrome metabolico esta presente en el 25% de la
poblacion mundial, y una elevada proporcion de estos sujetos tienen resistencia

a la insulina [80-82].

1.2.3. Etiopatogenia

Se acepta que la resistencia a la insulina es consecuencia de factores
hereditarios y/o adquiridos. Las causas hereditarias incluyen mutaciones
genéticas en receptores de la insulina, transportadores de glucosa y proteinas
de sefalizacion que son independientes del indice de masa corporal (IMC) [83].

La obesidad abdominal, también denominada central, es el principal
factor de riesgo adquirido de resistencia a la insulina, que, asociada a factores
genéticos predisponentes, puede conducir al desarrollo de DM2. Dentro de esta
obesidad abdominal, la excesiva acumulacion de grasa en el higado, y la

denominada adiposidad visceral, debida a la acumulacién de grasa en
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peritoneo y mesenterio constituyen el principal factor de riesgo de resistencia a
la insulina. Por otro lado, se acepta que el acumulo de grasa subcutdnea
abdominal no tiene una asociacion significativa con la resistencia a la insulina
[12].

Multiples estudios han tratado de identificar los responsables
moleculares de la asociacion entre obesidad abdominal y resistencia a la
insulina, y aunque queda aun mucho por aclarar, se acepta que entre los
principales factores que provocan resistencia a la insulina se encuentran:
aumento de acidos grasos libres, acimulo de lipidos intracelulares, secrecion
de péptidos y citoquinas circulantes por los adipocitos, que incluyen TNFq,
interleuquina-6, RBP4, alteraciones en la expresion de la adipoquina protectora,
adiponectina, y la inflamacidon crénica subclinica asociada a la obesidad,
incluyendo la infiltracién de macrdfagos en los tejidos corporales con exceso de
grasa [84-90]. Otras causas adquiridas de resistencia a la insulina incluyen
sedentarismo, dieta hipercaldrica no asociada a ejercicio fisico, embarazo, la
edad, infecciones y medicamentos [91].

Causas especificas de resistencia a la insulina:
e Edad: La edad puede ser causa de resistencia a la insulina
principalmente a través de disminucion de los receptores GLUT-4.
e Aumento de produccién de antagonistas de la insulina: Puede ocurrir
asociado a diferentes procesos como son: sindrome de Cushing,

acromegalia, situaciones de estrés, traumatismos, cirugia, cetoacidosis
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diabética, infecciones graves, insuficiencia renal cronica y cirrosis
hepatica. Las acciones de la insulina se encuentran influenciadas por
otras hormonas de forma fisioldgica. El incremento de hormonas
contrarreguladoras como el glucagon, los glucocorticoides y las
catecolaminas contribuyen a la resistencia a la insulina.

Medicamentos: Los principales medicamentos que pueden favorecer
resistencia a la insulina incluyen glucocorticoides, niacina, ciclosporina,
medicacion antirretroviral [92].

Tratamiento antiandrogénico: Puede causar hipogonasdismo vy

resistencia a la insulina [93].

1.2.4. Consecuencias clinicas

La resistencia a la insulina puede manifestarse de diversas formas

dependiendo de la etiologia y de su gravedad. Las consecuencias de la

resistencia a la insulina asociadas a la obesidad incluyen:

= Tolerancia alterada a la glucosa sin diabetes (glucemia basal: 100-
125 mg/dl) y DM2.

Las alteraciones en la homeostasis de la glucosa son variables y

dependen de la etiologia, gravedad y habilidad de las células 3 para responder

a la resistencia a la insulina con un incremento en la secrecion de insulina, lo

que difiere ampliamente entre pacientes. Muchos pacientes con resistencia a la
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insulina relacionada con la obesidad tienen en un principio concentraciones
normales o levemente elevadas de glucosa. Finalmente, en muchos casos las
células 3 del pancreas no consiguen compensar la resistencia a la insulina,
desarrollando hiperglucemia. Algunos pacientes desarrollan DM2 y pueden

requerir insulina para controlar la hiperglucemia [94].

= Desarrollo de dislipemia

Las alteraciones lipidicas asociadas con la resistencia a la insulina afectan
a todas las fracciones lipidicas. Se caracterizan por elevacion de triglicéridos
séricos, disminucion de colesterol HDL y en menor medida aumento de
colesterol LDL. Este patron se correlaciona fuertemente con un elevado riesgo
cardiovascular.

La apolipoproteina B (apo B) se asocia tipicamente con el colesterol LDL;
sin embargo, en caso de dislipemia asociada a resistencia a la insulina hay una
sobreproduccion de apo B y un incremento en la sintesis de triglicéridos VLDL
en respuesta al aumento del aporte de acidos grasos libres al higado. Los
niveles bajos de colesterol HDL suponen un factor de riesgo independiente para
enfermedad cardiovascular. Ademas, las pequenas particulas densas de LDL se
suponen especialmente aterogénicas posiblemente por ser mas propensas a la
oxidacion y por su mayor proporcion de apo B. En comparacion con los estados

no insulin-resistentes, un nivel dado de colesterol LDL supone un mayor
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numero de pequenas particulas densas LDL que contienen apo B y, a su vez,

esto supone un aumento del riesgo [94].

* Sindrome metabdlico

Su diagnostico se basa en los siguientes 5 criterios de riesgo de DM2 y
enfermedad cardiovascular [95]: obesidad abdominal (perimetro abdominal >
102 cm en hombres y > 88 cm en mujeres), glucemia en ayunas > 100 mg/dL),
tension arterial > 130/80 mmHg, triglicéridos séricos > 150 mg/dL (> 1,7
mmol/L), colesterol HDL < 40 mg/dL (< 1,0 mmol/L) en hombres y < 50 mg/dL
(< 1,3 mmol/L) en mujeres. La definicion precisa de sindrome metabdlico varia
segun los criterios imprescindibles entre los 5 descritos. Asi, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) considera imprescindible la presencia de resistencia
a la insulina, determinada mediante glucemia basal > 100 mg/dL o test de
sobrecarga de glucosa [96]. Por otro lado, el Third Report of The National
Cholesterol Education Program (NCEP) expert panel on detection, evaluation, and
treatment of high blood cholesterol in adults (Adult Treatment Panel III) publicado en
2001 [97], require la presencia de al menos 3 de los 5 criterios. Finalmente, la
Federacion Internacional de Diabetes (IDF) sugirié que debe ser imprescindible

la presencia de obesidad central mas 2 cualquiera de los otros criterios [98].
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= Desarrollo de HGNA

La asociacion de resistencia a la insulina con el HGNA se expone en el
siguiente apartado (1.3. Resistencia a la insulina. Relacién con el HGNA, IMC y

perimetro abdominal).

m  Aterosclerosis subclinica o clinicamente manifiesta

Se acepta que la principal consecuencia clinica de la resistencia a la
insulina es la enfermedad cardiovascular de base arteriosclerotica, representada
en su fase inicial y asintomatica por la denominada aterosclerosis subclinica. En
las fases mas avanzadas, se manifiesta por enfermedad cardiovascular, cuyo
principal representante es la enfermedad coronaria, y se incluyen también todas
las enfermedades con base de aterosclerosis. En general, se puede afirmar que la
mayoria de las consecuencias clinicas asociadas a la resistencia a la insulina,

conducen al desarrollo de aterosclerosis [94].

= Ciertos canceres asociados a la obesidad e hiperinsulinismo
La resistencia a la insulina con hiperinsulinemia compensatoria ha sido
implicada en la etiologia de algunos tipos de canceres, incluyendo colon,

endometrio, pancreas, renal, mama [2].
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1.2.5. Diagndstico de resistencia a la insulina

El diagndstico de resistencia a la insulina en la mayoria de los pacientes
se basa en hallazgos clinicos (p. ej., rasgos del sindrome metabdlico):
hiperglucemia, dislipemia, obesidad abdominal e hipertension.

En algunos casos, puede ser util cuantificar la resistencia a la insulina,
como en pacientes obesos, ya que son los que se encuentran en un riesgo mayor
de desarrollar DM2 y sus complicaciones [99], como es la enfermedad
cardiovascular. La determinaciéon y cuantificacion de resistencia a la insulina
permitiria identificar a los individuos con mayor riesgo metabdlico-clinico,

susceptibles de profilaxis o tratamiento.

» Métodos de diagnostico de resistencia a la insulina

Todos ellos, se basan en que en la resistencia a la insulina existe aumento
de niveles séricos de insulina que trata de compensar la tendencia a la
hiperglucemia. Por ello, estos métodos utilizan dos variables: niveles séricos de
glucosa y de insulina, pero recogidos en diferentes circunstancias. Destacamos

los siguientes:

1.- Clamp o pinza hiperglucémica

Permite fundamentalmente cuantificar la capacidad de respuesta de las

células 3 del pancreas.
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Basicamente, consiste en conseguir una concentracion elevada de glucosa
en plasma (125 mg/dL), que se mantiene constante mediante la infusidén
intravenosa de glucosa. La cantidad de glucosa que hay que administrar para
mantener la glucemia elevada constante permite medir la respuesta de las
células beta del pancreas. Requiere la canalizacion de dos vias venosas y tiene
una duracion de unas dos horas. Es un método complejo y laborioso, por lo que

no se utiliza en la practica clinica [100,101].

2.- Clamp o pinza hiperinsulinémica euglucémica

Permite fundamentalmente cuantificar la sensibilidad de los tejidos a la
insulina.

Consiste en una infusion constante de insulina intravenosa, a un valor
aproximado de 100 pU/mL, y mantener constante la concentracion de glucosa
en sangre en aproximadamente 90 mg/dL mediante la infusién de glucosa
intravenosa. La velocidad de infusién de glucosa administrada durante los
ultimos 30 minutos del test determina la sensibilidad de los tejidos a la insulina.
Si se necesitan niveles altos de glucosa (>7,5mg/min) para mantener la
euglucemia, el resultado es de sensibilidad normal a la insulina. Cuando se
necesitan niveles reducidos de infusion de glucosa (< 4,0mg/min) indica
resistencia a la insulina. Valores intermedios (4,0-7,5 mg/min) indican estado de

pre-resistencia a la insulina y se denomina intolerancia a la glucosa.
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Igual que el anterior, es un test complejo, considerado invasivo, de larga
duracion, por lo que no se realiza en la prdctica clinica. Se considera el patron
de referencia o “patrén oro” con el que se compara la eficacia de otros métodos

[100,101].

3.- Homeostatic Model Assessment (HOMA-IR)

Propuesto por Mathews y colaboradores en 1985 [102], es el método mas
utilizado para diagnosticar resistencia a la insulina en la poblacién general Se
basa en la interaccion entre la funcion celular 8 y la sensibilidad a la insulina en
un modelo matematico, donde se utilizan las concentraciones basales de
glucosa e insulina. El modelo se calibra con una funcion celular 3 de 100% y
una resistencia a la insulina normal de 1 de acuerdo con la siguiente férmula

[102] :

HOMA-IR= [insulina plasmatica en ayuno (uU/ ml) x glucosa plasmatica en

ayuno (mmol/L)]/22,5

El indice HOMA también puede utilizarse para evaluar la funcion de la

célula B pancreatica utilizando el siguiente modelo matematico:

HOMA-%3=[20 x insulina plasmatica en ayuno (uU/ ml)] / [glucosa plasmatica

en ayuno (mmol/L) — 3,5].
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4.- Quantitative Insulin Check Index (indice QUICKI)

Se basa en un modelo logaritmico que también se calcula a partir de las
concentraciones basales de glucosa e insulina mediante la siguiente ecuacion

[103]:

QUICKI= 1/[(log insulina plasmatica en ayuno (uU/ml) + log glucosa plasmatica

en ayuno (mg/dl)].

Con respecto a los niveles de correlacion de HOMA y QUICKI vs. el
clamp, se han publicado resultados variables. En general, las mayores
correlaciones se han observado cuando estos indices son construidos a partir de
3 o mas determinaciones de glucosa e insulina en muestras extraidas
consecutivamente en intervalos de 5 a 10 minutos. Los coeficientes de
correlacion con el clamp oscilan entre 0,43 y 0,91 para QUICKI y de -0,53 y -0,91
para HOMA [104-107]. El indice HOMA ha sido el mas utilizado en la practica
clinica [105]. Algunos estudios en adultos han sugerido puntos de corte desde
2,5 para el diagnostico de resistencia a la insulina, aunque en otros el valor de

HOMA suele ser mas elevado.

5.- Curva de tolerancia a la glucosa oral (CTGO)

La CTGO se utiliza principalmente para evaluar tolerancia a la glucosa y

no para diagnosticar resistencia a la insulina, aunque se han desarrollado
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indices para medir sensibilidad a la insulina con mediciones obtenidas de la
CTGO [108,109]. En 1999, Matsuda y DeFronzo propusieron un indice de
sensibilidad a la insulina obtenido a partir de las determinaciones de glucosa e
insulina derivadas de una CTGO. Este método se conoce como indice Matsuda-
DeFronzo o indice de sensibilidad a la insulina compuesto (ISI-Compuesto),

que se calcula de acuerdo con la siguiente ecuacion [110]:

ISI-compuesto= 10.000 + V[(IPA*GPA)*(xGPC * xIPC)]

donde IPA es la insulina plasmatica en ayuno en uU/ ml, GPA la glucosa
plasmatica en ayuno en mg/dl, xGPC es el promedio de la concentracion de
glucosa plasmatica en todos los puntos de la curva y xIPC es el promedio de la
concentracion de insulina plasmadtica en todos los puntos de la curva. El ISI-
Compuesto alcanza niveles de correlacion aceptables con el clamp

hiperinsulinémico (r = 0,73) [110,111].

1.2.6. Tratamiento de la resistencia a la insulina v sus consecuencias

clinicas
El tratamiento de la resistencia a la insulina se enmarca en las
recomendaciones y objetivos terapéuticos que el Adult Treatment Panel III realizd

en 2001 y que fueron refrendadas por la American Heart Association (AHA), el
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National Institutes of Health (NIH) y por las guias de practica clinica de la

Endocrine Society para el sindrome metabdlico [112-115]:

- Tratamiento de las causas subyacentes (sobrepeso/obesidad e inactividad
fisica) mediante el control del peso y el aumento de la actividad fisica.

- Tratamiento de la resistencia a la insulina (hipoglucemiantes orales).

- Tratamiento de los factores de riesgo cardiovasculares si persisten a
pesar de las modificaciones en el estilo de vida (hipolipemiantes y

antihipertensivos).

No existe evidencia de que prevenir la DM2 y la enfermedad
cardiovascular sea tan efectivo como conseguir los objetivos anteriormente
mencionados. Es posible tratar la resistencia a la insulina mediante farmacos
que incrementan la accion de la insulina (p. €j., tiazolidinedionas y metformina);
aun asi, los ensayos clinicos no demuestran que tal opcion terapéutica mejore

los resultados en comparacién con la reduccién de peso y el ejercicio [116,117].

=  Modificacion del estilo de vida

La modificacion agresiva en el estilo de vida centrada en la pérdida de
peso y el aumento de la actividad fisica es el tratamiento de eleccién en el
sindrome metabdlico y resistencia a la insulina [118-120]. La importancia del
control del peso para evitar la progresion de los componentes del sindrome

metabdlico ha sido previamente demostrada en estudios observacionales,
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independientemente del IMC basal [121]. La reduccién de peso Optima se
consigue con un manejo multimodal que incluya dieta, ejercicio v,

posiblemente, terapia farmacologica (p. ej., orlistat) [122,123].

A. Dieta
La mayoria de los pacientes con resistencia a la insulina tienen sobrepeso
y una disminucion del mismo que mejore la sensibilidad a la insulina es
un objetivo importante de cualquier dieta. Se han recomendado los

siguientes modelos dietéticos:

Dieta mediterranea [124].

- Aproximaciones dietéticas contra la hipertension (The Dietary
Approaches to Stop Hypertension (DASH) diet) [125].

- Comidas con un indice glucémico bajo [126].

- Dietas con alto contenido en fibra (>30g/dia) [127].

B. Ejercicio
La practica del ejercicio puede ser beneficiosa mas alld de la pérdida de
peso asociada dado que reduce selectivamente la grasa abdominal, al
menos en mujeres [128]. Las guias actuales de actividad fisica
recomiendan regimenes de ejercicio moderado y regular. La

recomendacion estandar de ejercicio es un minimo de 30 minutos de
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intensidad moderada, aunque aumentar el nivel de actividad fisica
parece que también potencia su efecto beneficioso [129].

La eliminacion de grasa abdominal mediante liposucciéon no mejora la
sensibilidad a la insulina ni los factores de riesgo de enfermedad
coronaria, lo que sugiere que el balance energético negativo inducido por
la dieta y el ejercicio son necesarios para lograr los beneficios que se

consiguen con la pérdida de peso [130].

=  Prevencion de la DM2

Existen ensayos clinicos que han demostrado que las modificaciones en
el estilo de vida pueden reducir significativamente el riesgo de desarrollar DM2
asi como los factores de riesgo de enfermedad cardiovascular en pacientes de
alto riesgo [117].

Tanto la metformina como las tiazolidinedionas (p. ej., pioglitazona)
mejoran la tolerancia a la glucosa, en parte por el aumento en la sensibilidad a
la insulina. Sin embargo, la metformina es menos efectiva que el cambio intenso
del estilo de vida en la prevencion de la diabetes [117], aunque puede disminuir
la incidencia de eventos finales relacionados con la diabetes (muerte subita,
hipoglucemias/hiperglucemias mortales, infarto de miocardio, angina, fallo
cardiaco, ictus, fallo renal, amputacion, retinopatia, ceguera monocular y

cirugia de cataratas) [131].
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No se recomienda la prevencion farmacoldgica rutinaria de la diabetes,
aunque la metformina podria ser considerada en ciertos individuos que tengan

alteraciones tanto de la glucosa en ayunas como de la tolerancia a la glucosa.

» Reduccion del riesgo cardiovascular

La reduccidn del riesgo cardiovascular incluye, ademads de la pérdida de
peso y hacer ejercicio fisico, el tratamiento de la hipertension, el cese del habito
tabaquico, el control glucémico en pacientes con diabetes y la disminucién de

los niveles de colesterol sérico de acuerdo con las guias de recomendacién [132].

A. Hipolipemiantes
El Adult Treatment Panel III establecio como objetivo de tratamiento un
nivel sérico de colesterol LDL menor que 100 mg/dL (2,6 mmol/L) para la
prevencion secundaria en pacientes con DM2 [112], aunque estudios
posteriores han sugerido objetivos mas agresivos (<80 mg/dL) con un

régimen que incluya la administracién de estatinas.

B. Antihipertensivos
Existen argumentos a favor y en contra acerca de si el uso de los
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) o los

antagonistas del receptor de angiotensina II (ARA II) a modo de
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antihipertensivos en pacientes con DM2 podrian también contribuir a la

reduccion de la resistencia a la insulina [133,134].

1.3.RESISTENCIA A LA INSULINA. SU RELACION CON EL

HGNA, IMC Y PERIMETRO ABDOMINAL

La resistencia a la insulina es el precursor fisiopatoldgico de la DM2, y su
relacion con HGNA ha sido ampliamente estudiado en pacientes con obesidad,
sindrome metabolico [7] y DM2 [3], sugiriéndose que el aumento de la grasa
hepatica puede ser un factor de riesgo independiente para el desarrollo de
resistencia a la insulina, DM2 [3] y enfermedad cardiovascular [2,4]. Estd bien
documentado que los pacientes con HGNA mueren mas frecuentemente por
enfermedad cardiovascular que por enfermedad hepatica crénica [5,6].

El HGNA ha sido estudiado extensamente usando no sdlo ecografia sino
también mediante biopsias hepaticas y ERM-H! en la obesidad y la diabetes [7].
Sin embargo, el HGNA ha sido poco estudiado en individuos no obesos
[26,135]. La ERM-H! es el método de referencia no invasivo para la
cuantificacion de triglicéridos hepaticos [19,136] y ha sido ampliamente
validado en estudios poblacionales [19] y ensayos clinicos [137]. Por el
contrario, la ecografia es un método de imagen operador dependiente con una
alta variabilidad inter e intraobservador [69] que ofrece una inadecuada

sensibilidad y especificidad en casos de esteatosis leve o moderada [25,138].
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Aunque existe una amplia literatura médica sobre la valoracion del
HGNA utilizando ERM-H! en sujetos obesos y diabéticos, no hemos encontrado
publicaciones sobre el HGNA vy resistencia a la insulina en individuos
occidentales delgados (IMC 18,5-24,9 kg/m?) o con sobrepeso (IMC 25-30
kg/m?). De hecho, sélo existen dos estudios en sujetos occidentales delgados
(IMC 18,5249 kg/m?), y en éstos se utilizaron niveles séricos de
aminotransferasas y/o ecografia para valorar el contenido de grasa hepatica
[26,27], que son dos métodos con los que es frecuente encontrar un elevado
porcentaje de falsos negativos, dada la elevada proporcion de individuos con
HGNA con niveles “normales” de transaminasas (ALT < 40 UI) [7,139,140] y la
pobre sensibilidad de la ecografia abdominal para detectar esteatosis leve
(contenido de grasa hepatico < 30%) [25,138]. Esto es de especial importancia en
estudios de poblacion no obesa, en los que existe una mayor proporcion de
individuos con esteatosis leve en comparacion con estudios en sujetos obesos.

Por otro lado, el aumento de perimetro abdominal ha sido descrito como
un importante factor de riesgo de resistencia a la insulina y de enfermedad
cardiovascular. Esta obesidad, también denominada central, esta constituida
por dos componentes, la grasa subcutdnea, sin significativa relacion con la
resistencia a la insulina, y la grasa visceral que ha demostrado ser factor de
riesgo importante para ambos, resistencia a la insulina y enfermedad
cardiovascular. Aunque el estudio 6ptimo de la grasa abdominal, subcutanea o

visceral, se puede conseguir con TC o IRM, no se emplean de forma rutinaria
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por la radiacién de la TC, y el elevado coste econdmico, asi como la complejidad
del postproceso. Por estos motivos, se ha estudiado la utilidad del perimetro
abdominal como método indirecto y simple de medir la adiposidad visceral. Y
aunque, en principio, pueda representar tanto la grasa visceral como la
subcutanea, el perimetro abdominal ha sido descrito como el marcador mas
fiable de adiposidad visceral [141], existiendo una alta correlacién entre ambos
utilizando IRM [142].

