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RESUMEN

La obesidad y las enfermedades cardiovasculares son las mayores causas de mortalidad
en la sociedad occidental. Los acidos biliares circulantes (AB) han surgido como
moduladores de la obesidad y de la salud cardiometaboélica ya que estan involucrados en
la homeostasis de la glucosa, lipidos y gasto energético a través de varios receptores entre
los que destacan el receptor X Farsenoide nuclear (FXR) y receptor acoplado a la proteina
Takeda G 5 (TGRS). Sin embargo, sigue sin estar bien definidos los mecanismos
subyacentes ni la caracterizacion de los AB circulantes en cuanto a afectacion de la salud
cardiovascular en humanos. Los objetivos de la presente tesis doctoral fueron 1) estudiar
las diferencias entre los niveles circulantes de AB en hombres y mujeres, y ii) estudiar la
asociacion de los niveles circulantes de AB circulantes con marcadores de obesidad y
salud cardiometabdlica en adultos jovenes. Métodos: Se midieron los AB circulantes,
factores de riesgo cardiovascular, antropometria y composicion corporal, asi como la
actividad y volumen del tejido adiposo pardo (TAP) en una cohorte de 136 adultos
jovenes (45 hombres y 91 mujeres). Resultados: Los niveles de CDCA y GUDCA fueron
mayores en hombres que en mujeres, aunque estas diferencias desaparecieron tras ajustar
por masa grasa. Los niveles de CA, CDCA, DCA y GDCA, se asociaron de manera
positiva, aunque débil, con los niveles de masa magra, mientras que los niveles de GDCA
y GLCA se asociaron negativamente con la captacion de 18F-fluorodesoxiglucosa por el
TAP. Curiosamente, GCA, GCDCA y GUDCA, se asociaron positivamente con los
niveles de insulina, el indice HOMA, los niveles de colesterol e inflamacién pero se
asociaron negativamente con los niveles de HDL-C y adinopenectina, sin embargo, estas
correlaciones, desaparecieron parcialmente al introducir la masa magra como covariable.
Conclusiones: Los resultados de la presente Tesis Doctoral demuestran que los niveles

circulantes de AB podrian depender del sexo y considerarse marcadores tempranos de la
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salud cardiometabolica ademas de estar asociados a factores inflamatorios en personas
jovenes y sanas. Aunque algunos AB circulantes se relacionan con la masa magra, no se
demostr6 que los AB circulantes pudieran ser considerados marcadores de adiposidad.
Ademas, la presente Tesis Doctoral, pone de manifiesto el papel de la masa magra, ya
que la asociacion entre los niveles circulantes de AB y el perfil cardiometabdlico
desapareci6 parcialmente al ajustar por dicha variable, aunque se necesitan mas estudios

para confirmar este novedoso hallazgo.
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Abstract

Obesity and cardiovascular diseases are the major causes of mortality in Western society.
Circulating bile acids (BA) have emerged as modulators of obesity and cardiometabolic
health since they are involved in the homeostasis of glucose, lipids and energy
expenditure through several receptors such as the nuclear X-pharsenoid receptor (FXR)
and Takeda G 5 protein coupled receptor (TGRS). However, the underlying mechanisms
and the characterization of circulating BAs in the human metabolism remains poorly
understood. The main aims of this doctoral thesis are i) to study whether there are
differences between circulating levels of BA in men and women, and ii) to study the
association of circulating levels of BA with markers of obesity and cardiometabolic health
in young adults. Methods: Circulating BA, cardiovascular risk factors, body composition,
as well as brown adipose tissue activation (BAT) were measured in a cohort of 136 young
adults (45 men and 91 women). Results: Plasma levels of CDCA and GUDCA levels
were higher in men than in women, although these differences disappeared after adjusting
for fat mass. Plasma levels of CA, CDCA, DCA, and GDCA were positively, although
weakly, associated with lean body mass, whereas plasma levels of GDCA and GLCA
were negatively associated with 18F-fluorodeoxyglucose uptake (**F-FDG) by BAT.
Interestingly, GCA, GCDCA and GUDCA were positively associated with serum levels
of insulin, HOMA index, cholesterol levels and inflammation but were negatively
associated with HDL-C and adiponectin, however, these correlations partially
disappeared after adjusting for lean mass.