En nuestro estudio, también valoramos la relacidon entre la resistencia a la
insulina y el IMC, porque éste ha sido relacionado en estudios observacionales
y epidemioldgicos con un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad por todas
las causas, especialmente por enfermedad cardiovascular en todos los grupos
poblacionales. Ademads, el IMC ha demostrado ser el mejor predictor
independiente de volumen de tejido adiposo evaluado mediante tomografia
computarizada en adultos de ambos sexos [143].

En resumen, existe escasa informacion sobre la resistencia a la insulina en
individuos no obesos (delgados o con sobrepeso), y su posible relaciéon con el
contenido de grasa hepatica, perimetro abdominal (como marcador de

adiposidad visceral) e IMC.
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1.4 HGNA Y RESISTENCIA A LA INSULINA: RELACION

CON EL HIERRO INTRAHEPATICO Y TNFa SERICO

Se conoce que la resistencia a la insulina se asocia con el HGNA, sin
embargo, existe una amplia variacion interpersonal, y la sobrecarga hepatica de
hierro ha surgido como un posible nuevo factor involucrado no solo en el
desarrollo de HGNA sino también en su relacion con la resistencia a la insulina
[16,17].

Varios estudios que han empleado biopsias hepaticas para el diagnostico
de HGNA han observado sobrecarga de hierro en higado en un tercio de
adultos [144] y en un cuarto de los nifios con HGNA [145]. En este sentido,
estudios epidemioldgicos han puesto de manifiesto que el consumo excesivo de
hierro con la dieta y el aumento de los depodsitos corporales de hierro podrian
incrementar el riesgo de DM2 [146]. Estudios de laboratorio y con animales de
experimentacion han demostrado que la sobrecarga férrica induce resistencia a
la insulina [147-149], y un estudio en humanos concluyd que la disminucién de
la sensibilidad a la insulina en sujetos con HGNA podria deberse, al menos en
parte, a la excesiva acumulacion de hierro en el higado [150]. Ademas, se ha
observado que una reduccion en el contenido total de hierro corporal mediante
flebotomias mejora la resistencia a la insulina en pacientes con HGNA e
hiperferritinemia [17,151], asi como en los que tenian concentraciones de

ferritina sérica normales [17,152].

67



Introduccion

Sin embargo, dos grandes ensayos clinicos controlados sobre el impacto
de la flebotomia en individuos con HGNA no demostraron mejoria en la
resistencia a la insulina o en la esteatosis hepatica [153,154], y un estudio con
autopsias no encontr6 diferencias en el contenido de hierro hepatico entre
individuos con y sin DM2 [155].

Por tanto, y de acuerdo con los resultados publicados hasta la fecha, la
relacion entre el acamulo de hierro en el higado y la resistencia a la insulina
permanece sin estar aclarada. Tampoco ha habido una conclusién definitiva
sobre la relevancia patogénica de la asociacion del HGNA vy la sobrecarga
férrica con la resistencia a la insulina. Nuestra hipotesis de estudio es que la
inflamacion cronica subclinica podria intervenir en la asociacion de los
triglicéridos intrahepaticos y/o hierro intrahepatico con la resistencia a la
insulina.

Con estos antecedentes, nuestro objetivo es estudiar la relacién de la
resistencia a la insulina con los triglicéridos intrahepaticos, cuantificados
mediante ERM-H! 3 Tesla, y el contenido hepatico de hierro, determinado
mediante resonancia magnética, analizando su posible relacion con las
concentraciones séricas de TNFa, adiponectina y el perfil lipidico. Este estudio
fue llevado a cabo en individuos no diabéticos para evitar la diabetes como

posible factor de confusion.
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1.5.PRECISION DIAGNOSTICA DE LA ALT SERICA COMO

MARCADOR DE HGNA

El reconocimiento del HGNA como problema de salud publica, por su
estrecha realcion con la obesidad [156], DM2 [3], sindrome metabdlico [22,157],
resistencia a la insulina [7] y enfermedad cardiovascular [4,158,159] ha
estimulado un creciente interés en la busqueda de un marcador para identificar
a individuos con HGNA en la poblacion general.

Desde la confirmacion en estudios clinicos y epidemioldgicos de la
frecuente asociacion entre el aumento del contenido grasa hepatica y elevacion
de ALT sérica, esta enzima ha sido propuesta como un biomarcador para el
diagndstico de HGNA [160]. Sin embargo, solo una proporcion de pacientes con
HGNA tienen elevados los niveles séricos de ALT [7,139,160-163], y dado que
algunos individuos con HGNA pueden tener valores séricos de ALT dentro del
rango actualmente considerado como “normal”, se ha sugerido que el limite
superior de la normalidad del ALT deberia ser reevaluado para facilitar la
identificacion de estos sujetos con HGNA [160,164].

En el afio 2002, en un estudio de portadores del virus de la hepatitis C
(VHC) y donantes de sangre, se propuso una disminucion del limite superior de
la normalidad de los niveles séricos de ALT a < 30 UI/L en hombres y <19 UI/L

en mujeres [165]. No se alcanzd consenso en esta propuesta [166].
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Existen estudios transversales recientes sobre la sensibilidad vy
especificidad de la ALT sérica como biomarcador de higado graso [159,167-
169]. Sin embargo, el diagnostico de HGNA en estos estudios se baso
exclusivamente en la imagen por ecografia abdominal y no se confirmd
mediante biopsia hepatica ni por ERM-H!, gold standard no invasivo para la
cuantificacion de triglicéridos hepaticos [7,19,24,136,170], aunque como hemos
sehalado anteriormente, la ecografia hepatica no es suficientemente sensible en
casos de esteatosis leve o moderada, lo que permite sugerir que la prevalencia
de HGNA en estos trabajos esté infraestimada [24,25,138].

Por tanto, en la actualidad, no hay informacién disponible sobre la
verdadera precision diagnodstica de la ALT sérica como biomarcador de HGNA
en sujetos sanos ni sobre su posible relacion con la resistencia a la insulina y
otros factores de riesgo cardiometabolicos. En este sentido, no hemos
encontrado publicaciones sobre la precision diagnostica, sensibilidad y
especificidad de la ALT sérica para identificar individuos con HGNA usando
ERM-H! 3 Tesla. Asi pues, empleamos esta técnica para cuantificar el contenido
en triglicéridos intrahepaticos en una muestra de individuos sanos, con el
objetivo de evaluar la precision, sensibilidad y especificidad de la ALT sérica
como biomarcador de HGNA. También investigamos la relacién del contenido
de triglicéridos intrahepaticos y de los niveles séricos de ALT con factores de
riesgo cardiometabdlicos, incluyendo la resistencia a la insulina (HOMA-IR),

adiponectina y perfil lipidico, entre otros.
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Justificacion e Hipotesis

1. Se conoce que existe relacion entre la obesidad y la resistencia a la
insulina, pero se acepta que el principal determinante del desarrollo
de resistencia a la insulina no es la cantidad de grasa corporal total,
sino su distribucion en diferentes tejidos: subcutdneo, peritoneal y
hepatico. La relativa importancia de esta “compartimentalizacion de
la grasa” en el desarrollo de resistencia a la insulina no esta
completamente aclarada.

Planteamos una primera hipotesis de que la excesiva acumulacion de
grasa en el higado podria ser mas determinante que el perimetro
abdominal, por el papel central del higado en los procesos metabolicos

de lipidos y glucidos.

2. Por otro lado, se conoce que sujetos con el mismo grado de HGNA,
pueden tener distintos niveles de resistencia a la insulina, lo que
sugiere que otros factores parecen influir.

Nuestra hipodtesis es que la presencia de inflamacion crénica subclinica
y/o el incremento de concentracién de hierro intrahepdatico podria
modificar el efecto de la grasa hepatica sobre la resistencia a la

insulina.

3. Finalmente, las importantes consecuencias cardiometabolicas del

exceso de grasa corporal en general y del HGNA en particular, hace
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necesario disponer de un método de screening sencillo de realizar, no
invasivo, disponible en todos los medios, y de minimo coste
econdmico.

Planteamos la hipotesis de que la modificacion del umbral actual de la
normalidad de la ALT sérica, podria permitir establecer un valor de

corte de ALT que identifique a los individuos con HGNA.



3. OBJETIVOS






Objetivos

OBJETIVOS

Ante las hipdtesis planteadas, presentamos tres objetivos principales:

1. Conocer la importancia relativa de la relacion de la resistencia a la
insulina con el HGNA, perimetro abdominal e IMC en individuos

no diabéticos y no obesos.

2. Conocer la influencia de la concentracion intrahepatica de hierro e
inflamacién cronica subclinica sobre el HGNA vy resistencia a la

insulina.

3. Conocer la precision diagndstica, sensibilidad y especificidad de la

ALT sérica para identificar individuos con HGNA.

Estos objetivos han sido estudiados, desarrollados, y publicados en tres

articulos cientificos que presentamos en el anexo L.
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Material y Métodos

4.1.POBLACION DE ESTUDIO

El estudio incluia adultos caucasicos no diabéticos, sanos, de entre 20 y
76 anos. El tamafno muestral y sujetos de estudio son diferentes en los distintos
articulos publicados, y se muestran de forma detallada en el apartado de
resultados de esta tesis doctoral. Los participantes fueron reclutados
consecutivamente entre individuos que acudian a la unidad de prevencion de
riesgos laborales de Granada para una revision de salud anual de rutina. Los
criterios de exclusion fueron: historia de ingesta etilica > 20 g en hombres y > 10
g en mujeres, basada en las respuestas a un cuestionario validado sobre
consumo de alcohol y la confirmacion de los resultados por un familiar; la
presencia de marcadores seroldgicos de virus de la hepatitis B o C, hepatitis
autoinmune, cirrosis biliar primaria, enfermedad de Wilson, cdncer, diabetes
mellitus o enfermedad endocrina, cardiaca, renal o pulmonar; consumo de
farmacos que puedan provocar esteatosis hepatica (p. ej., corticoesteroides,
amiodarona, metotrexato o tamoxifeno); IMC < 18,5 o > 40 kg/m?; ser portador
de marcapasos u otros dispositivos incompatibles con la resonancia magnética.
La hemocromatosis fue excluida del siguiente modo: a los pacientes con niveles
de ferritina sérica > 300 ng/mL para hombres, > 150 ng/mL para mujeres, y una
saturacion de transferrina > 45% se les realizo un screening de mutaciones del
gen HFE. No encontramos homocigotos C282Y. Los genotipos HFE

potencialmente predisponentes a la sobrecarga férrica fueron excluidos
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(C282Y/H63D, H63D/H63D). El estudio fue aprobado por el comité de ética de
nuestro hospital. Todos los participantes recibieron informacién completa y

otorgaron su consentimiento por escrito.

4.2.EVALUACION ANTROPOMETRICA

Todos los individuos reclutados para el estudio habian sido sometidos a
una historia clinica completa, exploraciéon fisica, andlisis de sangre y una
ecografia abdominal como parte de su revision anual. Se recogieron datos sobre
el peso y la altura, calculandose asi el IMC. El perimetro abdominal se midié
con una cinta métrica flexible situada en el punto medio entre el ultimo reborde

costal y la cresta iliaca en bipedestacion.

4.3.ANALISIS DE LABORATORIO

Las extracciones de sangre para el andlisis se realizaron transcurridas al
menos 8 horas de ayuno. Las concentraciones séricas de los distintos
parametros bioquimicos se determinaron mediante kits comerciales.

La ALT y AST séricas se determinaron mediante método cinético (Cobas,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), glucosa sérica, por método
glucosa oxidasa (enzimatico) (Roche/Hitachi Analytics systems, Roche

Diagnostics GmbH), adiponectina por radioiinmunoensayo, (Linco Research, St.
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Charles, MO, USA), insulina sérica por electrochemiluminescence immunoassay
(Elecsys 2010, Roche Diagnostics GmbH), TNF-a sérico por human TNF-alpha
enzyme-linked immunosorbent assay (Biosource Europe, Nivelles, Belgium),
colesterol sérico por método encimatico (Roche Diagnostics GmbH) y las
concentraciones séricas de ferritina por immunochemiluminescence en el Architect
12000 analyzer (Abbott Laboratories SA, Madrid, Spain).

La resistencia a la insulina se calculd a partir del “homeostasis model
assessment method” (HOMA-IR), del siguiente modo: HOMA-IR = insulina en
ayunas (mU/L) x glucemia en ayunas (mmol/L) / 22,5 [102]. La presencia de
resistencia a la insulina se definié6 como unos valores de HOMA-IR por encima
del percentil 95 de los sujetos delgados (HOMA-IR > 2,8). Los coeficientes de

variacion en los test bioquimicos variaron del 3,1 al 9,9%.

4.4.0BTENCION DE IRM Y ERM-H! 3 TESLA

4.4.1. Obtencion de IRM para cuantificacion de hierro intrahepatico

Se realizaron estudios multiparamétricos de IRM 3T descritos
previamente usando un sistema de Philips Achieva (Royal Philips, Amsterdam,
Netherlands) [171-173] para la determinacion de hierro intrahepatico.

Las imagenes de IRM hepatica consistian en secuencias multi-eco eco de
gradiente basadas en gradientes quimicos (MECSE-MR), usando 12 ecos (TE =

0,99 a 8,69; espaciado de eco = 0,7 ms; TR = 10 ms) con un flip angle de 10° para
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minimizar sesgos T1. El estudio completo del higado se obtuvo en una tnica
adquision con respiracion sostenida (34 cortes, dimensiones del voxel de 3 x 3
mm, grosor de corte 7 mm, espaciado 0,3 mm, tamafio del voxel reconstruido 2
x 2 mm, campo de vision 375 x 302 mm, factor de aceleracion de imagen en

paralelo 1,8, ancho de banda 2433 hercios por pixel) [172].

4.4.2. Obtencion de ERM-H!' para cuantificacion de triglicéridos

intrahepaticos

Se emple6 un localizador en los tres planos del espacio para la
planificacion del estudio de ERM-H! 3 Tesla, obteniendo los espectros con la
antena corporal del escdner y con monitorizacion de la respiracion. Se
seleccion6 un unico voxel de 27 cm?® (30 x 30 x 30 mm) en el parénquima
hepatico normal del segmento VI, evitando el borde del higado, el diafragma y
las estructuras vasculares y biliares que pudiesen afectar a las mediciones.
Todos los espectros se obtuvieron utilizando el método “stimulated echo
acquisition mode” (STEAM) single voxel con una secuencia de pulsos 90° - 90° -
90°. El tiempo de repeticion fue de 8000 ms para reducir los efectos T1 de
saturacion. La misma adquision se repitio con tres tiempos de eco diferentes TE
(20, 40 y 60 ms) para cuantificar el T2 de cada uno de los metabolitos

analizados. Numero de media de sefiales (NSA) de 4. Ancho de banda 2000 Hz.
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4.5.POSTPROCESO DE IRM Y ERM-H! 3 TESLA

4.5.1. Postprocesado de IRM para cuantificacion de hierro intrahepatico

Las imagenes se exportaron como datos crudos para cuantificar las
medidas R2* relacionadas con el hierro usando el software QLiver (QUIBIM,
Valencia, Espafa), que se basa en el andlisis de minimos cuadrados con el
algoritmo de Levenberg-Marquardt. El valor del R2* se usé para estimar el
contenido de hierro hepatico segtin la media de tres regiones de interés (ROIs)
dentro del 16bulo hepatico derecho, excluyendo vasos [173].

La sobrecarga de hierro se definid por el percentil 95 del valor R2* en

sujetos delgados (R2* > 75,7 seg™).

4.5.2. Postprocesado de ERM-H! para cuantificacion de triglicéridos

intrahepaticos

Las imagenes de espectroscopia se cuantificaban en la estacion de post-
proceso de Philips Extended MR WorkSpace, midiendo el area de los picos de
agua y de grasa mediante un ajuste de la sefial en el dominio de la frecuencia a
un modelo combinado Gaussiano-Lorentziano. Las frecuencias de precesion
son 4,67 ppm y 1,43 ppm para el agua y la grasa, respectivamente. El porcentaje
de fraccion grasa obtenido es un cociente entre los distintos metabolitos y se
define como FA / (FA+WA) x 100, donde FA es el area bajo el pico de la grasa y

WA es el area bajo el pico del agua. El HGNA se definié como un contenido de
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triglicéridos hepaticos > 5,56% (5,56 g de triglicéridos / 100 g de tejido hepatico
himedo) como se ha propuesto anteriormente, usando el percentil 95 en sujetos
delgados como referencia [19].

Todos los estudios de IRM y ERM-H! fueron interpretados por un

radiologo experimentado ciego a los resultados bioquimicos.

4.6.ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como medias + desviacion estandar (DE). El
test de Kolmogorov-Smirnoff se empled para comprobar la normalidad de las
variables. Los valores de las medias se compararon entre grupos con el test de
Student o el test de la U de Mann-Whitney y con el test de ANOVA de una via
seguido del test de comparaciones multiples de Tukey, segiin correspondiese.
El test de chi cuadrado se usé para variables no continuas y para comparar
porcentajes. Para las correlaciones se empled el andlisis de regresién lineal de
Pearson (distribuciones normales) o el test de Spearman (distribuciones no
normales). Para la evaluacion de los principales predictores de las distintas
variables estudiadas como resistencia a la insulina, HGNA, contenidos de
triglicéridos intrahepaticos y sobrecarga de hierro intrahepético se emplearon
andlisis multivariantes de regresion tanto lineal como logistica. Sdlo las

variables con p < 0,05 se incluyeron en los modelos finales.
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Para el tercer objetivo, se utilizaron estudios de precision diagnostica y
analisis de curvas ROC (receiver operating characteristics) para conocer, de una
forma mas global, la calidad de la ALT como método diagnostico de esteatosis
hepatica. Mediante el grafico de curva ROC se representa la relacion entre la
tasa de verdaderos positivos (sensibilidad) y la tasa de falsos positivos ("1 -
especificidad") como una funcion del nivel de corte de la ALT como marcador
diagnostico de esteatosis hepatica en nuestra poblacion de estudio. Las curvas
ROC ayudan a demostrar como el incremento o disminucién del punto de corte,
que define a la ALT como positivo, afecta al equilibrio entre la identificacion
correcta de los sujetos con esteatosis (verdaderos positivos) y la denominacion
incorrecta como positivos de los sanos (falsos positivos). El area bajo la curva
ROC muestra una expresion del potencial diagnostico de la ALT independiente
de la poblacidon de pacientes y podria utilizarse para comparar con las otras
variables. Para completar el estudio de precision diagnostica de la ALT, se
calcularon sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor
predictivo negativo (VPN).

El programa informatico SPSS version 22 (IBM SPSS Inc., Chicago IL) fue

empleado para el analisis estadistico de los resultados.
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5.1. RESULTADOS DEL OBJETIVO 1%

Resultados y Discusion

Resistencia a la insulina. Su relacion con el HGNA, IMC y

perimetro abdominal.

5.1.1.Parametros antropométricos, bioquimicos y metabolicos

La muestra final de estudio incluy6 a 113 adultos con una edad media =+

DE = 45,1+10,2 afios (rango 25-70 afios). Su informacion antropométrica y

bioquimica se muestra en la tabla 2.

Table 2. Anthropometrical and biochemical parameters in lean and overweight Caucasian

individuals.

Lean Overweight p<

n=55 n=58
Sex (m/f) 28/27 31/27 NS
Age (years) 41.35+10.29 46.25+11.08 0.05
Body Mass Index (Kg/m2) 23.52+1.75 27.53+1.44 0.001
Waist Circumference (cm) 85.03+8.12 97.34+10.20 0.001
Hepatic Triglycerides (%) 13.0246.65 18.2948.43 0.01
Cholesterol (mg/dl) 191.42+37.15 194.28+44.16 NS
LDL (mg/dl) 108.85+29.91 115.59+37.98 NS
HDL (mg/dl) 66.59+14.28 53.77+13.78 0.05
Triglycerides (mg/dl) 76.12+39.34 117.35+77.64 0.05
Serum AST (IU/L) 31.21+14.89 23.96+6.31 NS
Serum ALT (IU/L) 30.62+23.22 30.77+10.11 NS
Serum GGT (IU/L) 37.05+58.75 70.22+32.89 0.05
Glucose (mg/dl) 92.05+11.27 102.40+19.05 NS
Fasting serum insulin (uU/ml) 8.16+5.01 9.80+4.37 NS
HOMA-IR 3.51+2.33 4.93+2.96 NS
TNF-a (pg/ml) 148.97+41.27 160.34+40.38 NS
Adiponectin (ug/ml) 13.25+8.16 10.98+5.82 0.05

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; GGT, gamma-glutamyl
transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin
resistance; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; NS, non-

significant; TNF-a, tumor necrosis factor-a. Data are expressed as means + standard deviation.
p value: the chi-square test for non-continuous variables and the unpaired Student’s two-tailed t-test or
nonparametric Mann-Whitney U test, as appropriate, for continuous variable
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Segun el test de Kolmogorov-Smirnoff, las tunicas variables que
mostraban una desviacion significativa de la normalidad fueron el contenido de

triglicéridos intrahepaticos (p<0,01) y el HOMA-IR (p<0,001).

5.1.2.Test de comparacion de medias

Se presentan en las tablas 2, 3 y 4. Como se aprecia en la tabla 2, hubo

diferencias significativas entre los individuos delgados y con sobrepeso en el

IMC, el perimetro abdominal y el contenido de triglicéridos hepaticos.

Table 3. Anthropometrical and biochemical parameters of non-obese Caucasian individuals

according to the presence of NAFLD.

No NAFLD NAFLD

n=58 n=55 p<
Sex (m/f) 27131 32/23 0.05
Age (years) 42.05+10.16 47.59+10.24 0.01
Body Mass Index (Kg/m2) 24.87+2.71 27.28+2.27 0.001
Waist Circumference (cm) 87.65+11.68 98.91+9.88 0.001
Hepatic Triglycerides (%) 2.37+1.39 28.94+13.82 0.001
Cholesterol (mg/dl) 192.26+43.30 194.54+40.39 NS
LDL-C (mg/dl) 112.86+35.07 114.43+36.03 NS
HDL-C (mg/dl) 61.23+14.91 51.73+15.14 0.01
Triglycerides (mg/dl) 85.81+65.75 130.50+70.09 0.01
Serum AST (IU/L) 21.86+8.02 29.05+11.05 0.01
Serum ALT (IU/L) 20.05%£6.97 41.30+18.14 0.001
GGT (IU/L) 27.91+24.23 56.19+53.74 0.01
Glucose (mg/dl) 94.86+15.44 105.89+50.28 NS
Fasting serum insulin (uU/ml) 5.92+2.20 12.9146.90 0.001
HOMA-IR 2.47+£1.04 6.73£4.10 0.001
TNF-a (pg/ml) 150.62+27.41 163.32+53.04 NS
Adiponectin (ug/ml) 14.81+8.60 7.57+7.06 0.001

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; GGT, gamma-glutamyl
transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin
resistance; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; NS, non-significant;
TNF-a, tumor necrosis factor-a. Data are expressed as means + standard deviation.
p value: the chi-square test for non-continuous variables and the unpaired Student’s two-tailed t-test or
nonparametric Mann-Whitney U test, as appropriate, for continuous variables.
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Como se observa en la tabla 3, los valores medios de edad, IMC,

perimetro abdominal y concentraciones séricas de

ALT, AST, GGT,
triglicéridos, insulina en ayunas y HOMA-IR fueron significativamente
mayores, y los valores de adiponectina y colesterol HDL fueron
significativamente menores en sujetos con HGNA respecto a los sujetos sin
HGNA. En comparacion con el grupo de delgados con HGNA, el grupo de
sobrepeso con HGNA mostraron niveles significativamente mayores de
HOMA-IR, contenido de triglicéridos hepaticos, perimetro abdominal, IMC y

triglicéridos séricos y significativamente menores de adiponectina y colesterol

HDL (tabla 4).

Table 4. Anthropometrical and biochemical parameters in lean and overweight Caucasian individuals

according to the presence of NAFLD.

Lean without Lean with Overweight Overweight with
NAFLD NAFLD without NAFLD NAFLD
n=30 n=25 n=28 n=30
Age (years) 39.71+7.30 43.00+12.81 44.27+12.04 48.24+9.612
Sex (m/f) 14/16 14/112 13/15 18/122¢
Body Mass Index (Kg/m?) 22.59+1.61 23.46+1.96 27.06+1.419-€ 28.00+1.46%-d-€
Waist Circumference (cm) 81.1948.74 88.86+7.95% 93.82+10.9¢ 100.86+9.07¢9-€
Hepatic Triglycerides (%) 2.15+1.34 23.90+11.919f 2.60£1.43 33.98+15.249-6f

Cholesterol (mg/dl)
LDL-C (mg/dl)

189.24+41.02
108.71+31.61

193.60+32.22
109.00+28.22

195.14+46.15
116.82+38.41

193.43+41.87
114.36+37.09

HDL-C (mg/dI) 68.80+13.33 64.38+15.59 58.23+13.93 49.31+13.69¢0-€
Triglycerides (mg/dl) 72.05+37.86 80.20+41.57 98.95+83.14 135.75+70.70 P-4
Serum AST (IU/L) 23.10+10.46 39.33+17.60¢ 20.68+4.62° 27.24+8.71¢2
Serum ALT (IU/L) 19.38+7.93 41.86+38.59¢ 20.68+6.02¢ 40.87+17.44"d
Serum GGT (IU/L) 26.29+24.02 47.81+40.16¢ 29.45+24.90¢ 111.00+89.54C-2
Fasting Glucose (mg/dl) 90.71+6.12 93.40+16.23 98.82+18.19 105.99+20.292
Fasting Insulin (uU/ml) 5.6242.16 10.70+7.60% 6.20+2.270 13.4126.969"
HOMA-IR 2.26+0.96 4.75+3.469" 2.68+1.10 7.18+4.22Ddf
TNF-a (pg/ml) 146.54+24.41 151.40£67.27 154.51+30.04 166.17+50.172
Adiponectin (pg/ml) 14.24+9.05 12.27+8.08%C 15.35+7.15 6.61+4.589-ef

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; GGT, gamma-glutamyl
transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance;
LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; TNF-a, tumor necrosis factor-a.

Data are expressed as means with standard deviation (SD).

ap< 0.05 vs. Lean-without-NAFLD; ? p< 0.05 vs. Lean-with-NAFLD; ¢p< 0.05 vs. Overweight-without-NAFLD; 9 p< 0.001 vs.
Lean- without-NAFLD; € p< 0.001 vs. Lean-with-NAFLD; fp< 0.001 vs. Overweight-without-NAFLD.

afp value: chi-square test for non-continuous variables and one-way ANOVA for continuous variables followed by the Tukey
multiple-comparison test
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En el grupo sin HGNA, la tinica diferencia significativa entre los sujetos
con sobrepeso respecto a los delgados fue la presencia de un mayor perimetro
abdominal y mayor IMC en los primeros. Finalmente, el grupo de delgados con
HGNA tuvo unos niveles significativamente mayores de triglicéridos
intrahepaticos, HOMA-IR, insulina en ayunas, AST y ALT y menores de
adiponectina, que el grupo de sobrepeso sin HGNA.

Como puede apreciarse en la figura 1, los cambios de HOMA-IR y de
niveles de adiponectina sérica iban en paralelo con los cambios en el contenido

intrahepatico de triglicéridos en todos los grupos.
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Fig. 1. Comparison of HOMA-IR, serum adiponectin level and hepatic triglyceride content between
lean and overweight groups with and without NAFLD. Changes in HOMA-IR and serum adiponectin
level paralleled changes in hepatic triglyceride content.

*: p< 0.001 versus all other groups.

**: p< 0.05 versus lean- and overweight-without NAFLD groups.
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5.1.3. Estudios de correlacion

®  Correlaciones de HOMA-IR

El HOMA-IR se correlacionaba de forma significativa y fuertemente
positiva con el contenido de triglicéridos intrahepaticos (r:0,76; p<0,0001); asi
mismo, se hallaron otras correlaciones no tan fuertes pero significativas con el
perimetro abdominal (r:0,52; p<0,001), el IMC (r:0,48; p<0,01), la edad (r:0,49;
p<0,01) y las concentraciones séricas de ALT (r:0,3; p<0,03). E1 HOMA-IR tenia
correlacion significativa e inversa con la adiponectina sérica (r:-0,47; p<0,01) y
colesterol HDL (r:-0,46; p<0,02).

= Correlaciones del contenido intrahepatico de triglicéridos

El contenido intrahepatico de triglicéridos se correlacionaba de forma
positiva y altamente significativa con el HOMA-IR (r:0,76; p<0,0001), insulina
sérica (r:0,71; p<0,0001) y niveles séricos de ALT (r:0,63; p<0,001). Hallamos
también correlacion significativamente positiva con el perimetro abdominal
(r:0,48; p<0,01), el IMC (r:0,39; p<0,01), y los triglicéridos séricos (r:0,41; p<0,01);
mientras que se relacionaba de forma significativa e inversa con las
concentraciones de adiponectina sérica (r:-0,01; p<0,46) y de colesterol HDL (r:-

0,39; p<0,01).
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5.1.4. Estudios de regresion

En el estudio de regresion multiple por pasos hacia atrds sobre los
principales determinantes de resistencia a la insulina (HOMA-IR), el contenido
intrahepatico de triglicéridos fue el determinante mas importante (coeficiente
B=0,16; ES=0,017; p<0,01); ademas, la edad también fue significativa (coeficiente
B=0,06; ES=0,019; p<0,05). Ninguna otra variable alcanzé significacion
estadistica (p<0,05).

El estudio de regresion logistica binaria de las variables predictoras de
HGNA mostré que sus principales determinantes fueron el HOMA-IR
(coeficiente B=2,9; ES=1,5; p<0,01) y los niveles séricos de ALT (coeficiente

B=0,55; ES=0,25; p<0,032). Solo se muestran las variables significativas (p<0,05).

5.2. DISCUSION DEL OBJETIVO 1%

Resistencia a la insulina. Su relaciéon con el HGNA, IMC y

perimetro abdominal.

Este estudio pone de manifiesto que la resistencia a la insulina se asocia
con el HGNA mads que con el perimetro abdominal o el IMC, y revela que la
concentracion intrahepatica de triglicéridos es el principal predictor de
resistencia a la insulina en individuos no diabéticos y no obesos. Este es el

primer trabajo publicado sobre la importancia relativa del HGNA, perimetro
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abdominal e IMC en relacién con la resistencia a la insulina y otros factores de
riesgo cardio-metabolicos en individuos no obesos, empleando ERM-H! 3T para
la cuantificacion de la grasa intrahepatica. En nuestro estudio, el grupo de
individuos delgados con HGNA tenia mas resistencia a la insulina que el grupo
de sobrepeso sin HGNA, a pesar de que estos ultimos tenian un perimetro
abdominal y un IMC significativamente mayores, lo que indica que el acimulo
excesivo de triglicéridos intrahepaticos esta mas relacionado con la resistencia a
la insulina que el perimetro abdominal o el IMC. Ademds, no hemos
encontrado diferencias en la resistencia a la insulina o en otros factores de
riesgo metabolicos entre los sujetos sin HGNA, ya fuesen delgados o con
sobrepeso, los cuales inicamente se diferenciaban por su perimetro abdominal
e IMC. Sin embargo, nuestros resultados también ponen de manifiesto la
existencia de una asociacion tanto del perimetro abdominal como del IMC con
la resistencia a la insulina y factores de riesgo cardiometabdlicos, aunque menos
relevante que la hallada para el HGNA. Una publicacion previa en sujetos
obesos ha descrito resultados similares en mujeres pero no en hombres; esta
discrepancia con nuestros hallazgos podria explicarse porque ellos utilizaron
TC abdominal para el diagndstico de HGNA, y por la inclusiéon de sujetos
obesos [174]. Ademads, nuestro andlisis de regresion multiple mostré que el
contenido de triglicéridos intrahepaticos fue el principal determinante de
resistencia a la insulina, incluso ajustando para sexo y edad, mientras que ni el

perimetro abdominal ni el IMC fueron predictores significativos, lo que apoya
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el concepto descrito en la literatura médica de individuo normopeso pero
metabdlicamente obeso. Es decir, sujetos con IMC normal pero con factores de
riesgo para el desarrollo de DM2, sindrome metabdlico y enfermedad
cardiovascular [175]. Estudios previos han sugerido que la resistencia a la
insulina, junto a niveles séricos descendidos de adiponectina y colesterol HDL,
y valores elevados de triglicéridos plasmaticos, representan un posible nexo de
union entre el HGNA y la enfermedad vascular ateroesclerotica en sujetos
obesos [176]. Nuestros resultados sustentan esta propuesta y la validan en
individuos no obesos, pues hemos observado que la adiponectina sérica, las
anomalias del perfil lipidico y la resistencia a la insulina se asociaban
significativamente con el incremento en los triglicéridos intrahepaticos.

Entre las limitaciones de nuestro estudio incluimos un potencial sesgo de
seleccidon de participantes, en cuanto a que los individuos que acuden a un
control anual rutinario pueden estar mds preocupados por su salud que la
poblacion general. Ademas, no fue posible investigar la progresion natural de la
resistencia a la insulina debido a la naturaleza transversal del estudio. El
tamafo muestral permitié una potencia estadistica adecuada, pero se requieren
otros estudios con mayor tamano muestral para confirmar nuestros hallazgos.

Entre las fortalezas, destacamos el empleo de ERM-H! 3T para la
cuantificacion de la grasa intrahepatica, el reclutamiento prospectivo de los
pacientes, los estrictos criterios de exclusion y la recogida de todas las

mediciones bioquimicas y radioldgicas en un periodo de 48 horas.
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En conclusion, nuestros hallazgos muestran que la resistencia a la
insulina y factores de riesgo cardiometabolicos estan especialmente asociados al
HGNA, mas que al perimetro abdominal o IMC en individuos no obesos ni
diabéticos. La concentracion intrahepatica de triglicéridos es el principal
predictor, junto con la edad, de resistencia a la insulina en individuos no

diabéticos y no obesos.

5.3. RESULTADOS DEL OBJETIVO 2%

HGNA vy resistencia a la insulina. Relaciéon con el hierro

intrahepatico y TNFa« sérico.

5.3.1. Parametros antropométricos, bioquimicos y metabolicos

La muestra final de este estudio comprendia 104 individuos sin diabetes
mellitus. En la tabla 5, se muestra la informacién antropométrica y analitica de
todos los participantes y las caracteristicas de los individuos segtin la presencia

o ausencia de HGNA.
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Table 5. Characteristics of participants in total and as classified by hepatic triglyceride content.

part-li—(c:)it;;nts NAFLD P
Absent (42.31%) Present (57.69%)
n=104 n=44 n= 60
Sex (m/f) 59/45 19/25 40/20 0.017
Age (years) 45.11+10.03 41.64+8.89 47.65+10.11 0.002
Body Mass Index (Kg/m?) 27.81+4.31 25.26+£3.42 29.71+3.92 0.001
Waist Circumference (cm) 97.25+14.38 88.02+12.06 104.26+11.88 0.001
Cholesterol (mg/dl) 195.27+41.69 192.36+42.87 197.40+41.03 0.545
HDL-C (mg/dI) 55.35+15.64 61.45+15.17 50.87+14.53 0.001
LDL-C (mg/dl) 117.59+37.33 112.89+34.91 121.03+38.93 0.274
Triglycerides (mg/dl) 110.86+71.40 85.20+65.12 130.00+70.36 0.001
Serum AST (IU/L) 26.04+9.89 22.00+7.86 29.00+10.23 0.001
Serum GGT (IU/L) 41.50+37.81 28.32+23.94 51.17+43.06 0.001
Serum ALT (IU/L) 34.75+22.64 19.98+6.91 45.58+24.05 0.001
Fasting Glucose (mg/dl) 92.54+9.36 91.66+6.52 93.19+11.00 0.377
Fasting Insulin (pU/ml) 9.3746.18 6.26+2.55 13.7247.15 0.001
HOMA-IR 2.17+1.52 1.41+0.61 3.24+1.78 0.001
Serum Fe (pg/dl) 93.67+35.68 86.16+34.65 99.35+35.75 0.090
Ferritin (ng/mL) 142.36+128.84 70.42+68.25 197.09+137.49 0.001
Transferrin saturation (%) 24.86%12.37 18.00+£10.64 27.50+£12.32 0.150
Hepatic Iron R2* (s1) 57.95+18.38 47.68+10.82 66.21+19.11 0.001
Hepatic Triglycerides (%) 10.87+£10.20 2.54+1.45 16.99+9.51 0.001
TNF-a (pg/ml) 164.29+42.98 150.53+31.35 174.39+47.58 0.003
Adiponectin (ug/ml) 11.07+9.09 15.47+9.53 7.84+7.28 0.001

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; GGT,
gamma-glutamyl transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis
model assessment of insulin resistance; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NAFLD, non-
alcoholic fatty liver disease; TNF-a, tumor necrosis factor-a.
p: comparison between absence versus presence of NAFLD.

5.3.2. Test de comparacion de medias

La tabla 6 muestra que los sujetos con HGNA, en comparacion con los

individuos sin HGNA, tenian valores significativamente mas elevados de edad,

IMC, perimetro abdominal, HOMA-IR, niveles séricos de ALT, glucosa,

insulina y TNFa, y valores significativamente menores de adiponectina y
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colesterol HDL séricos. Se observd esta misma tendencia en la comparacion
entre individuos con y sin sobrecarga férrica hepatica (tabla 6), salvo por la
ausencia de diferencias significativas en las concentraciones séricas de TNF«a y

colesterol HDL.

Table 6. Characteristics of participants classified by hepatic iron content (n=104).
Hepatic Iron Overload p

Absent (84.79%) Present (15.21%)

N= 88 n=16
Sex (m/f) 52/36 97 0.899
Age (years) 43.81+10.14 54.00+7.05 0.001
Body Mass Index (Kg/m?) 27.22+4.47 29.06+2.10 0.038
Waist Circumference (cm) 95.27+15.06 103.14+4.26 0.050
Cholesterol (mg/dl) 194.51+44.24 198.64+32.30 0.431
HDL-C (mg/dl) 54.92+15.57 51.50+15.49 0.453
LDL-C (mg/dl) 117.45+39.23 118.86+29.74 0.625
Triglycerides (mg/dl) 106.85+70.18 145.43+80.82 0.040
Serum AST (IU/L) 25.88+10.51 28.79+8.93 0.101
Serum GGT (IU/L) 40.08+39.92 45.00+30.12 0.150
Serum ALT (IU/L) 32.09+20.22 49.43+33.35 0.007
Fasting Glucose (mg/dl) 92.31+8.66 94.57+11.63 0.493
Fasting Insulin (pU/ml) 7.84+4.83 21.45+4.54 0.002
HOMA-IR 1.81+1.23 5.06+1.20 0.003
Serum Fe (pg/dl) 92.73+35.01 115.22+40.32 0.101
Ferritin (ng/mL) 133.18+115.34 285.52+178.05 0.011
Transferrin saturation (%) 23.75+11.32 37.90+5.23 0.104
Hepatic Iron R2* (s1) 52.01+11.65 91.05+13.07 0.001
Hepatic Triglycerides (%) 7.6316.70 19.97+£10.84 0.001
TNF-a (pg/ml) 162.98+37.26 159.98+36.05 0.728
Adiponectin (ug/ml) 11.87+9.56 5.96+4.08 0.023

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index;
GGT, gamma-glutamyl transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR,
homeostasis model assessment of insulin resistance; LDL-C, low-density lipoprotein
cholesterol; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; TNF-a, tumor necrosis factor-a.
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La sobrecarga de hierro hepatica estaba presente en el 26,6% (16/60) de

los individuos con HGNA y en el 0% (0/44) de los que no tenian HGNA.

Table 7. Characteristics of participants classified by insulin resistance (n=104).

Insulin Resistance p

Absent (75%) n= 78 Present (25%) n= 26

Sex (m/f) 39/39 15/11 0.620
Age (years) 38.50+7.52 51.75+9.46 0.001
Body Mass Index (Kg/m?) 25.59+3.64 31.45+4.51 0.001
Waist Circumference (cm) 87.49+11.98 107.504£10.65 0.000
Cholesterol (mg/dl) 183.33+39.46 197.50+35.61 0.284
HDL-C (mg/dl) 58.19+14.17 48.17+13.86 0.035
LDL-C (mg/dl) 109.53+39.12 122.75+£32.46 0.194
Triglycerides (mg/dl) 76.77+35.07 129.67457.36 0.003
Serum AST (IU/L) 26.86+12.65 25.42+3.92 0.431
Serum GGT (IU/L) 27.83+22.94 52.08+44.59 0.008
Serum ALT (IU/L) 28.03£16.99 38.17+11.07 0.008
Fasting Glucose (mg/dl) 89.43+8.26 96.42+7.05 0.018
Fasting Insulin (uU/ml) 6.30£2.62 18.58+4.23 0.001
HOMA-IR 1.42+.65 4.42+1.07 0.001
Serum Fe (ug/dl) 88.18+32.62 106.67+41.21 0.204
Ferritin (ng/mL) 95.17+88.33 215.06+£148.84 0.009
Transferrin saturation (%) 16.97+4.64 40.20+13.72 0.083
Hepatic Iron R2* (s1) 47.53+9.44 67.20£17.49 0.001
Hepatic Triglycerides (%) 5.71+6.87 16.85+10.91 0.001
TNF-a (pg/ml) 162.24+49.37 191.32+52.39 0.051
Adiponectin (ug/ml) 17.21+£10.03 11.40+10.75 0.043

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; GGT, gamma-
glutamyl transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model
assessment of insulin resistance; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NAFLD, non-alcoholic fatty
liver disease; TNF-a, tumor necrosis factor-a.

La tabla 7 muestra las comparaciones de valores medios entre los

individuos con y sin resistencia a la insulina, mostrando que las medias de

edad, IMC, perimetro abdominal, hierro intrahepatico, triglicéridos hepaticos y

concentraciones séricas de ALT, triglicéridos, insulina, ferritina y TNFa fueron
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significativamente mayores ,y los valores séricos de adiponectina sérica y
colesterol HDL fueron significativamente menores, en los participantes con

resistencia a la insulina respecto a los que no la tenian.

100

80

Insulin Resistance (%)
(0)}
T

40
207
O_
NAFLD and Hepatic NAFLD without No NAFLD and no
Iron Overload Hepatic Iron Hepatic Iron
Overload Overload

Fig. 2. Percentage of participants with insulin resistance in the different groups. No participant had
Hepatic Iron Overload without NAFLD (0/44).

**p<0.001 versus “No NAFLD and no Hepatic Iron Overload”

*p<0.01 versus “NAFLD without Hepatic Iron Overload” or versus “No NAFLD and no Hepatic lron

Overload”.

La figura 2 representa la proporcion de participantes con resistencia a la
insulina en los distintos grupos, se aprecia que estaba presente en el 4,54%
(2/44) de los que no tenian ni HGNA ni sobrecarga de hierro hepatico, en el

45,45% (20/44) de los que tenian HGNA sin sobrecarga férrica hepatica y en el
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87,5% (14/16) de los que tenian tanto HGNA como sobrecarga de hierro

hepatico.

5.3.3. Estudios de correlacion

®  Correlaciones de HOMA-IR

El HOMA-IR se correlacionaba de forma significativa y positiva con el
contenido de triglicéridos intrahepaticos (r:0,56; p<0,001), el contenido de hierro
intrahepatico (r:0,52; p<0,001), la edad (1:0,63; p<0,001), el perimetro abdominal
(r:0,64; p<0,001), el IMC (1:0,60; p<0,001) y las concentraciones séricas de
ferritina (r:0,28; p<0,05), ALT (r:0,27; p<0,05) y triglicéridos (1:0,38; p<0,05),
mientras que se relacionaba de forma significativa e inversa con las
concentraciones de adiponectina sérica (r:-0,35; p<0,01).