Conclusions: The results of the present Doctoral Thesis show that the circulating levels
of BA could be different between males and females, and could be considered early
markers of the inflammatory and cardiometabolic health in young adults. In addition, this

Doctoral Thesis highlights the role of lean mass, since the association between circulating
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BA levels and the cardiometabolic profile partially disappeared when adjusting for lean

mass, however, further studies are needed to elucidate this new role.
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La obesidad, principal problema.

El constante aumento de prevalencia de sobrepeso y obesidad en todos los paises ha
provocado que a dia de hoy se consideren una pandemia global, constituyendo un
problema de salud publica en las mayoria de los paises con altos ingresos y una seria
amenaza en los sectores mas ricos de paises en desarrollo!?. En 2016, mas de 1900
millones de adultos, de 18 o mas afios, tenian sobrepeso, de los cuales, mas de 650
millones eran obesos®. Alrededor de 3,4 millones de muertes se atribuyeron a obesidad y
sobrepeso en 20102, Estamos ante una verdadera crisis global ya que el 65% de la
poblacion vive en paises donde hay mas mortalidad por sobrepeso que por insuficiencia
ponderal*. En el afio 2010, alrededor del 19,3% de los nifios europeos de seis afios
padecian de obesidad y sobrepeso segun COSI (Childhood Obesity Surveillance
Initiative)>®y en el afio 2016, 41 millones de nifios menores de 5 afios tenian sobrepeso o
eran obesos, y habia mas de 340 millones de nifios y adolescentes (de 5 a 19 afios) con
sobrepeso y obesidad?. Se trata de un hecho con importantes consecuencias, puesto que

estos nifios con sobrepeso tienen tendencia a convertirse en adultos con sobrepeso’.

La obesidad es una acumulacion anormal o excesiva de grasa que supone un riesgo
para la salud®. Se relaciona con multiples enfermedades como la hipertension, infarto de
miocardio, accidente cerebro vascular (ACV), Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT?2), cancer
y apnea del suefio 313, La obesidad no discrimina en cuanto a geografia, nivel economico,
sexo y edad e induce un proceso inflamatorio con afectacion metabdlica multiorganica'®.
Existen diferencias metabodlicas dependiendo de la ubicacion de las células grasas, como
la grasa intra abdominal (i.e., acumulacion de grasa en tejido adiposo visceral) asociada

con un mayor riesgo para la salud con respecto al acimulo de grasa subcutdnea y en
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extremidades'>. Para evaluar la relacion de la adiposidad con la enfermedad
cardiovascular, se utilizan diferentes medidas antropométricas de adiposidad como la
circunferencia de la cintura o el indice cintura:altura'!”.

Nos encontramos ante una epidemia global de obesidad y de enfermedades
crénicas asociadas, subestimada si solo tenemos en cuenta el indice de Masa Corporal
(IMC) y que se propaga a medida que la industrializacion y la mejora de vida se extienden
hacia los centros urbanos!®. En los paises con bajos ingresos, la obesidad afecta
principalmente a los adultos de mediana edad, en cambio, en los paises con altos ingresos
afecta a todas las edades y a ambos sexos!®. El aumento continuo de tasas de obesidad,
esta generando una gran carga econdmica para los paises®’. Se estima que el sobrepeso y
la obesidad alcanzaran niveles de 89% y 85% en hombres y mujeres respectivamente para
el afio 2030! lo que se traducird en un aumento de la prevalencia de enfermedades

coronarias relacionadas con la obesidad en un 97%, varios tipos de cancer en un 61% y

DMT?2 en un 21%?22.

La enfermedad cardiovascular y cardiometabdlica

Histéricamente, la enfermedad cardiometabdlica se ha interpretado como un trastorno que
abarca un gran abanico de factores de riesgo fuertemente asociados con el desarrollo de
DMT?2 y que finalmente desarrolla un enfermedad cardiovascular?. Durante las Gltimas
tres o cuatro décadas, se han conseguido avances importantes en la prevencion y
tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. Los principales factores de riesgo son
el tabaquismo, hipercolesterolemia e hipertension arterial, aunque sus niveles han
disminuido durante las ultimas décadas segliin estudios en los paises con altos ingresos