= Correlaciones del contenido de triglicéridos intrahepatico

El contenido intrahepatico de triglicéridos se relacionaba positiva y
significativamente con el HOMA-IR (r:0,56; p<0,001), contenido de hierro
hepatico (1:0,57; p<0,001), edad (r:0,33; p<0,01), perimetro abdominal (r:0,59;
p<0,001), IMC (r:0,56; p<0,001) y concentraciones séricas de ferritina (r:0,42;
p<0,01), ALT (1:0,78; p<0,001), TNFa (r:0,28; p<0,01) y triglicéridos (r:0,34;
p<0,01), e inversamente con la adiponectina sérica (1:-0,41; p<0,001) y el

colesterol HDL (r:-0,3; p<0,02).
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=  Correlaciones del contenido de intrahepatico de hierro

El contenido intrahepatico de hierro se correlacionaba de forma
significativa y positiva con el HOMA-IR (r:0,52; p<0,001), el contenido de
triglicéridos hepaticos (r:0,57; p<0,001), edad (r:0,50; p<0,001), perimetro
abdominal (r:0,49; p<0,001), IMC (1:0,39; p<0,01) y concentraciones séricas de
ferritina (r:0,62; p<0,001), ALT (r:0,47; p<0,001) y triglicéridos (1:0,26; p<0,05),
mientras que se relacionaba de forma significativa e inversa con los niveles
séricos de adiponectina (1:-0,45; p<0,001) y colesterol HDL (r:-0,22; p<0,05).

= Correlaciones del TNFa

Las concentraciones séricas de TNFa se correlacionaban de forma
significativa y positiva con el contenido de triglicéridos intrahepaticos (r:0,28;
p<0,01), perimetro abdominal (1:0,38; p<0,02), IMC (1:0,39; p<0,02) y
concentraciones séricas de ALT (r:0,2; p<0,05) y triglicéridos (r:0,22; p<0,03),
mientras que se relacionaba de forma significativa e inversa con los valores
séricos de adiponectina (r:-0,23; p<0,04) y colesterol HDL (r:-0,51; p<0,001).

= Correlaciones de la ferritina sérica

Las concentraciones de ferritina sérica se correlacionaban de forma
significativa y positiva con el HOMA-IR (1:0,28; p<0,05), contenido de
triglicéridos intrahepaticos (r:0,42; p<0,01), contenido de hierro intrahepatico
(r:0,62; p<0,001), edad (r:0,26; p<0,01), perimetro abdominal (r:0,54; p<0,001),
IMC (1:0,38;, p<0,001) y concentraciones séricas de ALT (r:0,62; p<0,001) y

triglicéridos (r:0,22; p<0,02), mientras que se relacionaba de forma significativa e
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inversa con los niveles séricos de adiponectina sérica (r:-0,50; p<0,001) y de

colesterol HDL (r:-0,38; p<0,001).

5.3.4. Estudios de regresion por pasos hacia atras sobre los principales

determinantes de las siguientes variables:

» Resistencia a la insulina (HOMA-IR)

El contenido de triglicéridos intrahepdticos fue el predictor mas
importante de resistencia a la insulina (coeficiente B=0,14; ES=0,44; p<0,003). La
edad (coeficiente B=0,09; ES=0,03; p<0,009) y el TNFa sérico (coeficiente B=0,04;
ES=0,03; p<0,047) también fueron significativos. Ninguna otra variable alcanzé
la significacion estadistica (p<0,05).

* Contenido de triglicéridos intrahepaticos

El contenido de hierro hepatico fue el predictor mds importante
(coeficiente B=0,29; ES=0,08; p<0,0001) de la concentracidon intrahepatica de
triglicéridos. La concentracion sérica de TNFa también fue significativa
(coeficiente B=0,04; ES=0,02; p<0,032). Soélo se muestran las variables
significativas (p<0,05).

* Contenido de hierro intrahepatico

El contenido de triglicéridos intrahepatico fue el predictor mads
importante (coeficiente B=0,98; ES=0,25; p<0,0001) de la concentracion de hierro

intrahepatico. La concentracion sérica de ferritina también fue significativa
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(coeficiente B=0,03; ES=0,013; p<0,03). Ninguna otra variable alcanzo la

significacion estadistica (p<0,05).

5.4. DISCUSION DEL OBJETIVO 22

HGNA vy resistencia a la insulina. Relaciéon con el hierro

intrahepatico y TNFa sérico.

En este estudio realizado en individuos sin DM2, la resistencia a la
insulina se asociaba estrechamente con el contenido de triglicéridos
intrahepaticos y, en menor medida, con el contenido de hierro intrahepatico,
existiendo una evidente sinergia entre ambos. Las concentraciones séricas
elevadas de TNFa parecen contribuir a la asociacion entre el HGNA vy la
resistencia a la insulina. Hemos observado sobrecarga intrahepatica de hierro
en un tercio de los individuos con HGNA y en ninguno de los que no tenian
HGNA, lo que sugiere que el incremento de triglicéridos intrahepaticos parece
ser determinante para el desarrollo de sobrecarga hepatica de hierro en
pacientes sin DM2 y sin hemocromatosis.

Se ha debatido ampliamente sobre si la resistencia a la insulina es causa o
consecuencia del HGNA vy, en la actualidad, se acepta que la resistencia a la
insulina es causa, y también parece ser consecuencia del HGNA una vez
establecido [12,14,15]. Se conoce que la asociacion entre el exceso de grasa

intrahepética y la resistencia a la insulina presenta una considerable
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variabilidad interpersonal, principalmente atribuible a factores genéticos y
ambientales [14]. Entre estos ultimos, se incluye la sobrecarga férrica, que ha
sido implicada en la patogénesis de la resistencia a la insulina [148,177,178], lo
que estd de acuerdo con nuestros hallazgos, que ponen de manifiesto una
mayor concentracion de hierro intrahepatico en los sujetos que tienen
resistencia a la insulina, respecto a los que no la tienen, asi como una
correlacién significativa y positiva entre el hierro intrahepatico y los valores de
HOMA-IR. Sin embargo, la cantidad de hierro intrahepatico no resultd ser un
determinante independiente de resistencia a la insulina en nuestro estudio,
aunque si parece jugar un papel, ya que hemos observado la presencia de
resistencia a la insulina en el 45,45% de los individuos con HGNA sin
sobrecarga hepatica de hierro, y en el 87,5% de los individuos que tenian tanto
HGNA como sobrecarga hepatica de hierro. Estos hallazgos sugieren que la
resistencia a la insulina se asocia de forma mads fuerte y significativa con el
HGNA que con la sobrecarga hepética de hierro, y que existe cierta sinergia
entre ellos, en relacién a la presencia de resistencia a la insulina. Ademas, el
contenido de triglicéridos intrahepético si fue un determinante significativo de
resistencia a la insulina en los andlisis de regresion, al contrario que el hierro
intrahepético, lo que apoya una mayor implicaciéon del HGNA en la resistencia
a la insulina. En cuanto al nexo patogénico entre el HGNA, el hierro
intrahepatico y la resistencia a la insulina, nuestra hipotesis de estudio era que

un incremento en los triglicéridos intrahepaticos y/o en el hierro intrahepatico
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podria contribuir al desarrollo de resistencia a la insulina a través de cambios
en la secrecion de citoquinas, que suelen estar presentes en enfermedades
hepaticas croénicas [179,180] y en el HGNA [15,140] como expresion de
inflamacion subclinica. Result6 interesante descubrir en nuestro estudio, que las
concentraciones séricas de TNFa fueron mas elevadas en los pacientes con
HGNA que en los pacientes sin HGNA, asi como en los pacientes con
resistencia a la insulina frente a los que no la tenian; sin embargo, no hubo
diferencias significativas entre los que tenian y los que no tenian sobrecarga de
hierro intrahepatico. Ademas, los valores séricos de TNFa se correlacionaban
positivamente con el contenido de triglicéridos intrahepaticos, pero no con el
contenido de hierro intrahepatico, y asi mismo observamos en el andlisis de
regresion, que el TNFa es el principal determinante tanto de HGNA como de
resistencia a la insulina. En conjunto, estos datos sugieren que las
concentraciones séricas de TNFa podrian tener un papel en la asociacion entre
la resistencia a la insulina y el HGNA. También hemos podido comprobar que
las concentraciones séricas de TNFa ejercian una influencia negativa sobre la
adiponectina sérica y el perfil lipidico. Por lo que hemos podido comprobar ,
éste es el primer estudio publicado sobre la relaciéon de triglicéridos
intrahepdticos y hierro intrahepatico con la resistencia a la insulina y las
concentraciones séricas de TNFa en individuos sin DM2. No tenemos una
explicacion definitiva para el posible efecto negativo de la acumulacion de

hierro intrahepatico sobre la resistencia a la insulina; sin embargo, la ausencia

110



Resultados y Discusion

de asociacidon con el TNFa sérico sugieren que la inflamacion cronica subclinica
no parece estar asociada al hierro intrahepatico, si bien no se puede descartar
un posible efecto derivado del estrés oxidativo [181].

Se conoce que la ferritina sérica no es unicamente un marcador de los
depdsitos de hierro corporales, sino también un biomarcador de inflamacion, y
sus concentraciones elevadas se han asociado con resistencia a la insulina [182].
Nuestros resultados, refuerzan la idea de que las concentraciones séricas de
ferritina en pacientes con HGNA constituyen un marcador del contenido de
hierro intrahepatico, mas que de inflamacién subclinica [183]. Como se ha
sefialado previamente, distintos estudios clinicos han arrojado resultados
discordantes acerca de la relacion entre el incremento de los depositos de hierro
corporales y de la ferritina sérica con la DM2 [155,184,185], asi como del efecto
de la flebotomia sobre la resistencia a la insulina [17,151,153,154]. Estas
diferencias pueden ser explicadas, al menos en parte, por nuestros hallazgos de
que menos de un tercio de los individuos con HGNA tenian sobrecarga
hepatica de hierro y de que un incremento del hierro en el higado parece
desempenar un papel menor en el desarrollo de resistencia a la insulina,
aunque podria influir de forma variable en algunos sujetos. Asi pues, se podria
especular que so6lo un subgrupo de pacientes con HGNA podrian beneficiarse
de la flebotomia como tratamiento de la resistencia a la insulina.

Entre las limitaciones del estudio podemos incluir su disefio transversal,

y la ausencia de biopsias hepaticas e informacion histoldgica, aunque ninguan
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paciente padecia enfermedad hepatica evidente en ecografia o en RM, ni
nuestro objetivo fue el estudio de lesién hepatocitaria. Ademads, aunque el
tamafio muestral ofrecia una potencia estadistica adecuada, se precisan mas
estudios con muestras mas amplias para reproducir nuestros hallazgos.

Las fortalezas del estudio incluyen la utilizacion de RM para cuantificar
el contenido de hierro hepatico y ERM-H! 3T para medir el contenido de
triglicéridos hepaticos, asi como la adopcion de estrictos criterios de exclusion,
como la presencia de DM2 y enfermedades hepaticas para evitar posibles
factores de confusién. Ademads, todas las mediciones antropométricas,
bioquimicas y de imagen se recogieron en un periodo de 48 horas.

En conclusidn, nuestros resultados indican que la resistencia a la insulina
se encuentra intimamente relacionada con el contenido de triglicéridos
intrahepaticos y en menor medida con el contenido de hierro intrahepatico.
Parece existir una sinergia entre el HGNA vy la sobrecarga de hierro hepatica en
su relacion con la resistencia a la insulina, siendo el HGNA el que muestra un
mayor impacto sobre ésta. Los niveles séricos elevados de TNFa podrian
contribuir a la asociacion entre HGNA vy resistencia a la insulina. El incremento
en los triglicéridos intrahepaticos parece ser determinante para el desarrollo de

sobrecarga hepatica de hierro en sujetos no diabéticos sin hemocromatosis.
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5.5.RESULTADOS DEL OBJETIVO 32 Precision diagnostica de

la ALT sérica como marcador de HGNA.

5.5.1. Parametros antropométricos, bioquimicos y metabdlicos

La muestra final de estudio incluy6 a 129 adultos con una edad media *
DE 45,7+10,2 anos (rango 20-76 afios). Los datos antropométricos se muestran

en la tabla 8 y los resultados bioquimicos se muestran en la tabla 9.

Table 8. Anthropometric variables in subjects classified according to liver fat content

Liver fat content (%) by 1H-MRS

<5.56 >5.56 5.56-25 25-50 >50

No NAFLD Total NAFLD Mild Moderate Severe

(n=54) (n=75) (n=29) (n=34) (n=12)
Age (year) 43.10 £10.90 48.37 £9.79 47.50 £10.77 48.41 +9.89 49.24 +8.93
Sex (males /females) 28/26 46/29c 16/13 22/12 8/4
BMI (kg/m2) 25.41 +3.43 29.81 +4.01a 28.82 £4.42b 30.26 £ 3.30a 30.21+4.15a
Waist circumference 89.1+12.3 104.53 + 11.6a 100.18 + 14.53 105.4 +8.64 a 107.86 + 10.99 a
(cm) b

1H-MRS, proton magnetic resonance spectroscopy; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; BMI, body mass index
a: p<0.001 versus no NAFLD; b: p<0.01 versus no NAFLD; c: p<0.05 versus no NAFLD

Table 9. Biochemical variables in subjects classified according to liver fat content quantified by *H-MRS.

Liver fat content (%) by H-MRS

<5.56 >5.56 5.56-25 25-50 >50
No NAFLD Total NAFLD Mild Moderate Severe
(n=54) (n=75) (n=29) (n=34) (n=12)

AST (IU/L) 22.02+7.74 29.37 +10.852 28.14 +12.32 28.94 + 10.60¢ 31.53+9.65°
ALT (IU/L) 20.89 +6.77 46.92 + 25.172 41.77 £27.892  44.12+18.652 56.57 +29.142
GGT (IU/L) 27.8 +23.53 52.33 +45.262 38.37 +19.48 51.65 +34.81° 65.36 +67.19°
ALP (1U/L) 60.92 +17.10 69.53 + 21.22b 69.81 + 23.69 70.77 £21.41 67.30 + 18.97
Cholesterol (mg/dl) 194.44 + 41.90 198.65 + 40.93 185.29 + 37.38 201.87 +£43.62 207.91 + 38.33
HDL cholesterol (mg/dl) 61.22 +14.88 51.14 + 14.262 57.38 + 15.83 46.47 +13.2138 51.63+11.73°
LDL cholesterol (mg/dl) 113.98 + 34.68 120.77 £ 37.34 108.90 + 31.90 129.03 £ 43.89 120.84 + 25.56
Triglycerides (mg/dl) 86.89 + 64.5 149.48 +57.602 101.78 +47.54 152.73+69.942 195.80 + 55.39"
Blood glucose (mg/dL) 93.94 +9.10 104.87 £11.34 97.95+11.66 105.75 £ 10.32 112.33+12.10
Fasting Insulin (uU/mL) 6.26 £ 2.50 1417 +7.252 11.83 £5.07° 14.07 £ 3.722 18.20 +7.632
HOMA-IR 2.61+£11.30 7.41+£4.782 5.08 £2.43 7.74 £5.622 10.41 £3.39&¢
Adiponectin (ug/mL) 15.46 +9.37 7.32+6.762 10.36 £ 9.63 6.10 + 4.55% 6.01 £ 4.67a¢
TNF-a (pg/ml) 1.52+0.32 1.71 £ 0.45b 1.75+ 0.66 1.72+0.35 1.63+0.31

1H-MRS, proton magnetic resonance spectroscopy; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; AST, aspartate
aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; GGT, gamma-glutamyl transferase; ALP, alkaline phosphatase; HDL
cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol; LDL cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR,
homeostasis model assessment of insulin resistance; TNF-a, tumor necrosis factor-a.

a: p<0.001 versus no NAFLD; b: p<0.05 versus no NAFLD; c: p<0.05 versus mild NAFLD
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Setenta y cinco de los participantes (58,13%) fueron diagnosticados de
HGNA, clasificados como leve (29 casos), moderado (34 casos) o grave (12
casos); los 54 individuos restantes no tenian HGNA, es decir, su contenido de
grasa hepatica era inferior a 5,56% (5,56 mg de triglicéridos /100 mg de tejido

hepatico).

5.5.2. Test de comparacion de medias

Como se muestra en las 8 y 9, los valores medios de IMC, perimetro
abdominal, HOMA-IR, ALT, AST, GGT, FA, triglicéridos séricos, TNFa e
insulinemia basal fueron mas elevados en los individuos con HGNA que en los
sujetos sin HGNA (p<0,001 excepto para FA y TNFa que fue p<0,05).
Unicamente, los valores séricos de colesterol HDL y adiponectina fueron
significativamente menores en los individuos con HGNA respecto a aquellos
sin HGNA (p<0,001). Los tests de comparaciones multiples entre las distintas
categorias de HGNA mostraron diferencias estadisticamente significativas
unicamente para la ALT, el HOMA-IR y la adiponectina entre individuos con

esteatosis grave vs. leve (p<0,05).
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5.5.3. Estudios de correlacion

= Correlaciones del contenido de triglicéridos intrahepaticos

El contenido de triglicéridos hepaticos se correlacionaba de forma
significativa y altamente positiva con las concentraciones séricas de ALT (r:0,58;
p<0,001) (figura 3), AST (r:0,32; p<0,01), GGT (1:0,31; p<0,01), el perimetro
abdominal (r:0,54; p<0,001), el IMC (r:0,48; p<0,001), la insulinemia basal (1:0,57;
p<0,001), el HOMA-IR (r:0,57; p<0,001) y los triglicéridos séricos (r:0,35; p<0,01);
mientras que se relacionaba de forma significativa e inversa con las
concentraciones séricas de adiponectina (r:-0,43; p<0,001) y de colesterol HDL
(r:-0,32; p<0,01).

=  Correlaciones de los niveles séricos de ALT

Como puede apreciarse en la figura 3, los niveles séricos de ALT se
correlacionaban positivamente con el contenido de triglicéridos intrahepaticos
(r:0,58; p<0,001), el HOMA-IR (1:0,32; p<0,01), insulinemia basal (1:0,31; p<0,01),
triglicéridos séricos (r:0,18; p<0,05), perimetro abdominal (1:0,25; p<0,01) e IMC
(r:0,25; p<0,01), mientras que se relacionaba inversamente con las
concentraciones séricas de adiponectina (r:-0,35; p<0,01) y colesterol HDL (r:-

0,32; p<0,01).
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Fig. 3. Correlation of serum ALT with: liver fat content, waist circumference, HOMA-IR, and serum
insulin, adiponectin, and HDL-cholesterol. ALT=alanine aminotransferase,
HDL=high-density lipoprotein, HOMA-IR=Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance.

levels of fasting

5.5.4. Estudios de regresion

El estudio de regresion multiple por pasos hacia atras sobre los
principales determinantes de contenido de triglicéridos intrahepaticos mostrd
que la concentracion sérica de ALT fue la variable independiente mds

significativa (coeficiente B=1,367; ES=0,121; p<0,01); asi mismo, el HOMA-IR

también fue significativo (coeficiente B=1,160; ES=0,075; p<0,04).
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Fig. 4. Receiver-operating characteristic curve of sensitivity plotted against 1-specificity of serum
ALT to identify subjects with liver fat content greater than 5.56% quantified by proton magnetic
resonance spectroscopy (*H-MRS) 3T. ALT=alanine aminotransferase, 'H-MRS=proton magnetic
resonance spectroscopy.

5.5.5. Curvas ROC y precision de la ALT sérica para el diagnostico de

HGNA

Se crearon curvas ROC para evaluar la precision de la concentracion
sérica de ALT como predictor independiente de un contenido de grasa hepatica
mayor de 5,56% (figura 4).

El area bajo la curva (AUC) fue de 0,93 (intervalo de confianza al 95%:
0,89-0,97) y el punto de corte 6ptimo de la ALT fue de 23 UI/L, con una
sensibilidad de 0,94, una especificidad de 0,72, un VPP de 0,82 y un VPN de
0,90. El andlisis por sexos mostré un valor éptimo de la ALT para identificar

individuos con HGNA de 24 UI/L para hombres (AUC:0,92; sensibilidad:0,95;
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especificidad:0,67) y de 21 UI/L para mujeres (AUC:0,94; sensibilidad:0,96;
especificidad:0,76).

La figura 5 muestra que el 48% de los individuos con niveles de ALT
inferiores a 40 UI/L tenian HGNA y que éstos tenian valores significativamente
mayores de HOMA-IR e insulinemia basal, y significativamente menores de

adiponectina y colesterol HDL en comparacion con individuos sin HGNA.

100

807

607

Subjects with NAFLD (%)

<23 23-40 >40
ALT (IU/L)

Fig. 5. Percentage of subjects with NAFLD in the different ALT categories. *p<.001 versus no
NAFLD. ALT=alanine aminotransferase, NAFLD=nonalcoholic fatty liver disease.

Unicamente cuatro individuos con niveles de ALT inferiores a 23 UI/L
tenian HGNA. Se apreci6 una AUC inferior para los otros parametros

analizados: IMC 0,82; perimetro abdominal 0,84; GGT 0,74 y AST 0,76.
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5.5.6. Cambios en variables metabdlicas segin la cantidad de

triglicéridos intrahepaticos y valores séricos de ALT

Como se muestra en la figura 6, los cambios observados en los
parametros antropomeétricos y bioquimicos (perimetro abdominal, HOMA-IR,
insulinemia basal, adiponectina, triglicéridos séricos y colesterol HDL) en las
distintas categorias de HGNA (sin, leve, moderado o grave) fueron paralelos a
los cambios observados de estos parametros antropométricos y bioquimicos en

los distintos niveles séricos de ALT.
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5.6.DISCUSION DEL OBJETIVO 32

Precision diagnostica de la ALT sérica como marcador de

HGNA.

En nuestro estudio, los niveles séricos de ALT, con umbral de la
normalidad corregido a 23 UI/L permitieron la identificacion de la mayoria de
los participantes con HGNA.

Los sujetos con HGNA tenian niveles séricos mas elevados de ALT,
HOMA-IR, insulinemia basal y triglicéridos y menores de adiponectina y
colesterol HDL en comparacion con los que no tenian HGNA, lo que concuerda
con publicaciones previas en poblaciones seleccionadas de individuos obesos o
pacientes diabéticos [7,176,186,187]. Nuestros hallazgos ponen de manifiesto
que los niveles séricos de ALT podrian sugerir el grado de contenido de grasa
intrahepdtica, ya que existen diferencias significativas en los valores séricos de
ALT entre sujetos con HGNA leve y los que no tienen HGNA, asi como entre
los que tienen HGNA grave vs leve. También hemos observado que tanto las
concentraciones séricas de ALT como el contenido de triglicéridos
intrahepdticos se correlacionaron de forma positiva con el HOMA-IR, la
insulinemia basal y los triglicéridos séricos, y de forma inversa con la
adiponectina sérica y el colesterol HDL. El paralelismo observado en los
cambios de los diferentes pardmetros metabodlicos en las distintas categorias de

HGNA y de ALT apoya la posible relacion de ambos con la resistencia a la
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insulina y otros factores de riesgo metabolicos. Este hallazgo en individuos
sanos también coincide con resultados obtenidos en poblaciones seleccionadas
de pacientes con DM o sindrome metabdlico [160-163,188].

Por otro lado, se conoce que la adiponectina tiene un efecto protector
sobre el riesgo cardiometabolico en distintas poblaciones [189]. Nosotros hemos
observado que los niveles de adiponectina eran inferiores en los sujetos con
HGNA, y se relacionaban estrechamente y de forma inversa con los valores de
triglicéridos intrahepaticos, concentraciones séricas de ALT y valores de
resistencia a la insulina, por lo que sugerimos que la ALT podria ser un
marcador de riesgo cardiometabodlico, como previamente se ha descrito en
pacientes obesos [189].

La elevacion de niveles séricos de TNFa se han descrito en pacientes con
enfermedad hepatica cronica de distintas etiologias [179,180], incluyendo el
HGNA [190]. En nuestro estudio, los valores séricos de TNFa fueron superiores
en individuos con HGNA vs. sin HGNA, lo que podria sugerir que el sistema
del TNFa se encuentra activado en el HGNA.

Por otro lado, se ha demostrado que los valores de ALT en suero no
pueden ser usados como predictores de esteatohepatitis no alcoholica ni para
diferenciar entre esteatosis simple y esteatohepatitis no alcohdlica [7,166]. Un
estudio reciente sobre la gravedad de la enfermedad hepatica en pacientes con
HGNA usando ERM-H! y biopsias hepaticas encontré que los niveles elevados

de ALT se correlacionaban fuertemente con el contenido de grasa intrahepatica
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pero no con la inflamacion o la fibrosis hepatica [7]. Por ello, se ha propuesto
que la ALT sérica podria ser un buen indicador de HGNA [7] y un predictor de
alteraciones cardiometabodlicas, pero no de una posible progresion a
esteatohepatitis o a cirrosis hepatica [160,163]. Sin embargo, hasta la fecha, la
mayoria de estudios sobre sensibilidad y especificidad de la ALT sérica como
biomarcador de HGNA se disefiaron con objeto de identificar casos de
esteatohepatitis [166,191]. Ademads, la mayoria de los trabajos publicados han
evaluado la presencia de HGNA usando tnicamente ecografia abdominal
[24,25,168,169,192][24,25], y los indices matemadticos que se han desarrollado
para detectar el HGNA no han demostrado ser tutiles para la practica clinica
rutinaria en la poblacion general debido a su alta complejidad [193]. Nuestro
estudio ofrece la primera descripcion acerca de la sensibilidad, especificidad y
precision diagnostica de la ALT sérica como biomarcador de HGNA en
individuos sanos de la poblacion general empleando ERM-H! para la
cuantificacion de triglicéridos intrahepaticos y evitando factores de confusion
como la DM2.. Ademads, las curvas ROC presentaron un AUC de 0,93 y
mostraron que un valor sérico de ALT > 23 UI/L predecia la presencia de
HGNA con una sensibilidad de 0,94 y una especificidad de 0,72. El 48% de
nuestros sujetos con ALT inferior a 40 UI/L (valor actualmente considerado
limite de la normalidad) tenian HGNA, y estos individuos tenian niveles
significativamente mayores de HOMA-IR y menores de adiponectina y

colesterol HDL, en comparacion con aquellos con niveles de ALT inferiores a 23
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UI/L. Estos hallazgos apoyan la propuesta de reducir el umbral de la
normalidad para la ALT sérica [160,164]. Solo el 10% de los participantes con
ALT inferior a 23 UI/L tenian HGNA, lo que sugiere que este valor de corte
identificaria a la gran mayoria de individuos con esteatosis hepatica. La
deteccion de HGNA es importante para permitir un asesoramiento sobre el
riesgo de resistencia a la insulina, DM2 y enfermedad cardiovascular.

Las limitaciones del estudio incluyen la relativamente alta proporcion de
participantes con HGNA, posiblemente porque la mayoria de los candidatos
que tenian analisis de sangre normales estaban menos dispuestos a participar
que los que tenian niveles de ALT elevados. También debe tenerse presente que
se trata de un estudio transversal basado en determinaciones bioquimicas en un
unico momento puntual en cada participante, por lo que no se ha podido
valorar la progresién del HGNA. Se necesitarian mas estudios con muestras
mayores y con una cohorte de validacion independiente para verificar nuestros
hallazgos en un grupo distinto de individuos.

La principal fortaleza de este estudio es el empleo de ERM-H' 3 Tesla
para cuantificar el contenido de triglicéridos hepaticos, asi como los estrictos
criterios de exclusion. Ademads, todas las mediciones antropométricas,
bioquimicas y de imagen se recogieron en un periodo de 48 horas.

En conclusion, la ALT sérica es un biomarcador sensible, simple y fiable
de HGNA si el limite superior de la normalidad se establece en valores

inferiores. Asi, en nuestro estudio, un umbral de ALT de 23 UI/L identificé al
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94% de los sujetos con HGNA, los cuales podrian tener un mayor riesgo
cardiometabolico. La identificacion de estos individuos permitiria proporcionar
consejos clinicos apropiados. El bajo coste y amplia disponibilidad de esta

prueba haria posible su aplicacion rutinaria en atencion primaria.
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Conclusiones

La concentracion intrahepatica de triglicéridos es el principal
predictor, junto con los niveles séricos de TNFa y la edad, de
resistencia a la insulina.

El HGNA tiene una mayor asociacion con la resistencia a la insulina
que el perimetro abdominal y el IMC.

La resistencia a la insulina se encuentra intimamente relacionada con
el contenido de triglicéridos intrahepaticos y en menor medida con el
contenido de hierro intrahepatico.

Existe una sinergia entre el HGNA vy la sobrecarga hepatica de hierro
en su relacion con la resistencia a la insulina, siendo el HGNA el que
muestra un mayor impacto.

Los niveles séricos de TNFa elevados podrian contribuir a la
asociacion entre HGNA vy resistencia a la insulina.

El incremento de triglicéridos intrahepaticos parece tener un papel
determinante en el desarrollo de sobrecarga hepatica de hierro en
sujetos no diabéticos y sin hemocromatosis.

La ALT sérica es un biomarcador simple y sensible de HGNA si el
limite superior de la normalidad se establece en 23 UI/L, lo que

permitiria identificar a la mayoria de sujetos con HGNA.
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ABSTRACT

Aims: Insulin resistance is the pathophysiological precursor of type 2 diabetes mellitus (DM-2),
and its relationship with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has been widely studied in
patients with obesity or metabolic syndrome using not only ultrasound but also liver biopsies or
proton magnetic resonance spectroscopy (H-MRS) to assess liver fat content. In contrast, there
are no studies on insulin resistance and NAFLD in lean or overweight Caucasian individuals
using H-MRS or liver biopsies for the quantification of hepatic triglyceride content. Our
objectives were to study the presence of insulin resistance in lean and overweight Caucasian
adults and investigate its possible relationship with liver triglyceride content, waist

circumference (as proxy of visceral adiposity), BMI, and cardiometabolic risk factors.

Methods: A cross-sectional study was conducted in 113 non-obese, non-diabetic individuals
classified as overweight (BMI 25-29.9 kg/m?) or lean (BMI 19.5-24.9 kg/m?2). Hepatic triglyceride
content was quantified by 3T H-MRS. NAFLD was defined as hepatic triglyceride content
>5.56%. Insulin resistance (HOMA-IR), serum adiponectin, and tumor necrosis factor (TNF)

were determined.

Results: HOMA-IR was significantly correlated with hepatic triglyceride content (r:0.76;
p<0.0001). The lean-with-NAFLD group had significantly higher HOMA-IR (p<0.001) and lower
serum adiponectin (p<0.05) than the overweight-without-NAFLD group. Insulin resistance was
independently associated with NAFLD but not with waist circumference or BMI. Regression
analysis showed hepatic triglyceride content to be the most important determinant of insulin

resistance (p<0.01).

Conclusions: Our findings suggest that NAFLD, once established, seems to be involved in
insulin resistance and cardio-metabolic risk factors above and beyond waist circumference and

BMI in non-obese, non-diabetic Caucasian individuals
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Introduction

Insulin resistance is the pathophysiological precursor of type 2 diabetes mellitus (DM-2). Its
relationship with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has been widely studied in patients
with obesity, metabolic syndrome (MS) [7], and DM-2 [3], reaching a prevalence of 60-90% in
these populations [1], suggesting that increased fat accumulation in the liver may be an
independent risk factor for the development of insulin resistance, DM-2 [3] and cardiovascular
disease (CVD) [2,4]. It is well documented that patients with NAFLD more frequently die from
CVD than from chronic liver disease [5,6]. NAFLD has been extensively studied using not only
ultrasound but also liver biopsies or proton magnetic resonance spectroscopy (H!-MRS) in
obesity and diabetes [7]. H1-MRS is the noninvasive gold standard for the quantification of liver
triglyceride content [19,136] and has been widely validated in population-based studies [19] and
clinical trials [137]. In contrast, ultrasound imaging is an operator-dependent method with high
intra-observer and inter-observer variability [69] that offers inadequate sensitivity and specificity
in cases of mild or moderate steatosis [25,138]. However, insulin resistance and NAFLD are
also found in non-obese individuals [26,194], and most research in non-obese subjects has
been carried out in Asia in lean individuals using ultrasound [194-196] and few studies have
employed H-MRS [197,198]. In addition, we have found no publications on insulin resistance
and NAFLD in overweight Western individuals, (body mass index [BMI] of 25-30 kg/m?) as a
single group, and there are no studies in lean Caucasian individuals using H-MRS or liver
biopsies for the quantification of hepatic triglyceride content. In fact, there have only been two
studies in lean Western subjects (BMI 18.5 — 24.9 kg/m?), and these used only serum
aminotransferase levels and/or ultrasound to assess liver fat content [26,27]. An appreciable
number of false-negative results are expected with these methods, given the large proportion of
individuals with NAFLD who have “normal” serum aminotransferase levels, alanine
aminotransferase (ALT) <40 IU [7,139,140] and the poor sensitivity of abdominal ultrasound to
detect mild steatosis (liver fat content<30%) [25,138]. This is of special importance in studies of
non-obese populations, which are likely to contain a larger proportion of individuals with mild
steatosis in comparison to obese subjects. Waist circumference is a simple, indirect method for
measuring visceral adiposity. Although it may represent visceral and subcutaneous fat, it has

been described as the most reliable surrogate marker of visceral adiposity (24), and a strong
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correlation has been reported between waist circumference and visceral adiposity assessed
with Magnetic Resonance Imaging (25). It has long been debated whether insulin resistance
precedes or is a consequence of NAFLD. It is now generally accepted that excess energy
intake initially induces the accumulation of fat (mainly subcutaneous) and insulin resistance,
with a subsequent increase in intrahepatic triglyceride content [14]. We also included BMI in this
study because it has been related by observational and epidemiological studies to morbidity and
mortality risk, highlighting the finding of an increased risk of cardiovascular disease with higher
BMI in all population groups. In addition, BMI has been shown to be the best single predictor of
total adipose tissue volume assessed with computed tomography in male and female adults

(26).

In short, inadequate data are available on insulin resistance in lean and overweight Caucasian
individuals and its possible relationship with liver fat content, waist circumference (as proxy of

visceral adiposity), BMI, and cardiometabolic risk factors.

With this background, our aim was to study insulin resistance in non-obese, non-diabetic
Caucasian individuals and investigate its relationship with liver triglyceride content, waist
circumference (proxy of visceral adiposity), and BMI, avoiding the potential confounding factors

of diabetes and obesity and using 3T H-MRS to accurately quantify liver triglyceride content.

Materials and Methods

Study population

A total of 113 healthy, non-obese, non-diabetic, Caucasian adults, aged between 25 and 70
years, participated in this study. Participants were consecutively recruited among individuals
undergoing examination at the Occupational Risk Prevention Unit in Granada (Southern Spain)

for routine annual general checkup.

Study exclusion criteria were: history of daily alcohol intake > 20 g (men) or > 10 g (women),
based on responses to a validated questionnaire on alcohol consumption and confirmation of
results by a family member; the presence of HBV/HCV serologic markers, autoimmune

hepatitis, primary biliary cirrhosis, hemochromatosis, Wilson’s disease, cancer, diabetes
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mellitus, or endocrinal, cardiac, renal, or pulmonary disease; consumption of drugs that might
cause steatosis (e.g. corticosteroids, amiodarone, methotrexate, tamoxifen); BMI <18.5 or 230
kg/m?; and the wearing of a pacemaker or other device incompatible with 1H-MRS. The study

was approved by the ethics committee of San Cecilio University Hospital.

Study design, anthropometric evaluations and groups

Participants attended two appointments within < 7 days. The first visit involved a full medical
history, physical examination, blood analyses and abdominal ultrasound as part of the
screening process. Waist circumference was measured with soft tape midway between the
lowest rib and the iliac crest in standing position. The weight and height of participants were
recorded, calculating their BMI (kg/m?). Following WHO criteria for Western populations, a lean
individual was defined by a BMI of 18.5 — 24.9 kg/m2 and an overweight individual by a BMI of
25 - 29.9 kg/m2. At the second visit, blood was drawn in the morning after overnight fasting, and
their hepatic triglyceride content was quantified by 3 Tesla Magnetic Resonance Spectroscopy

(3T H-MRS).

Four groups were then established to study the relationship of insulin resistance with hepatic
triglyceride content and cardio-metabolic risk factors in overweight and lean individuals, based
on their BMI and the presence or absence of NAFLD (defined by hepatic triglyceride content
>5.56 % as quantified by 3T H-MRS): Lean-with-NAFLD, Lean-without-NAFLD, Overweight-
with-NAFLD, and Overweight-without-NAFLD. Based on a previous study with similar
methodology and non-obese participants (19), and on a pilot sample of 20 cases, a total sample
size of 96 cases was estimated, assuming an a-error of 0.05 and power (1-B) of 0.8. The
sample size for each group was therefore set at 25-30 individuals. Once the 3T H!-MRS result
was obtained, participants were consecutively allocated to the corresponding group until the
sample size was reached for each group. All participants received complete information and

gave written informed consent to participate in the study.

Laboratory analysis

Serum ALT and aspartate aminotransferase (AST) levels were determined by a kinetic method
(Cobas c 311, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), with coefficients of variation of

3.3 and 3.1, respectively, serum glucose by the glucose oxidase (enzymatic) method
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(Roche/Hitachi Analytics systems, Roche Diagnostics GmbH), adiponectin levels by
radioimmunoassay, (Linco Research, St. Charles, MO, USA), serum Insulin by
electrochemiluminescence immunoassay (Elecsys 2010, Roche Diagnostics GmbH), serum
TNF-a by human TNF-alpha enzyme-linked immunosorbent assay (Biosource Europe, Nivelles,
Belgium), and serum cholesterol by an enzymatic method (Roche Diagnostics GmbH). Insulin
resistance was calculated as HOMA-IR = fasting insulin (mU/L) x fasting glucose (mmol/L)/22.5

[102]. Coefficients of variation in the biochemical tests ranged from 3.1 to 9.9%.

3 Tesla H-MRS analysis

A magnetic resonance imaging study was conducted before the spectroscopy, acquiring in-vivo
spectra at 3T with a Philips Achieva system (Royal Philips, Amsterdam, Netherlands). A 3-
plane localizer was employed to plan the 1H-MRS, and the spectra were obtained using the

body coil of the scanner. Breath-hold was monitored using a respiratory belt.

A single voxel of 27cm3 (30 x 30 x 30mm) was selected within normal liver tissue in segment VI,
avoiding the edge of the liver, the diaphragm, and major blood vessels. All spectra were
obtained with a stimulated echo acquisition mode sequence (STEAM), setting the following
parameters: repetition time=8000; echo time=20, 40, and 60ms; number of signal averages=4
(without water suppression); and bandwidth=2000. Data were acquired within a breath hold. T2

correction was applied and field homogeneity was adjusted automatically for each voxel.

MRS images were reconstructed with Extended MR WorkSpace software (Royal Philips). Raw
data were zero-filled once, with no filter, and were phase-corrected, Fourier-transformed,
baseline-corrected, and averaged. A Marquardt curve was fitted, using a combined Lorentzian—
Gaussian model to calculate the area under the curve of fat and water peaks. Spectra were
referenced to residual water and the dominant methylene lipid (-CH2) peak at 8=4.47 and
0=1.43 ppm, respectively. Fat fraction percentage (FF) was defined as FA / (FA+WA) x 100,
where FA is the area under the fat peak and WA is the area under the water peak. H-MRS data

were interpreted by an experienced radiologist blinded to the biochemical results.

NAFLD was defined by an hepatic triglyceride content greater than 5.56%, which corresponds

to 5.56 g/100g (g triglyceride per 100 g wet liver tissue), as previously proposed [19].
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Statistical analysis

Results were expressed as means + standard deviation (SD). The Kolmogorov-Smirnoff test
was used to check the normality of the data distribution. Mean values were compared among
groups with the one-way ANOVA, followed by the Tukey multiple-comparison test, the unpaired
Student’s two-tailed t test or nonparametric Mann-Whitney U test, as appropriate. Correlations
were examined by Pearson standard linear regression analysis (normal distribution) or by the
Spearman test (non-normal distribution). The chi-square test was used for non-continuous

variables.

Regression analyses were conducted on the global population to increase the sample size and
therefore statistical power for evaluation of the main predictors of insulin resistance and NAFLD
in our population of non-obese, non-diabetic individuals. Backward stepwise multiple regression
analysis was performed to establish the most significant determinants of insulin resistance,
entering the following variables: age, sex, hepatic triglyceride content, waist circumference,
BMI, and serum ALT, AST, GGT, triglyceride, adiponectin, and HDL-cholesterol (HDL-C)
values. Backward Wald binary logistic regression analysis was used to study the main
predictors of NAFLD, entering the following variables: age, sex, waist circumference, BMI,
HOMA-IR, and serum ALT, AST, GGT, fasting insulin, triglyceride, adiponectin, and HDL-
cholesterol (HDL-C) values. Only variables with P < 0.05 were retained in the final regression
model. Data analyses were performed with SPSS software for Windows version 22 (IBM SPSS

Inc., Chicago IL).

Results

Anthropometric, biochemical, and metabolic data

The final study sample comprised 113 adults with a mean + SD age of 45.1+ 10.2 years (range,

25-70 yrs). Their anthropometric and biochemical data are exhibited in Table 1.
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Table 1. Anthropometrical and biochemical parameters in lean and overweight

Caucasian individuals.

Lean Overweight P<

n=55 n=58
Sex (m/f) 28/27 31/27 NS
Age (years) 41.35+10.29  46.25+11.08 0.05
Body Mass Index (Kg/m2) 23.52+1.75 27.53+1.44 0.001
Waist Circumference (cm) 85.03+8.12 97.34+10.20 0.001
Hepatic Triglycerides (%) 13.0246.65 18.2948.43 0.01
Cholesterol (mg/dl) 191.42+37.15 194.28+44.16 NS
LDL (mg/dl) 108.85+29.91  115.59+37.98 NS
HDL (mg/dl) 66.59+14.28  53.77+13.78 0.05
Triglycerides (mg/dl) 76.12+39.34 117.35£77.64 0.05
Serum AST (IU/L) 31.21+14.89 23.96+6.31 NS
Serum ALT (IU/L) 30.62+23.22 30.77+10.11 NS
Serum GGT (IU/L) 37.05+58.75 70.22+32.89 0.05
Glucose (mg/dl) 92.05+11.27 102.40+19.05 NS
Fasting serum insulin (uU/ml) 8.16+5.01 9.80+4.37 NS
HOMA-IR 3.51+2.33 4.93+2.96 NS
TNF-a (pg/ml) 148.97+41.27 160.34+40.38 NS
Adiponectin (ug/ml) 13.25+8.16 10.98+5.82 0.05

Anexo

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass
index; GGT, gamma-glutamyl transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol;
HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; LDL-C, low-density
lipoprotein cholesterol; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; NS, non-significant;
TNFa, tumor necrosis factor-a . Data are expressed as means +* standard deviation.

P value: the chi-square test for non-continuous variables and the unpaired Student’s two-
tailed t-test or nonparametric Mann-Whitney U test, as appropriate, for continuous
variables.

According to the Kolmogorov-Smirnoff test, the only variables that significantly deviated from a
normal distribution were intrahepatic triglyceride content (p<0.001) and HOMA-IR (p<0.001).
Among overweight individuals and lean individuals, considered separately, significant
differences were found in BMI, waist circumference, and hepatic triglyceride content (table 1),
using the unpaired Student’s two-tailed t test or nonparametric Mann-Whitney U test, as

appropriate.
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As observed in Table 2, the mean age, BMI, waist circumference, serum ALT, AST, GGT,
triglyceride levels, fasting serum insulin, and HOMA-IR were significantly higher and
adiponectin and HDL-C values were significantly lower in subjects with than without NAFLD,
considered globally, using the unpaired Student’'s two-tailed t-test or non-parametric Mann-

Whitney U test, as appropriate.

Table 2. Anthropometrical and biochemical parameters of non-obese Caucasian
individuals according to the presence of NAFLD.