economicos?*. Este hecho se ha visto reflejado en un descenso notable de las muertes
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inducidas por enfermedades cardiovasculares, superando el cancer como causa de
muerte?. Por el contrario, las tasas de obesidad han aumentado notablemente en las
ultimas décadas, al igual que la prevalencia de DMT22%?7, En paises desarrollados se
observa una menor tasa de casos no diagnosticados lo que supone una mayor
supervivencia y longevidad de los pacientes diabéticos?*. La DMT?2 es una enfermedad
que afecta a mas del 30% de los adultos estadounidenses?®, y guarda una relacion
directamente proporcional con la obesidad. La morbimortalidad asociada a la enfermedad
cardiometabdlica se debe principalmente a enfermedad cardiovascular y DMT2, que
juntas son las principales causas de muerte en EEUU?’. Un manejo agresivo de los
factores de riesgo puede mejorar el prondstico de la enfermedad cardiometabdlica®?, pero
el continuo descubrimiento de las nuevas vias de afectacion a los diversos 6rganos que
conlleva, destaca la necesidad de buscar y encontrar nuevos métodos diagnosticos que las

evaluaen.

Tratamiento de la obesidad

Son muchos los mecanismos que subyacen en la regulacion de la homeostasis energética,
por lo que el tratamiento de la obesidad y el consecuente mantenimiento de pérdida
ponderal, han demostrado ser un reto tanto para médicos, investigadores, asi como para
el propio paciente. La promocion de habitos alimenticios saludables y el ejercicio son la
primera linea de tratamiento pero no logran producir una pérdida de peso sostenida de
mas del 10% debido a los procesos adaptativos que ocurren para prevenir un estado de
inanicion, tal y como la una disminucion del gasto energético y un aumento del apetito?!.
La farmacoterapia se utiliza como tratamiento complementario a los cambios de

comportamiento, especialmente cuando dichos cambios de estilo de vida no logran
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alcanzar la pérdida de peso deseada, siendo la eleccion del farmaco en funcion de las
comorbilidades del paciente. La cirugia bariatrica (bypass en Y de Roux o gastrectomia
vertical) y los dispositivos implantables (Banda géstrica ajustable®, banda gastrica
Realize®, o el sistema recargable Maestro®) son opciones para pacientes con obesidad
que presentan un IMC>35kg/m? con una o mas comorbilidades. La cirugia bariatrica ha
demostrado que produce una pérdida ponderal profunda durante un afio pero con cierta
recuperacion de peso en los afios siguientes®*34. La cirugia bariatrica puede disminuir el
riesgo de desarrollar comorbilidades relacionadas con la obesidad pero conlleva un gran
coste y riesgos significativos que limitan su aplicacion generalizada®>. Gracias al
desarrollo de la farmacoterapia en las ultimas décadas disponemos de tratamientos via
oral para la obesidad*®. En 2012, los inicos medicamentos aprobados en EEUU para el
tratamiento de la obesidad eran, 1) Fentermina, un derivado de la anfetamina, que estimula
la liberacion de norepinefrina y ii) Orlistat (tetrahidrolipstatina), un inhibidor de la lipasa
pancreatica. En cambio, en Europa, s6lo estd aprobado el Orlistat, y no asi la Fentermina.
Tras 2012, se aprobaron 4 nuevos medicamentos en EEUU, con eficacias diferentes’!. La
lorcaserina (Belvig®) y la liraglutida (Saxenda®) son monoterapias dirigidas a los
receptores 5-HT2c y al receptor del péptido 1 similar al glucagon (GLP-1)

respectivamente. La fentermina / topiramato de liberacion prolongada (Qsymia®) y

natrexona / bupropion (Contrave™)*%37 son 4 medicamentes aprobados por la

Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA), pero solo la liraglutida y
natrexona / bupropion (Mysimba™) han sido aprobados por la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA).

Son muchos los enfoques existentes en la actualidad para que los pacientes puedan
obtener una pérdida de peso a corto plazo sin embargo menos del 20% de esos pacientes