No NAFLD NAFLD p<
n=58 n=55

Sex (m/f) 27/31 32/23 0.05

Age (years) 42.05+10.16 47.59+10.24 0.01
Body Mass Index (Kg/m2) 24.87+2.71 27.28+2.27 0.001
Waist Circumference (cm) 87.65+11.68 98.91+9.88 0.001
Hepatic Triglycerides (%) 2.37£1.39 28.94+13.82 0.001

Cholesterol (mg/dl) 192.26+43.30 194.54+40.39 NS

LDL-C (mg/dl) 112.86+35.07 114.43+36.03 NS
HDL-C (mg/dl) 61.23£14.91 51.73£15.14 0.01
Triglycerides (mg/dl) 85.81+65.75 130.50+70.09 0.01
Serum AST (IU/L) 21.86+8.02 29.05+£11.05 0.01
Serum ALT (IU/L) 20.05+6.97 41.30+18.14 0.001
GGT (IU/L) 27.91+24.23 56.19+53.74 0.01

Glucose (mg/dl) 94.86+15.44 105.89+50.28 NS
Fasting serum insulin 5.92+2.20 12.91+6.90 0.001

(HU/ml)

HOMA-IR 2.47+£1.04 6.73%4.10 0.001

TNF-a (pg/ml) 150.62+27.41 163.32+53.04 NS
Adiponectin (ug/ml) 14.81+8.60 7.57+7.06 0.001

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; GGT,
gamma-glutamyl transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis
model assessment of insulin resistance; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NAFLD, non-
alcoholic fatty liver disease; NS, non-significant; TNFa, tumor necrosis factor-a . Data are expressed
as means * standard deviation.

P value: the chi-square test for non-continuous variables and the unpaired Student’s two-tailed t-test
or nonparametric Mann-Whitney U test, as appropriate, for continuous variables.

In comparison to the lean-NAFLD group, significantly higher HOMA-IR, hepatic triglyceride
content, waist circumference, BMI, and serum triglyceride values and significantly lower serum

adiponectin and HDL-C levels were observed in the overweight-with-NAFLD group (Table 3).
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Table 3. Anthropometrical and biochemical parameters in lean and overweight Caucasian individuals
according to the presence of NAFLD.

Lean Lean Overweight Overweight
without with without with
NAFLD NAFLD NAFLD NAFLD
n=30 n=25 n=28 n=30
Age (years) 39.71£7.30 43.00+12.81 44.27+12.04 48.24+9.612
Sex (m/f) 14/16 14/118 13/15 18/123¢
Body Mass Index (Kg/m?) 22.59+1.61 23.46+1.96 27.06+1.419-€ 28.00+1.46%-d-€
Waist Circumference (cm) 81.19+8.74 88.86+7.95% 93.82+10.9¢ 100.86+9.07%-4
Hepatic Triglycerides (%) 2.15+1.34 23.90+11.919f 2.60+1.43 33.98+15.249-ef

Cholesterol (mg/dl)
LDL-C (mg/dl)

HDL-C (mg/dl)
Triglycerides (mg/dl)
Serum AST (IU/L)
Serum ALT (IU/L)
Serum GGT (IU/L)
Fasting Glucose (mg/dl)
Fasting Insulin (pU/ml)
HOMA-IR

TNF-a (pg/ml)

Adiponectin (ug/ml)

189.24+41.02

108.71+£31.61

68.80+13.33

72.05+37.86

23.10+£10.46

19.38+7.93

26.29+24.02

90.71+6.12

5.62+2.16

2.26+0.96

146.54+24.41

14.24+9.05

193.60+32.22
109.00£28.22
64.38+15.59
80.20+41.57
39.33+17.609
41.86+38.594
47.81+40.169
93.40+16.23
10.70+7.602
4.75+3.469
151.40467.27

12.27+8.08%¢

195.14+46.15
116.82+38.41
58.23+13.93
98.95+83.14
20.68+4.62°
20.68+6.02°
29.45+24.90¢
98.82+18.19
6.2022.27°
2.68+1.10
154.51+30.04

15.35+7.15

193.43+41.87
114.36+37.09
49.31+13.69-9-€
135.75+70.70 P-d
27.24+8.71%2
40.87+17.44"d
111.00+89.54%2
105.99+20.292
13.41+6.96%
7.18+4.220 4
166.17+50.172

6.61+4.580-6f

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; GGT, gamma-glutamyl
transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance;
LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; TNFa , tumor necrosis factor-a .
Data are expressed as means with standard deviation (SD).
3P< 0.05 vs. Lean-without-NAFLD; ® P< 0.05 vs. Lean-with-NAFLD; ¢ P< 0.05 vs. Overweight-without-NAFLD; ¢ P< 0.001 vs.

Lean- without-NAFLD; ¢ P< 0.001 vs. Lean-with-NAFLD; fP< 0.001 vs. Overweight-without-NAFLD.

afp value: chi-square test for non-continuous variables and one-way ANOVA for continuous variables followed by the Tukey

multiple-comparison test

The only significant differences found between the overweight-without-NAFLD group and the

lean-without-NAFLD group were the higher waist circumference and BMI in the former. Finally,

in comparison to the overweight-without-NAFLD group, the lean with NAFLD group had

significantly higher hepatic triglyceride content, HOMA-IR, and serum fasting insulin, AST and

ALT values and significantly lower serum adiponectin values (using one-way ANOVA for

continuous variables followed by the Tukey multiple-comparison test). As depicted in Figure 1,
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changes in HOMA-IR and serum adiponectin levels paralleled changes

content in all groups.
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Fig. 1 Comparison of HOMA-IR, serum adiponectin level and hepatic triglyceride content
between lean and overweight groups with and without NAFLD. Changes in HOMA-
IR and serum adiponectin level paralleled changes in hepatic triglyceride content.

*: p< 0.001 versus all other groups.

**: p< 0.05 versus lean- and overweight-without NAFLD groups.
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Correlations of HOMA-IR

HOMA-IR was highly significantly and positively correlated with hepatic triglyceride content
(r:0.76;p<0.0001), and other less highly significant positive correlations were found with waist
circumference (r:0.52;p<0.001), BMI (r:0.48;p<0.01), age (r:0.49;p<0.01) and serum ALT
(r:0.3;p<0.03), while inverse correlation with serum adiponectin (r:0.47;p<0,01) and HDL-C

(r:0.46;p<0.02) were observed.

Correlations of hepatic triglyceride content with metabolic risk factors and other variables

Hepatic triglyceride content was highly significantly and positively correlated with HOMA-IR,
(r:0.76;p<0,0001), fasting serum insulin (r:0.71, p<0.0001) and serum ALT (r:0.63; p< 0.001).
Other less highly significant positive correlations were found with waist circumference
(r:0,48;p<0.01), BMI (r:0.39, p<0.01), and serum triglycerides (r.0.41, p<0.01), while inverse

correlations with serum adiponectin (r:0.01, p<0.46) and HDL-C (r:0.39; p<0.01) were observed.

Backward Stepwise Multiple Regression analysis of factors associated with insulin resistance

In the regression analyses on insulin resistance predictors, hepatic triglyceride content was the
most influential determinant (B-coefficient=0.16, SE=0.017; p<0.01), while the effect of age was
also significant (B-coefficient=0.06, SE=0.019; p<0.05). Only significant variables (p<0.05) are

shown.

Backward Wald Binary Logistic Regression analysis on factors associated with NAFLD

Backward stepwise regression analyses showed that the most influential determinants of
NAFLD in our sample of non-obese individuals were HOMA-IR (B-coefficient=2.9, SE=1.5;
(p<0.01) and serum ALT (B-coefficient=0.55, SE=0.25; p<0.032). Only significant variables

(p<0.05) are shown.

Discussion

The results of this study indicate that increased hepatic triglyceride content is closely associated
with insulin resistance in non-obese, non-diabetic Caucasian individuals above and beyond
waist circumference (proxy of visceral adiposity) and BMI. Overfeeding studies have shown that

subcutaneous fat accumulation and insulin resistance are early effects of positive energy
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balance, and that hepatic triglyceride accumulation occurs later (28, 29). However, the relative
importance of the relationships of NAFLD, waist circumference and BMI with insulin resistance

and other cardiovascular risk factors remains to be elucidated (1, 30-32).

To our best knowledge, this is the first published report designed to improve understanding of
the clinical significance of NAFLD, waist circumference, and BMI in relation to insulin resistance
and cardiometabolic risk factors in lean and overweight Caucasian individuals, and using 3T H?-
MRS for liver fat assessment. Higher insulin resistance values were found in the lean-with-
NAFLD group than in the overweight-without-NAFLD group despite the significantly higher waist
circumference and BMI of the latter. This suggests that the increased hepatic triglyceride
accumulation in the lean-with-NAFLD group rather than their waist circumference or BMI
contributes to the development of insulin resistance. In addition, no differences in insulin
resistance or the other metabolic risk factors were found between the lean and overweight
individuals without NAFLD, who only differed in waist circumference and BMI. This supports the
proposal that insulin resistance is more closely associated with NAFLD than with waist
circumference or BMI. Nevertheless, our correlation analyses indicate that an association of
both BMI and waist circumference with insulin resistance and other metabolic risk factors can be
expected. Similar results were reported for females but not males in a previous study; this
discrepancy with our findings may be explained by their use of computed tomography and their
inclusion of obese subjects [174]. In addition, multiple regression analysis showed that hepatic
triglyceride content was the most important determinant of insulin resistance, even after
adjustment for sex and age, while neither waist circumference nor BMI were significant
predictors, which supports the concept of metabolically obese but normal weight individuals,
with normal BMI but significant risk factors for diabetes, metabolic syndrome, and
cardiovascular disease [175]. Based on these findings, we suggest that NAFLD, once
established, appears to be involved in insulin resistance and cardio-metabolic risk factors above

and beyond waist circumference or BMI in non-obese non-diabetic individuals.

Insulin resistance, low serum levels of adiponectin and HDL-C and high serum triglyceride
levels have been considered to represent a possible link between NAFLD and atherosclerotic
vascular disease [176]. This proposal might be applicable to lean individuals, as supported by

the present study in non-obese subjects, in which adiponectin, lipid profile abnormalities and
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insulin resistance were significantly associated with the increased accumulation of hepatic

triglycerides.

Elevated serum TNF levels have been observed in chronic liver disease [179,180] and in some
cases of NAFLD [27,190]. In our study, TNFa serum levels were higher in the overweight-with-
NAFLD group than in the lean-without-NAFLD group but showed no correlation with hepatic
triglyceride content, insulin resistance, or serum aminotransferase levels. The implication of the
TNF system in the development of insulin resistance and other metabolic consequences in non-

obese, non-diabetic individuals remains to be elucidated.

Study limitations include a potential selection bias, in that individuals undergoing a routine
general checkup may be more health conscious than the general population. In addition, it was
not possible to investigate the natural progression of insulin resistance due to the cross-section
design of the study. The sample size delivered adequate statistical power, but further studies in

wider samples are warranted to verify these findings.

Study strengths include the use of 3T H!-MRS for liver triglyceride quantification, the
prospective enrolment of patients, the strict exclusion criteria imposed, and the gathering of all

biochemical and 3T H-MRS measurements within a 24-h period.

In conclusion, our findings suggest that NAFLD, once established, appears to make a greater
contribution to insulin resistance and cardio-metabolic risk factors in comparison to waist

circumference and BMI in non-obese, non-diabetic Caucasian individuals.
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ABSTRACT

Aim: The association of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) with insulin resistance is well
established, but little is known about their possible relationship with intrahepatic iron and serum
tumor necrosis factor alpha (TNFa) concentrations in non-diabetic adults. We studied the
relationship of intrahepatic iron and serum TNFa with intrahepatic triglycerides and insulin

resistance in non-diabetic adults.

Methods: Cross-sectional study of 104 healthy non-diabetic Caucasians. A quantitative
magnetic resonance imaging (MRI) T2 gradient echo technique was used to measure hepatic
iron, and 'H-MR spectroscopy to measure hepatic triglycerides. The HOMA-IR was calculated

to determine insulin resistance.

Results: The prevalence of hepatic iron overload (HIOL) was 26.6% in individuals with NAFLD
versus 0% in those without. Insulin resistance was present in 87.5% of individuals with both
NAFLD and HIOL, in 45.4% of those with NAFLD without HIOL, and in 4.5% of those without
either. HOMA-IR was positively correlated with hepatic triglycerides (r:0.56; p<0.001) and
hepatic iron (r:0.52;p<0.001). Serum TNFa concentrations were correlated with intrahepatic
triglycerides (r:0.28; p<0.04), but not with intrahepatic iron. Hepatic triglycerides, serum TNFa,

and age were the only significant determinants of insulin resistance in the regression analysis.

Conclusions: Insulin resistance is associated closely with intrahepatic triglycerides and to a
lesser extent with intrahepatic iron, with an interplay between them. High serum TNFa
concentrations may contribute to the association between NAFLD and insulin resistance.
Increased hepatic triglycerides appear to be determinant for the development of hepatic iron

overload in non-diabetic subjects without hemochromatosis.

Key words: Insulin Resistance, NAFLD, TNFa, Hepatic Iron.
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1. Introduction
Over the past two decades, nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) has become a major public
health problem in developed countries and has been linked to obesity, type 2 diabetes mellitus,
and the metabolic syndrome, although it is also found in non-obese individuals. Patients with
NAFLD generally have an increased risk of death from cardiovascular disease rather than from
chronic liver disease [2,6]. It is well established that insulin resistance is closely associated to
NAFLD, and hepatic iron overload has emerged as a possible new factor involved not only in
NAFLD but also in insulin resistance [16,17]. Studies of liver biopsies have observed hepatic
stainable iron in around one-third of adults [144] and in one-quarter of children with biopsy-
proven NAFLD [145]. Epidemiological studies have reported that excessive dietary iron intake
and high body iron stores might increase the risk of DM-2 [146]. Likewise, laboratory and animal
studies have found that iron overload induces insulin resistance [147-149], and one human
study concluded that insulin sensitivity could be in part related to the accumulation of iron in the
liver [150]. It has also been observed that a reduction in total iron body content by phlebotomy
improves insulin resistance in patients with NAFLD and hyperferritinemia [17,151] and in those
with normal serum ferritin concentrations [17,152]. However, two large prospective controlled
trials on the impact of phlebotomy in individuals with NAFLD reported no improvement in insulin
resistance or hepatic steatosis [153,154], and an autopsy study found no difference in hepatic
iron content between individuals with and without DM-2 [155]. According to the above data, the
relationship between iron accumulation in the liver and insulin resistance remains controversial.
There has also been no definitive conclusion on the pathogenic relevance of the association of
NAFLD and hepatic iron overload with insulin resistance. Our study hypothesis was that
subclinical chronic inflammation may be involved in the association of intrahepatic triglycerides

and intrahepatic iron with insulin resistance.

With this background, the objective of this study was to study the relationship of insulin
resistance with intrahepatic triglycerides, quantified by 3T *H-MR spectroscopy, and intrahepatic
iron, measured by MRI, analyzing their possible relationship with serum TNFa and adiponectin
concentrations and lipid profile. The study was conducted in non-diabetic Caucasians to avoid

the presence of DM-2 as confounding factor.

175



Anexo

2. Design and Methods

Study population

The study included 104 healthy non-diabetic Caucasian adults aged between 25 and 70 years.
Participants were consecutively recruited from among individuals undergoing examination at the
Occupational Risk Prevention Unit in Granada (Southern Spain) for routine annual general
checkup. Study exclusion criteria were: history of daily alcohol intake > 20 g (men) or > 10 g
(women), based on responses to a validated questionnaire on alcohol consumption and
confirmation of results by a family member; the presence of HBV/HCV serologic markers,
autoimmune hepatitis, primary biliary cirrhosis, Wilson’s disease, cancer, diabetes mellitus, or
endocrinal, cardiac, renal, or pulmonary disease; consumption of drugs that might cause
steatosis (e.g. corticosteroids, amiodarone, methotrexate, or tamoxifen); BMI <18.5 or 240
kg/m?;, and the wearing of a pacemaker or other device incompatible with 1H-MRS.
Hemochromatosis was excluded as follows: patients with serum ferritin levels >300 ng/mL for
men, 150 ng/mL for women, and transferrin saturation >45% underwent screening for HFE
mutations. We found no C282Y homozygote. HFE genotypes potentially predisposing to iron
overload (C282Y/H63D, H63D/H63D or C282Y/wt) were excluded. This study was approved by
the local ethics committee of Hospital San Cecilio of Granada. All participants received

complete information and gave written informed consent to participate in the study.

Study design and anthropometric evaluations

All individuals recruited for the study had undergone a full medical history, physical examination,
complete blood analysis, and ultrasound examination as part of the screening process. Their
weight and height were also recorded, calculating their BMI (kg/m?), and their waist
circumference was measured with soft tape midway between the lowest rib and the iliac crest in

standing position.

Laboratory analysis

Blood was drawn in the morning after overnight fasting. Serum ALT and aspartate
aminotransferase (AST) concentrations were determined by a kinetic method (Cobas, Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), serum glucose by the glucose oxidase (enzymatic)
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method (Roche/Hitachi Analytics systems, Roche Diagnostics GmbH), adiponectin
concentrations by radioimmunoassay, (Linco Research, St. Charles, MO, USA), serum Insulin
by electrochemiluminescence immunoassay (Elecsys 2010, Roche Diagnostics GmbH), serum
TNF-a by human TNF-alpha enzyme-linked immunosorbent assay (Biosource Europe, Nivelles,
Belgium), serum cholesterol by an enzymatic method (Roche Diagnostics GmbH) and serum
ferritin concentrations by immunochemiluminescence in the Architect 12000 analyzer (Abbott
Laboratories SA, Madrid, Spain). Insulin resistance was calculated according to the
homeostasis model assessment method (HOMA-IR), as follows: HOMA-IR = fasting insulin
(mU/L) x fasting glucose (mmol/L)/22.5 [102]. The presence of insulin resistance was defined
as HOMA-IR values above 95" percentile in lean subjects (HOMA-IR value > 2.8). Coefficients

of variation in the biochemical tests ranged from 3.1 to 9.9%.

3 Tesla MRI and H-MRS examination

Non-contrast multiparametric 3T MRI was conducted as described elsewhere [171-173], using

a Philips Achieva system (Royal Philips, Amsterdam, Netherlands).

Liver MR imaging consisted of a multi-echo chemical shift-based encoded gradient echo MR
(MECSE-MR) sequence, using 12 echoes (TE’s = 0.99 to 8.69, short echo spacing = 0.7 ms;
TR = 10 ms) with a 10 flip angle to minimize T1 bias. The whole liver was covered under end-
expiratory phase single breath-hold acquisition (34 slices; voxel dimensions, 3 x 3 mm; slice
thickness, 7 mm; 0.3 mm gap; reconstruction voxel size, 2 x 2 mm; field of view, 375 x 302 mm;

parallel imaging effective acceleration factor, 1.8; bandwidth, 2433 hertz per pixel) [172].

A three- plane localizer was used to plan the proton magnetic resonance spectroscopy (*H-
MRS), obtaining spectra with the body coil of the scanner, and monitoring breath-hold using a
respiratory belt. A single voxel of 27cm® (30 x 30 x 30mm) was selected within normal liver
tissue in segment VI, avoiding the edge of the liver, the diaphragm, and major blood vessels. All
spectra were obtained using the following stimulated echo acquisition mode sequence
(STEAM): repetition time=8000 ms; echo time=20, 40, and 60 ms; number of signal
averages=4; no water suppression; and bandwidth=2000 Hz. Data were acquired within a
breath hold. T2 correction was applied and field homogeneity was adjusted automatically for

each voxel.
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3 Tesla MRI and *H-MRS analysis

Images were exported as raw data to quantify iron-related R2* measurements using QLiver
software (QUIBIM, Valencia, Spain), which is based on least squares analysis by Levenberg—
Marquardt algorithm. The algorithm performs the fitting of a sinusoid of water and fat signals
modulated by exponential decays corresponding to R2* of water and R2* of fat. Only the R2*
water component was considered for the R2* iron measurements, given the negligible R2* fat
component. The R2* value was used to estimate iron content by averaging the mean value of

three regions of interest (ROIs) within the right liver lobe, excluding vessels [173].

MRS images were reconstructed with Extended MR WorkSpace software (Royal Philips). Raw
data were zero-filled once, with no filter, and were phase-corrected, Fourier-transformed,
baseline-corrected, and averaged. A Marquardt curve was fitted, using a combined Lorentzian—
Gaussian model to calculate the area under the curve of fat and water peaks. Spectra were
referenced to residual water and the dominant methylene lipid (-CH2) peak at =4.47 and
0=1.43 ppm, respectively. Fat fraction percentage (FF) was defined as FA / (FA+WA) x 100,

where FA is the area under the fat peak and WA is the area under the water peak.

All MRI and 'H-MRS data were interpreted by an experienced radiologist blinded to the

biochemical results.

NAFLD was defined by hepatic triglyceride content greater than 5.56% (5.56 g triglyceride/100 g
wet liver tissue) as previously proposed, using the 95™ percentile in lean subjects as reference
[19]. Iron overload was defined by the 951 percentile of R2* values in lean subjects (R2* value >

75.7 seg?).

Statistical analysis

Results were expressed as means + standard deviation (SD). The Kolmogorov-Smirnoff test
was used to check the normality of the data distribution. Mean values were compared among
groups with the unpaired Student’s two-tailed t-test or nonparametric Mann-Whitney U test and
one-way ANOVA followed by the Tukey multiple-comparison test, as appropriate. The chi-
square test was used for non-continuous variables and to compare percentages. Correlations

were examined by Pearson standard linear regression analysis (normal distribution) or by the
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Spearman test (non-normal distribution). Backward stepwise regression analyses were
conducted for evaluation of the main predictors of insulin resistance (hepatic triglyceride and
hepatic iron contents) in our population of non-diabetic individuals, entering the following
variables: age, sex, HOMA-IR (except for the HOMA-IR analysis) hepatic triglyceride content
(except for hepatic triglycerides analysis) hepatic iron R2* (except for the intrahepatic iron
analysis), waist circumference, BMI, and serum ALT, triglyceride, ferritin, adiponectin, and
HDL-cholesterol (HDL-C) values. Only variables with P < 0.05 were retained in the final
regression model. SPSS software for Windows version 22 (IBM SPSS Inc., Chicago IL) was

used for data analyses.

3. Results
Table 1 displays the anthropometric and biochemical data of all participants and the
characteristics of individuals with and without NAFLD. In comparison to individuals without
NAFLD, the age, BMI, waist circumference, HOMA-IR, and serum ALT, glucose, fasting insulin,
and TNFa concentrations were significantly higher and serum adiponectin and HDL-cholesterol
concentrations significantly lower in the individuals with NAFLD. The same trend can be
observed in the comparison between individuals with and without hepatic iron overload in Table
2, except that there was no difference in serum TNFa and HDL-cholesterol concentrations.
Hepatic iron overload was recorded in 26.6% (16/ 60) of the individuals with NAFLD and was in
0% (0/44) of those without. Table 3 exhibits the comparisons between individuals with and
without insulin resistance, showing that the mean age, BMI, waist circumference, intrahepatic
iron, intrahepatic triglycerides and serum ALT, triglycerides, fasting insulin, ferritin, and TNFa
concentrations were significantly higher and serum adiponectin and HDL-cholesterol
concentrations significantly lower in participants with versus without insulin resistance. Figure 1
depicts the proportion of participants with insulin resistance in the different groups, showing the
presence of insulin resistance in 4.54% (2/44) of those with neither NAFLD nor hepatic iron
overload, 45.45% (20 out of 44) of those with NAFLD without hepatic iron overload, and in

87.5% (14 out of 16) of those with both NAFLD and hepatic iron overload.
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CORRELATION STUDIES

Complete results of the correlation studies are exhibited in table 4, and significant correlations

alone are reported below.

Correlations of HOMA-IR

HOMA-IR was significantly and positively correlated with hepatic triglyceride content (r: 0.56,
p<0.001), hepatic iron content (r: 0.52, p<0.001) , age (r: 0.63, p<0.001), waist circumference (r:
0.64, p<0.001), BMI (r: 0.60, p<0.001), serum ferritin (r: 0.28, p<0.05), ALT (r: 0.27, p<0.05),
serum TNFa (r: 0.28, p<0.04) and serum triglyceride (r:0.38, p<0.05), while it was significantly

and inversely correlated with serum adiponectin concentrations (r: -0.35, p<0.01).

Correlations of hepatic triglyceride content

Hepatic triglyceride content was significantly and positively correlated with HOMA-IR (r: 0.56,
p<0.001), hepatic iron content (r: 0.57, p<0.001) , age (r: 0.33, p<0.01), waist circumference (r:
0.59 p<0.001), BMI (r: 0.56, p<0.001), and serum concentrations of ferritin (r: 0.41, p<0.01),
ALT (r: 0.78, p<0.001), TNFa (r:0.28, p<0.01) and triglycerides (r:0.34, p<0.01) and was
inversely correlated with serum adiponectin (r: -0.41, p<0.001) and HDL-cholesterol (r: -0.3,

p<0.02) concentrations.

Correlations of hepatic iron content

Hepatic iron content was significantly and positively correlated with HOMA-IR  (r: 0.52,
p<0.001), hepatic triglyceride content (r: 0.57, p<0.001), age (r: 0.50, p<0.001), waist
circumference (r: 0.49 p<0.001), BMI (r: 0.39, p<0.01), and serum ferritin (r: 0.62, p<0.001),
ALT (r: 0.47, p<0.001) and triglyceride (r:0.26, p<0.05) concentrations and were inversely
correlated with serum adiponectin (r: -0.45, p<0.001) and HDL-cholesterol (r: -0.22, p<0.05)

concentrations.

Correlations of serum TNFa

Serum TNFa concentrations were significantly and positively correlated with HOMA-IR (r: 0.28,
p<0.04), hepatic triglyceride content (r: 0.28, p<0.01), waist circumference (r: 0.38, p<0.02), BMI

(r: 0.39, p<0.02), and serum ALT (r: 0.2, p<0.05) and triglyceride (r:0.22, P<0.03) concentrations
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and were inversely correlated with serum adiponectin (r: -0.23, p<0.04) and HDL-cholesterol (r:

-0.51, p<0.001) concentrations.

Correlations of serum ferritin

Serum ferritin concentrations were significantly and positively correlated with HOMA-IR (r: 0.28,
p<0.05), hepatic triglyceride content (r: 0.41, p<0.01), hepatic iron content (r: 0.62, p<0.001) ,
age (r: 0.26, p<0.01), waist circumference (r: 0.54 p<0.001), BMI (r: 0.38, p<0.001), and ALT (r:
0.62, p<0.001) and triglyceride (r:0.22, P<0.02) concentrations and were inversely correlated
with serum adiponectin (r: -0.50, p<0.001) and HDL-cholesterol (r: -0.38, p<0.001)

concentrations.

REGRESSION ANALYSIS

In the backward stepwise multiple regression analysis of the main determinants of insulin
resistance (HOMA-IR), hepatic triglyceride content was the most important predictor (B-
coefficient = 0.144; SE = 0.044; p<0.003), age (B-coefficient = 0.095; SE = 0.034; p<0.009) and
serum TNFa were also significant (B-coefficient= 0.048; SE= 0.026; p<0.047). No other variable

reached p<0.05.

In the backward stepwise multiple regression analysis of the main determinants of
hepatic triglyceride content, hepatic iron content was the most important determinant (B-
coefficient = 0.293; SE = 0.076; p<0.0001). Serum TNFa was also significant (B-coefficient =

0.047; SE = 0.021; p<0.032). Only significant variables (p<0.05) are shown.

In the backward stepwise multiple regression analysis of the main determinants of
hepatic iron content, hepatic triglyceride content was the most important predictor (B-
coefficient = 0.985; SE = 0.251; p<0.0001), and serum ferritin (B-coefficient = 0.029; SE =

0.013; p<0.030) was also significant. No other variable reached p<0.05.

4. Discussion

In this study of individuals without DM-2, insulin resistance was associated closely with hepatic
triglyceride content and to a lesser extent with hepatic iron content, which showed an interplay

between them. High serum TNFa concentrations may contribute to the association between
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NAFLD and insulin resistance. In the present investigation, hepatic iron overload was found in
only one-third of individuals with NAFLD and in none of those without NAFLD, suggesting that
increased intrahepatic triglycerides may be important for the development of hepatic iron

overload in patients with neither DM-2 nor hemochromatosis.

It has been widely debated whether insulin resistance is a cause or consequence of NAFLD,
and it is now generally accepted that insulin resistance both causes and appears to be a
consequence of NAFLD [12,14,15]. The association of liver fat accumulation with insulin
resistance is well established but there is substantial between-patient variation, mainly
attributed to genetic and environmental factors [14]. These include iron overload, which has
been implicated in the pathogenesis of insulin resistance [148,177,178], consistent with our
findings of greater hepatic iron content in subjects with than without insulin resistance and of a
significant positive correlation between hepatic iron and HOMA-IR values. However, the amount
of iron in the liver was not a significant determinant of insulin resistance in the present study,
while insulin resistance was observed in 45.45% of individuals with NAFLD and without hepatic
iron overload and in 87.5% of those with both NAFLD and liver iron overload. These data
suggest that insulin resistance is more strongly associated with NAFLD than with hepatic iron
overload and that there is an interplay between them, as previously suggested in regard to
insulin sensitivity [150]. In addition, unlike intrahepatic iron, intrahepatic triglyceride content was
a significant determinant of insulin resistance in the regression analysis, supporting the greater
impact of NAFLD. The pathogenic link among NAFLD, intrahepatic iron, and insulin resistance
remains unclear. Our study hypothesis was that increased intrahepatic triglycerides and/or iron
might contribute to insulin resistance through changes in the secretion of cytokines commonly
found in different chronic liver diseases [179,180] and NAFLD [15,140] as an expression of
subclinical inflammation. Interestingly, serum TNFa concentrations were higher in individuals
with versus without NAFLD and in those with versus without insulin resistance in the present
study, but there was no significant difference between those with versus without hepatic iron
overload. Furthermore, serum TNFa values were positively correlated with intrahepatic
triglyceride content but not with intrahepatic iron content, and the regression analysis showed
that serum TNFa concentrations were a significant determinant of both intrahepatic triglyceride

content and insulin resistance. Taken together, these findings suggest that serum TNFa may
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play a role in the association of insulin resistance with NAFLD rather than with intrahepatic iron.
Likewise, serum TNFa concentrations exerted a negative influence on serum adiponectin and

lipid profile.

To our best knowledge, this is the first published study on the relationship of intrahepatic
triglycerides and intrahepatic iron content with insulin resistance and serum TNFa
concentrations in Caucasian adults without DM-2. We have no ready explanation for the
potential negative effect of hepatic iron accumulation on insulin resistance; however, our finding
of no association between hepatic iron and serum TNF concentrations suggest that intrahepatic
iron-associated subclinical inflammation may not play a role in the development of insulin

resistance, although a possible role of oxidative stress cannot be ruled out [181].

Serum ferritin is not only an established marker of body iron stores but also a biomarker of
inflammation, and elevated concentrations have been associated with insulin resistance [182].
Serum ferritin concentrations were positively correlated with insulin resistance, intrahepatic
triglycerides, and intrahepatic iron in the present study but not with serum TNF concentrations
and, more importantly, they proved to be a significant determinant of intrahepatic iron content in
the regression analysis. Together with the positive relationship of serum ferritin concentrations
with serum triglyceride and ALT concentrations and their negative relationship with serum
adiponectin and HDL-cholesterol concentrations, these findings support the idea that serum
ferritin concentrations in NAFLD patients reflect an increase in intrahepatic iron and possibly in
insulin resistance and in the metabolic consequences of NAFLD rather than subclinical
inflammation [183]. As noted above, clinical studies have reported discordant results on the
relationship of increased body iron stores and serum ferritin concentrations with DM-2
[155,184,185] and on the effect of phlebotomy on insulin resistance [17,151,153,154]. These
discrepancies may be explained at least in part by our finding that less than one-third of
individuals with NAFLD have hepatic iron overload and that increased iron in the liver appears
to play a minor role in insulin resistance, although it may influence the association between
NAFLD and insulin resistance. We therefore speculate that only a specific subgroup of patients

with NAFLD may benefit from phlebotomy.
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We also studied the association of HOMA-IR with BMI and waist circumference, finding positive
univariate correlations of HOMA-IR with hepatic triglyceride content as well as with BMI and
waist circumference. Nevertheless, in multivariate regression analysis adjusted for hepatic
triglyceride content, neither BMI nor waist circumference was an independent predictor of
HOMA-IR, suggesting that the relationship of BMI and waist circumference with HOMA-IR may
be largely mediated by an increase in intrahepatic triglycerides. The percentage of participants
with NAFLD was higher than previously reported in a general population using MRS for liver
triglycerides quantification [21]. This discrepancy may be in part due to ethnic differences, given
that our study population was exclusively Caucasian, whereas 48% of participants in the
aforementioned study were black individuals, among whom the prevalence of NAFLD has been
described as significantly lower [35]. In addition, there was a high proportion of overweight and
obese participants in our study (24.27% lean, 51.46% overweight and 24.27% obese), and
there is a clear link between BMI and NAFLD. However, we do not consider that this influenced
our findings on the association among insulin resistance, iron overload, and liver fat content,

because all participants were healthy and non-diabetic.

Besides its cross-sectional design, study limitations include the lack of liver biopsies and
histological data, although no participants had overt liver disease by ultrasound examination
and hepatic MRI, and the assessment of liver injury was not the main endpoint. In addition,
abdominal visceral adipose tissue would have been more accurately measured by MRI.
However, although waist circumference may represent visceral and subcutaneous fat, it is easy
to measure and has been described as the most reliable surrogate marker of visceral adiposity
[36], with reports of a strong correlation between waist circumference and MRI-assessed
visceral adiposity [37]. We also used HOMA-IR to measure insulin resistance instead of the
more accurate euglycemic clamp method. Nevertheless, in non-diabetic persons, HOMA-IR can
serve as a surrogate for insulin resistance and is considered an acceptable alternative to more
expensive and time-consuming dynamic testing [18,102]". Although the sample size provided

adequate statistical power, further studies in larger samples are warranted.

Study strengths include the utilization of MRI to quantify hepatic iron content and 'H-MRS to

measure triglyceride content, and the adoption of strict exclusion criteria (e.g., presence of DM-
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2) to avoid possible confounding factors. Furthermore, all anthropometric, biochemical, MRI,

and 'H-MRS data were gathered within a 48-hour period.

In conclusion, these results indicate that insulin resistance is associated closely with hepatic
triglyceride content and to a lesser extent with hepatic iron content. An interplay was observed
between NAFLD and hepatic iron overload, with the former showing a greater impact. High
serum TNFa concentrations may contribute to the association between NAFLD and insulin
resistance. Increased intrahepatic triglyceride accumulation appears determinant for the

development of hepatic iron overload in non-diabetic subjects without hemochromatosis.
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Table 1. Characteristics of participants in total and as classified by hepatic triglyceride

content.
part-li-((:)its;nts NAFLD
Absent (42.31%) Present (57.69%) Y
n=104 n= 44 n= 60

Sex (m/f) 59/45 19/25 40/20 0.017
Age (years) 45.11+10.03 41.64+8.89 47.65+10.11 0.002
Body Mass Index (Kg/m?) 27.81+4.31 25.26+£3.42 29.71+3.92 0.001
Waist Circumference (cm) 97.25+14.38 88.02+12.06 104.26+11.88 0.001
Cholesterol (mg/dl) 195.27+41.69 192.36+42.87 197.40+41.03 0.545
HDL-C (mg/dl) 55.35+15.64 61.45+15.17 50.87+14.53 0.001
LDL-C (mg/dl) 117.59+37.33 112.89+34.91 121.03+£38.93 0.274
Triglycerides (mg/dI) 110.86+71.40 85.20+65.12 130.00+70.36 0.001
Serum AST (IU/L) 26.04+9.89 22.00+£7.86 29.00+10.23 0.001
Serum GGT (IU/L) 41.50+37.81 28.32+23.94 51.17+43.06 0.001
Serum ALT (IU/L) 34.75+22.64 19.98+6.91 45.58+24.05 0.001
Fasting Glucose (mg/dl) 92.54+9.36 91.66+6.52 93.19+11.00 0.377
Fasting Insulin (uU/ml) 9.37+6.18 6.26+2.55 13.72+7.15 0.001
HOMA-IR 2.17+1.52 1.41+0.61 3.24+£1.78 0.001
Serum Fe (pg/dl) 93.67+35.68 86.16+34.65 99.35+35.75 0.090
Ferritin (ng/mL) 142.36+£128.84 70.42+68.25 197.09+137.49 0.001
Transferrin saturation (%) 24.86+12.37 18.00+10.64 27.50+£12.32 0.150
Hepatic Iron R2* (s1) 57.95+18.38 47.68+10.82 66.21+19.11 0.001
Hepatic Triglycerides (%) 10.87+£10.20 2.54+1.45 16.99+9.51 0.001
TNF-a (pg/ml) 164.29+42.98 150.53+31.35 174.39+47.58 0.003
Adiponectin (pg/ml) 11.07+9.09 15.47+9.53 7.84+7.28 0.001

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; GGT, gamma-glutamyl transferase; HDL-C, high-
density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol;
NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; TNFa, tumor necrosis factor-a. p: comparison between absence versus presence of NAFLD.
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Table 2. Characteristics of participants classified by hepatic iron content
(n=104).

Hepatic Iron Overload

Absent (84.79%) Present (15.21%) p
N= 88 n=16
Sex (m/f) 52/36 97 0.899
Age (years) 43.81+10.14 54.00+7.05 0.001
Body Mass Index (Kg/m?) 27.22+4.47 29.06+2.10 0.038
Waist Circumference (cm) 95.27+15.06 103.14+4.26 0.050
Cholesterol (mg/dl) 194.51+44.24 198.64+32.30 0.431
HDL-C (mg/dI) 54.92+15.57 51.50+15.49 0.453
LDL-C (mg/dl) 117.45+39.23 118.86+29.74 0.625
Triglycerides (mg/dl) 106.85+70.18 145.43+80.82 0.040
Serum AST (IU/L) 25.88+10.51 28.79+8.93 0.101
Serum GGT (IU/L) 40.08+39.92 45.00£30.12 0.150
Serum ALT (IU/L) 32.09+20.22 49.43+£33.35 0.007
Fasting Glucose (mg/dl) 92.31+8.66 94.57+11.63 0.493
Fasting Insulin (uU/ml) 7.84+4.83 21.45+4.54 0.002
HOMA-IR 1.81+1.23 5.06£1.20 0.003
Serum Fe (pg/dl) 92.73+£35.01 115.22+40.32 0.101
Ferritin (ng/mL) 133.18+115.34 285.52+178.05 0.011
Transferrin saturation (%) 23.75+11.32 37.90+5.23 0.104
Hepatic Iron R2* (s1) 52.01+11.65 91.05+13.07 0.001
Hepatic Triglycerides (%) 7.63+6.70 19.97+10.84 0.001
TNF-a (pg/ml) 162.98+37.26 159.98+36.05 0.728
Adiponectin (pg/ml) 11.87+9.56 5.96+4.08 0.023

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; GGT, gamma-glutamyl
transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin
resistance; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; TNFa, tumor necrosis
factor-a.
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Table 3. Characteristics of participants classified by insulin resistance

(n=104).
Insulin Resistance
Absent (75%) Present (25%) p
n=78 n=26

Sex (mff) 39/39 15/11 0.620
Age (years) 38.50+7.52 51.75+9.46 0.001
Body Mass Index (Kg/m?) 25.59+3.64 31.45+4 .51 0.001
Waist Circumference (cm) 87.49+11.98 107.50+10.65 0.000
Cholesterol (mg/dl) 183.33+39.46 197.50+35.61 0.284
HDL-C (mg/dl) 58.19+14.17 48.17+13.86 0.035
LDL-C (mg/dl) 109.53+39.12 122.75+32.46 0.194
Triglycerides (mg/dI) 76.77+35.07 129.67+57.36 0.003
Serum AST (IU/L) 26.86+12.65 25.42+3.92 0.431
Serum GGT (IU/L) 27.83+22.94 52.08+44.59 0.008
Serum ALT (IU/L) 28.03+16.99 38.17+11.07 0.008
Fasting Glucose (mg/dl) 89.43+8.26 96.42+7.05 0.018
Fasting Insulin (uU/ml) 6.30+2.62 18.58+4.23 0.001
HOMA-IR 1.42+.65 4.42+1.07 0.001
Serum Fe (ug/dl) 88.18+32.62 106.67+41.21 0.204
Ferritin (ng/mL) 95.17+88.33 215.06+148.84 0.009
Transferrin saturation (%) 16.97+4.64 40.20%13.72 0.083
Hepatic Iron R2* (s1) 47.53+9.44 67.20+17.49 0.001
Hepatic Triglycerides (%) 5.71+6.87 16.85+10.91 0.001
TNF-a (pg/ml) 162.24+49.37 191.32+52.39 0.051
Adiponectin (pg/ml) 17.21+10.03 11.40+10.75 0.043

ALT, alanine aminotransferase, AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; GGT, gamma-glutamyl
transferase; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin
resistance; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; TNFa, tumor necrosis

factor-a.
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Table 4. Correlation studies.

Hepatic Hepatic

HOMA-IR triglyceride  iron Serum Serum

TNFa ferritin

content content
r: 0.56 r: 0.52 r: 0.28 r: 0.28
HOMA-IR - p<0.001  p<0.001  p<0.04  p<0.05
H_el?atic_d r: 0.56 - 057 r:0.28 041
triglyceride - e PN
content (%) p<0.001 p<0.001  p<0.01 p<0.01
Hepatic iron r: 0.52 r: 0.57 ] r0.026 r: 0.62
content (s%) p<0.001 p<0.001 p<0.793  P<0.001
Age (vears) r:0.63 r: 0.33 r: 0.50 r-0.140 . 0.26
p<0.001  P<0.01  p<0.001 9106  P<0.01
\é\iﬁfrtnference r 0.64 r 0.59 r: 0.49 r 0.38 r 0.54
em) p<0.001 p<0.001 p<0.001  p<0.02  p<0.001
BMI (Kg/m?) r: 0.60 r: 0.56 r: 0.39 r: 0.39 r: 0.38
9 0<0.001  P<0.001 p<0.01 p<0.02  p<0.001
Serum ferritin r: 0.28 r: 0.41 r: 0.62 r: 0.005 ]
(ng/mL) p<0.05 p<0.01 p<0.001 p<0.966
. . . r: 0.2 .
ALT (IUIL) r: 0.27 r: 0.78 r: 0.47 r: 0.62
p<0.05 p<0.001 p<0.001  pcggs  P<0.001
Serumn TNFa 028 r: 0.28 r: 0.026 r: 0.005
(pg/ml) p<0.04 p<0.01 p<0.793 p<0.966
tsrierlug‘eri e r 0.38 r:0.34 r0.26 r:0.22 r0.22
(n?;/’ ) p<0.05 p<0.01 p<0.05  pcpo3  P<0.02
igiruor?]ectin r-0.35 r-0.41 r-045 1 -023  r -050
(ug‘/°ml) p<0.01 p<0.001  p<0.001  p<0.04  p<0.001
':h[;%ésterol r:-0.204 r.-0.3 r:-0.22 r:-0.51 r:-0.38

HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; TNFa, tumor necrosis factor-a; BMI, body mass
index; ALT, alanine aminotransferase; HDL-cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol.
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Table 5. Backward stepwise multiple regression analysis of the main
determinants of insulin resistance (HOMA-IR).

B-coefficient S.E. Sig. 95%ClI
Hepatic
. . .054-
triglyceride 0.144 0.044 0.003 (8 22 4
content (%) .234)
(0.025-
Age (years) 0.095 0.034 0.009 0.165)
Serum TNFa 0.048 0.026 0.047 (0.997-1.103)
(pg/ml)

HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; S.E., standard error; Sig. significance; 95%Cl, 95%
confidence interval; TNFa, tumor necrosis factor-a.

Table 6. Backward stepwise multiple regression analysis of the main
determinants of hepatic triglyceride content.

B-coefficient S.E. Sig. 95%ClI
Hepatic iron
content 0.293 0.076 0.0001 (g'j:’;'
(pg/ml) '
Serum TNFa 0.047 0.021 0.032 (0.004-0.090)
(pg/ml)

HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; S.E., standard error; Sig. significance; 95%CI, 95%
confidence interval; TNFa, tumor necrosis factor-a.

Table 7. Backward stepwise multiple regression analysis of the main
determinants of hepatic iron content.

B-coefficient S.E. Sig. 95%ClI
Hepatic
triglyceride 0.985 0.251 0.0001 (f'gf'
content (%) 494)
Serum ferritin 0.029 0.013 0.030 (0.003-0.055)
(ng/mL)

S.E., standard error; Sig. significance; 95%CI, 95% confidence interval.
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Figure Legend:

Figure: Percentage of participants with insulin resistance in the different groups. No participant

had Hepatic Iron Overload without NAFLD (0/44).

**n<0.001 versus “No NAFLD and no Hepatic Iron Overload”

*p<0.01 versus “NAFLD without Hepatic Iron Overload” or versus “No NAFLD and no Hepatic

Iron Overload”.
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ABSTRACT

Introduction: Recognition of the close relationship of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)
with diabetes mellitus 2, obesity, metabolic syndrome, and cardiovascular disease has
stimulated growing interest in NAFLD as a public health problem. Serum ALT has been
proposed as a marker of NAFLD, but levels in a large proportion of NAFLD cases are within the

range currently considered “normal”.

Obijective: To determine the diagnostic accuracy of serum ALT for identifying individuals with

NAFLD using 3 Tesla magnetic resonance spectroscopy (*H-MRS).

Methods: A cross-sectional study was conducted in 129 healthy subjects. Liver triglyceride

content was quantified by 'H-MRS. NAFLD was defined as liver triglyceride content > 5.56%.

Results: Liver triglyceride content was >5.56% in 79 participants (NAFLD) and lower in the
remaining 50 (normal). Serum ALT levels were positively correlated with liver triglyceride
content (r: 0.58; p<0.001), HOMA-IR (r: 0.32; p<0.01), and fasting insulin (r: 0.31; p<0.01) and
were inversely correlated with adiponectin (r: 0.35; p<0.01) and HDL-cholesterol (r: 0.32;
p<0.01). Regression analysis showed that serum ALT was the best predictor of NAFLD
(p<0.01). Optimal serum ALT cutoff to predict NAFLD was 23 IU/L (area under ROC curve:

0.93; sensitivity: 0.94; specificity: 0.72).

Conclusions: This study shows that serum ALT is a sensitive and accurate biomarker of NAFLD
if a lower “normal” ALT value is considered. An ALT threshold of 23 IU/L identified 94% of
individuals with NAFLD in the present series, using 3 T *H-MRS for liver triglyceride

quantification.

Key words: NAFLD; Insulin Resistance; Magnetic Resonance Spectroscopy; Sensitivity and

Specificity.
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INTRODUCTION

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is defined as fat accumulation in the liver in the
absence of significant alcohol consumption or any other etiology for secondary hepatic
steatosis. It is considered the hepatic manifestation of the metabolic syndrome (MetS), and is
the most frequent cause of aminotransferase elevation [20]. NAFLD encompasses simple
hepatic steatosis, i.e., the accumulation of triglycerides in the liver with no evidence of
hepatocyte injury or inflammation, and nonalcoholic steatohepatitis, i.e., the presence of hepatic
steatosis with hepatocellular injury and inflammation that may eventually progress to liver

cirrhosis and hepatocellular carcinoma [20,21].

The prevalence of NAFLD varies widely from 10-52% in the general population and up to 60-
90% in high-risk individuals with obesity, type 2 Diabetes (T2DM), and/or MetS
[1,5,20,23,139,199]. Estimates from liver biopsy series indicate that the prevalence of
nonalcoholic steatohepatitis is much lower, ranging from 2% to 5% [1]. Studies on the long-term
outcome of patients with NAFLD reported their more frequent death from cardiovascular

disease (CVD) than from liver cirrhosis or hepatocellular carcinoma [5,6].

Recognition of the close relationship of NAFLD with obesity [156], T2DM [3], MetS [22,157],
insulin resistance [7], and CVD [4,158,159] has stimulated growing interest in NAFLD as a
public health problem and in the search for a marker to identify individuals with NAFLD in the
general population. After the demonstration by epidemiological and clinical studies of a frequent
association between increased liver fat content and serum alanine aminotransferase (ALT)
elevation, serum ALT has been proposed as a surrogate marker for NAFLD [160].
Nevertheless, only a proportion of patients with NAFLD have elevated serum ALT levels

[7,139,160-163]

Given that serum ALT values within the current “normal” range have been associated with
NAFLD and a higher risk of cardiometabolic disorders, individuals with these conditions are
included in the apparently healthy population considered “normal’. Therefore, it has been
suggested that the upper “normal” limit for serum ALT should be re-evaluated in order to
facilitate the identification of individuals with NAFLD [160,164]. After a retrospective study of

liver biopsies in 133 HCV antibody-positive persons and ultrasound findings in 59 HCV
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antibody-negative blood donors, Prati et al. proposed a decrease in the upper limit of “normal”
serum ALT levels to < 30 IU/L in men and < 19 IU/L in women to detect more cases of hepatitis
C viremia [165], but no consensus has been reached on these proposals [166]. Recent cross-
sectional studies are available on the sensitivity and specificity of serum ALT as a biomarker of
NAFLD[159,167-169]. However, the NAFLD diagnosis in these studies was exclusively based
on ultrasound imaging and was not confirmed by liver biopsy or Proton Magnetic Resonance
Spectroscopy (*H-MRS), which is the noninvasive gold standard for liver triglyceride
guantification[19,136] and widely validated in clinical and epidemiological studies [7,24,170].
Liver ultrasound examination is not sufficiently sensitive in cases of mild and moderate steatosis

and is likely to underestimate the prevalence of NAFLD [24,25,138].

Hence, no published evidence is available on the true diagnostic accuracy of serum ALT as
NAFLD biomarker in healthy individuals or on its relationship with insulin resistance or other
metabolic risk factors. Elucidation of this issue may help to identify individuals with hepatic

steatosis who are at greater risk of cardiometabolic disease.

We have found no published study on the diagnostic accuracy, sensitivity, and specificity of
serum ALT to identify individuals with NAFLD using 3 Tesla (*H-MRS). We therefore utilized this
technique to quantify liver triglyceride content in a sample of healthy adults to assess the
accuracy, sensitivity and specificity of serum ALT as a biomarker of NAFLD. We also
investigated the relationship of liver triglyceride content and serum ALT with metabolic risk
factors, including insulin resistance (homeostatic model assessment of insulin resistance

[HOMA-IRY]), fasting insulin, adiponectin and tumor necrosis factor (TNFa), among others.

Material and Methods

Study population

The study population was consecutively recruited between February 2011 and October 2013
from among individuals undergoing examination at the Occupational Risk Prevention Unit in
Granada (Southern Spain) for a routine annual general checkup. Participants were all healthy

male or female Caucasians aged between 19 and 76 years.
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Study exclusion criteria were: history of daily alcohol intake > 20g (men) or > 10g (women),
based on responses to a validated questionnaire on alcohol consumption and confirmation of
results by a family member; the presence of HBV/HCV serologic markers, autoimmune
hepatitis, primary biliary cirrhosis, hemochromatosis, Wilson’s disease, cancer, diabetes
mellitus, endocrine, cardiac, renal or lung disease; the consumption of drugs that may cause
steatosis (e.g. corticosteroids, amiodarone, methotrexate, tamoxifen); body mass index (BMI)
<17 or >40kg/m?; and the wearing of a pacemaker or other device and/or self-reported
claustrophobia incompatible with *H-MRS. Out of the total 911 adults who came for the routine
annual checkup, 263 individuals met the eligibility criteria, and 140 (53%) signed informed
consent to participate in the study. After the exclusion of 11 of these individuals for missing test
appointments, the final sample comprised 129 subjects with a mean age 45.7 years, range 20-
76 years (Figure 1). The study was approved by the ethical committee of the University Hospital

San Cecilio.

Study Design and anthropometric evaluations

All individuals recruited for the study had undergone a full medical history, physical examination,
complete blood analysis, and ultrasound examination as part of the screening process. The
weight and height of the study participants were also recorded, calculating their BMI (kg/m?2),
and their waist circumference was measured with soft tape midway between the lowest rib and

the iliac crest in standing position.

Laboratory analysis

Blood was drawn in the morning after overnight fasting. Serum ALT and aspartate
aminotransferase (AST) levels were determined using a kinetic method (Cobas ¢ 311, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), with coefficients of variation of 3.3 and 3.1,
respectively, serum glucose by the glucose oxidase (enzymatic) method (Roche/Hitachi
Analitics systems, Roche Diagnostics GmbH), adiponectin by radioimmunoassay, (Linco
Research, St. Charles, MO, USA), serum Insulin by electrochemiluminescence immunoassay
(Elecsys 2010, Roche Diagnostics GmbH), serum TNFa by enzyme-linked immunosorbent
assay, using a TNFa (human) ELISA kit (Biosource Europe, Nivelles, Belgium) and serum

cholesterol with an enzymatic method (Roche Diagnostics GmbH). Insulin resistance was
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calculated as HOMA-IR = fasting insulin (mU/L) x fasting glucose (mmol/L)/22.5 [102].

Coefficients of variation of the biochemical tests ranged from 3.1 to 9.9%.

1H-MRS 3T analysis

A magnetic resonance imaging study was conducted before the spectroscopy, acquiring in-vivo
spectra at 3T with a Philips Achieva system (Royal Philips, Amsterdam, Netherlands). A 3-
plane localizer was employed to plan the 'H-MRS, and the spectra were obtained using the

body coil of the scanner. Breath-hold was monitored using a respiratory belt.

A single voxel of 27cm? (30 x 30 x 30mm) was selected within normal liver tissue in segment VI,
avoiding the edge of the liver, the diaphragm, and major blood vessels. All spectra were
obtained with a stimulated echo acquisition mode sequence (STEAM), setting the following
parameters: repetition time=8000; echo time=20, 40, and 60ms; number of signal averages=4
(without water suppression); and bandwidth=2000. Data were acquired within a breath hold. T2

correction was applied and field homogeneity was adjusted automatically for each voxel.

MRS was reconstructed using Extended MR WorkSpace software (Philips). Raw data were
zero-filled once, with no filter, and were phase-corrected, Fourier-transformed, baseline-
corrected, and averaged. A Marquardt curve was fitted, using a combined Lorentzian—Gaussian
model to calculate the area under the curve of fat and water peaks. Spectra were referenced to
residual water and the dominant methylene lipid (-CHz) peak at 6=4.47 and 6=1.43 ppm,
respectively. Fat fraction percentage (FF) was defined as FA / (FA+WA) x 100, where FA is the
area under the fat peak and WA is the area under the water peak. 'H-MRS data were

interpreted by an experienced radiologist blinded to the biochemical results.

NAFLD was defined by a liver fat content greater than 5.56%, as proposed in previous studies,
and was classified as mild (>5.56 to 25% liver fat content), moderate (>25 to 50%), or severe

(>50%) [19,200].

The anthropometric, biochemical, and 'H-MRS measurements of each individual were

performed within a 24-h period.
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Statistical analysis

Results were expressed as means + standard deviation (SD). The Kolmogorov-Smirnoff test
was used to check the normality of the data distribution. Mean values were compared among
groups with the one-way ANOVA, followed by the Tukey multiple-comparison test, the unpaired
Student’s two-tailed t-test, or nonparametric Mann-Whitney U test, as appropriate. Correlations
were examined by Pearson standard linear regression analysis (normal distribution) or by the

Spearman test (non-normal distribution).

Backward step-wise multiple regression analysis was used to establish the most significant
determinants of NAFLD. Variables entered into the equation were waist circumference, BMI,
HOMA-IR and serum values of ALT, AST, GGT, fasting insulin, triglycerides, adiponectin and

HDL-cholesterol. Only variables showing a P < 0.5 were retained in the final regression model.

Receiver operating characteristic (ROC) curves were created, estimating optimal cutoff points
for the diagnosis of NAFLD and calculating their sensitivity, specificity, positive predictive value

(PPV), and negative predictive value (NPV).

SPSS version 22 for Windows (SPSS Inc., Chicago IL) was used for all data analyses.

RESULTS

The final study comprised 129 participants with a mean + SD age of 45.7+ 10.2 (range 20-76
years). Their anthropometric data are exhibited in Table 1 and their biochemical results in Table
2. Seventy-five (58.13%) of the participants were diagnosed with NAFLD, classified as mild (29
cases), moderate (34 cases), or severe (12 cases); the remaining 54 individuals had liver fat

content below 5.56%.

Anthropometric and biochemical parameters according to liver fat content

As shown in tables 1 and 2, mean BMI, waist circumference, HOMA-IR, serum ALT, AST,
gamma-glutamyl transferase (GGT), alkaline phosphatase (ALP), triglycerides, TNFa, and
fasting insulin levels were higher in individuals with NAFLD than in those without (p<0.001,

except for ALP and TNFa p<0.05); only HDL-cholesterol and adiponectin were lower in
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individuals with NAFLD than in those without (p<0.001 for both). Multiple comparison tests
among NAFLD categories solely revealed significant differences in ALT (p<0.05), HOMA-IR

(p<0.05) and adiponectin (p<0.05) between individuals with severe versus mild steatosis.

Correlations of liver fat content with different parameters

Liver fat content was highly significantly and positively correlated with serum ALT (r: 0.58;
p<0.001) (Fig. 1), serum AST (r: 0.32; p<0.01), serum GGT (r: 0.31; p<0.01), waist
circumference (r: 0.54; p<0.001), BMI (r: 0.48; p<0.001), fasting insulin (r: 0.57; p<0.001),
HOMA-IR (r: 0.57; p<0.001), and serum triglyceride (r: 0.35; p<0.01), and was inversely

correlated with serum adiponectin (r: -0.43; p<0.001) and HDL-cholesterol (r:-0.32; p<0.01).

Correlations of serum ALT values with different parameters

The results depicted in Figure 2 confirm that serum ALT values were positively correlated with
liver fat content. Serum ALT was also correlated with HOMA-IR (r: 0.32; p<0.01), serum fasting
insulin (r: 0.31; p<0.01), triglycerides (r: 0.18; p<0.05), waist circumference (r: 0.25; p<0.01),
and BMI (r: 0.25; p<0.01) and inversely correlated with adiponectin (r: -0.35; p<0.01) and HDL-

cholesterol (r: -0.32; p<0.01).

Regression analyses

Backward stepwise regression analyses of the predictors of liver fat content showed that serum
ALT was the most significant independent variable (B Coefficient = 1.367; SE= 0.121; p<0.01)

and that HOMA-IR was also significant (B Coefficient = 1.160; SE= 0.075; p<0.04).

ROC curves and validity of serum ALT for the diagnosis of NAFLD

ROC curves were created to assess the accuracy of serum ALT to predict liver fat content
greater than 5.56% (upper limit of normal range) (Fig.3). The area under the curve (AUC) was
0.93 (95% confidence interval [CI]: 0.89, 0.97), and the optimal ALT cutoff point was 23 IU/L,
with a sensitivity of 0.94, specificity of 0.72, PPV of 0.82, and NPV of 0.90. Analysis by sex
showed an optimal ALT cutoff value to identify individuals with NAFLD of 24 IU/L for the males
(AUC: 0.92; sensitivity: 0.95; specificity: 0.67) and 21 IU/L for the females (AUC: 0.94;
sensitivity: 0.96; specificity: 0.76). Figure 4 shows that 48% of the individuals with ALT below 40
IU/L had NAFLD and that these had significantly higher HOMA-IR and serum fasting insulin
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values and significantly lower adiponectin and HDL-cholesterol values in comparison to the
individuals without NAFLD. Only four individuals with ALT levels below 23 IU/L had NAFLD. A
lower AUC was observed for the other parameters studied: BMI, 0.82; waist circumference,

0.84; GGT, 0.74; and AST, 0.76.

Metabolic variables by liver fat content and ALT category

As depicted in Figure 5, the differences in waist circumference, HOMA-IR, and serum fasting
insulin, adiponectin, triglycerides, and HDL-cholesterol values among NAFLD categories

paralleled the differences observed among ALT categories.

DISCUSSION

In this sample of healthy individuals from the general population, serum ALT levels were
strongly correlated with liver fat content and enabled the detection of most of the participants
with NAFLD. Liver triglyceride content was determined by 'H-MRS, the only noninvasive
reference method for its quantification [200-202], widely validated in population-based studies

[19] and clinical trials [137].

The participants with NAFLD had higher serum levels of ALT, HOMA-IR, fasting insulin, and
triglycerides and lower levels of adiponectin and HDL-cholesterol in comparison to those without
NAFLD, as previously reported in selected populations of obese or diabetic patients
[7,176,186,187]. Significant differences in ALT levels were found between the individuals with
mild NAFLD and those without NAFLD and between those with severe and mild NAFLD,
suggesting that serum ALT levels might offer the capacity to discriminate among different

degrees of liver fat content.

Both serum ALT and liver fat content were significantly correlated with HOMA-IR, serum fasting
insulin, and triglycerides and were significantly inversely correlated with serum adiponectin and
HDL cholesterol. Parallelism observed between differences in these metabolic parameters
among NAFLD categories and the differences among ALT categories support the possible

relationship of both NAFLD and serum ALT with insulin resistance and other metabolic risk
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factors. The present findings in healthy individuals are in agreement with results obtained in

selected populations of obese individuals or patients with diabetes or MetS[160-163,188] .

Serum adiponectin levels were inversely correlated with liver fat content, serum ALT, HOMA-IR,
and fasting insulin and were positively correlated with HDL-cholesterol, consistent with previous
reports on the association of NAFLD and serum ALT with low adiponectin levels in obese

patients (42).

Taken together, our findings in healthy individuals endorse epidemiological findings that
elevated ALT values (including those within normal range) are strongly associated with NAFLD

and insulin resistance and likely with an increased risk of T2DM (16).

Elevated serum TNFa levels have been described in patients with chronic liver disease of
different etiologies[179,180], including NAFLD [190], and activation of the TNFa system has
been associated with insulin resistance [203] and low adiponectin levels [190]. In our study,
serum TNFa levels were higher in the individuals with NAFLD than in those without NAFLD, but
TNFa was not correlated with ALT, HOMA-IR, adiponectin, or any other parameter, in
agreement with previous reports in obese patients [186]. These findings might indicate that the
TNFa system is activated in NAFLD, but its relationship with insulin resistance and other

metabolic risk factors remains to be elucidated.

It is well documented that serum ALT levels cannot be used to predict nonalcoholic
steatohepatitis or to differentiate between simple steatosis and nonalcoholic steatohepatitis
[7,166]. A recent study of the severity of liver disease in NAFLD patients using 'H-MRS and
liver biopsies found that elevated serum ALT was strongly associated with liver fat content but
not with inflammation, hepatocyte ballooning, or liver fibrosis [7]. It has therefore been proposed
that serum ALT might be a good indicator of NAFLD [7] and a predictor of cardio-metabolic
disorders, regardless of possible progression to steatohepatitis or liver cirrhosis [160,163].
Unfortunately, most studies on the sensitivity and specificity of serum ALT as a biomarker of
NAFLD were designed to identify nonalcoholic steatohepatitis [166,191]. Moreover, other
researchers assessed liver fat content using only abdominal ultrasound [168,169,192], an
operator-dependent method that offers inadequate sensitivity and specificity in cases of mild

and moderate NAFLD and, importantly, does not quantify liver triglyceride content [24,25].
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Likewise, indexes developed to detect NAFLD have not proven useful for routine clinical
practice in the general population due to their high complexity [193]. Our study provides the first
report on the diagnostic accuracy, sensitivity, and specificity of serum ALT as a biomarker of
NAFLD in healthy individuals from the general population using *H-MRS for liver triglyceride
quantification, avoiding confounding factors such as diabetes mellitus and the metabolic
syndrome. In our study, in addition to the strong correlation between serum ALT and liver
triglyceride content, regression analysis showed that serum ALT was the main predictor of
NAFLD even after adjustment for sex, age, BMI, and waist circumference. Furthermore, the
ROC curve yielded an AUC of 0.93 and showed that a serum ALT value 223 IU/L predicted the
presence of NAFLD with a sensitivity of 0.94 and specificity of 0.72. We found that 48% of
individuals with serum ALT below 40 IU/L had NAFLD, and these individuals had significantly
elevated HOMA-IR and lower serum levels of adiponectin and HDL-cholesterol in comparison to
those with serum ALT below 23 IU/L. These findings support proposals to reduce the threshold
for “normal” serum ALT [160,164]. Only 10% of participants with ALT below 23 IU/L had NAFLD,
suggesting that this cutoff value would identify a large majority of individuals with hepatic
steatosis. The detection of NAFLD is important to allow clinical counseling on the risk of insulin

resistance, T2DM, and coronary heart disease.

The major strengths of this study are that 'H-MRS was used to quantify liver triglyceride content
and the participants met strict exclusion criteria. In addition, the anthropometric, biochemical,

and 'H-MRS measurements were performed within a 24- hour period.

Limitations of this study include the relatively high proportion of participants with NAFLD,
possibly because most individuals in the eligible population had normal blood analyses and may
therefore have been less willing to participate in comparison to those with elevated ALT values.
We also acknowledge that this was a cross-sectional study based on biochemical
determinations at a single time point in each participant. It proved possible to classify
participants into different groups with adequate statistical power, but the sample size was
relatively small, and further studies in wider samples and with an independent validation cohort

are required to verify our findings in a different subset of patients.
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In conclusion, this study shows that serum ALT is a sensitive, simple, and reliable biomarker of
NAFLD when the upper threshold of “normal” ALT values is lowered. Thus, in the present series
of healthy individuals, an ALT threshold of 23 IU/L identified 94% of the participants with
NAFLD, who might be more at risk of cardiometabolic events, allowing appropriate clinical
counseling to be offered to these individuals. The low cost and wide availability of this screening

test facilitate its routine application in primary care.
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FIGURES
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Fig. 4
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Flow of participants through the study.

Figure 2. Correlation of serum ALT with: liver fat content, waist circumference, HOMA-IR, and
serum fasting insulin, adiponectin, and HDL-cholesterol levels.

Figure 3. Receiver-operating characteristic curve of sensitivity plotted against 1-specificity of
serum ALT to identify subjects with liver fat content greater than 5.56% quantified by proton
magnetic resonance spectroscopy (1H-MRS) 3T.

Figure 4. Percentage of subjects with NAFLD in the different ALT categories.
*p <0.001 vs. No NAFLD.

Figure 5. Differences in meant SD values of metabolic variables among liver fat content
categories and among ALT categories.

*p <0.001 vs. No NAFLD; ** p < 0.01 vs. No NAFLD; *** p < 0.05 vs. Mild NAFLD.
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