logran mantener una pérdida de peso del 10% durante un afio ya que la mayoria lo
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recuperan a los 3-5 afios**°, Debido a esta reganancia ponderal, los individuos vuelven
a tener una recaida en las comorbilidades médicas relacionadas con el peso contribuyendo
nuevamente a los costos socioeconomicos*!. La pérdida de peso induce adaptaciones en
varios factores humorales que han sido identificados y diversos estudios de laboratorio
apoyan que tales adaptaciones promueven una recuperacion de peso*?. En los humanos,
la concentracion de adiposidad se mide con leptina e insulina: (que normalmente se
elevan con la adiposidad excesiva) se reducen sustancialmente durante la restriccion
calorica y con la posterior pérdida de peso* 8. Estas reducciones son
desproporcionadamente bajas en relacion a la masa grasa con un peso estable*?, lo que
hace probable que el sistema nervioso central interprete como un agotamiento de energia
importante que debe corregirse*. El mantenimiento de un bajo peso corporal, se ha
relacionado con una actividad neuronal de la leptina de manera reversible en la region
cerebral responsable de la homeostasis energética®®. La administracion de leptina en
sujetos que han bajado peso, mejora la saciedad’!, y ademas, la restriccion caldrica junto
a la pérdida de peso inducen un aumento considerable en la concentracion de grelina?,
definida como una potente hormona orexigénica®. Cabe destacar un reciente estudio
sobre la Interleucina-22 (IL-22) que demuestra que el sexo masculino, el tabaquismo y
un colesterol unido a lipoproteina de alta densidad (HDL-C) bajo entre otros factores de
riesgo cardiovascular, se asocian con niveles mas altos de IL-22, aunque concluyen que
son necesarios mas estudios para poder usarlo como biomarcador de enfermedades

cardiovasculares>*.
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Los Acidos biliares

Los acidos biliares circulantes (AB) son moléculas endocrinas sintetizadas en el higado
a partir de colesterol que ademas de facilitar la absorcion de nutrientes liposolubles,
regulan numerosos procesos metabolicos entre los que se encuentran la glucosa, los
lipidos y la homeostasis energética, a través de la activacion de receptores de los AB>.
Estos receptores no solo se expresan en tejidos dentro de la circulacion enterohepatica
como el higado y el intestino, sino también en otros 6rganos donde los AB median sus
acciones sistémicas®. Los principales receptores de AB que regulan el metabolismo son
el receptor X Farsenoide nuclear (FXR) y el receptor acoplado a la proteina Takeda G 5
(TGR) unido a la membrana, ambos, considerados de gran importancia en el desarrollo
de enfermedades metabdlicas’. La sintesis, el metabolismo y la distribucion de los AB
circulantes en el cuerpo estan regulados a través de una intrigante interaccion entres los
AB, sus receptores TGR5 y FXR y la microbiota intestinal®®,

La relacion entre los AB circulantes y la nutricion es estrecha y bidireccional®®. La
sintesis, secrecion y ciclo de los AB circulantes se rigen por el tiempo y contenido de la
ingesta, siendo la sefializacion de los AB quien regula el metabolismo posterior del
“combustible” disponible®. El interés por la biologia de los AB circulantes y su uso como
biomarcadores se ha incrementado en los ultimos afios debido a la gran crisis de salud

publica mundial de la obesidad y los trastornos metabolicos asociados.

Entre los AB circulantes, destacan el 4acido colico (CA) y quenodesoxicolico (CDCA),
como los AB primarios mas importantes en el ser humano, sintetizados a partir de
colesterol en los hepatocitos por dos vias diferentes; 1) la via clasica o neutra y ii) la via

alternativa o acida, mucho menos importante, contribuyendo a menos del 10% de la
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sintesis de los AB¢. Los AB primarios se conjugan con glicina y taurina en el higado,
con la consiguiente secrecion hacia la bilis y almacenada en la vesicula biliar. Tras la
ingesta de alimentos, el duodeno secreta colecistoquinina que estimula la contraccion y
liberacion de la bilis hacia el intestino. En la luz intestinal, los AB primarios, interactuan
con la microbiota intestinal, produciendo los AB secundarios (acidos desoxicolico (DCA)
y acido litocdlico (LCA)) facilitando la absorcion de los lipidos de la dieta y vitaminas
liposolubles®. El 95% de los AB circulantes se reabsorben en el ileon terminal y son
transportados nuevamente al higado a través de la circulacion portal®!. Solo el 5% de lo
AB son excretados con las heces, el cual es suplido por la neoformaciéon de los mismos a
nivel hepatico®!.

Se han observado tanto alteraciones cuantitativas como cualitativas de los AB circulantes
en la obesidad, resistencias a la insulina, DMT2 y enfermedad de higado graso no
alcoholico (EHGNA)®*-%, Los AB circulantes han sido propuestos como biomarcadores
de riesgo de resistencia a la insulina y DMT2 aunque su utilidad clinica no ha sido

realmente evaluada.

(Existen diferencias por sexo en los niveles de AB circulantes?

El sexo ha sido reconocido como un importante modulador de las enfermedades

cardiovasculares y hepaticas®>¢6

. Las diferencias en composicién corporal, estado
hormonal y la distribucion de grasa, dificultan la interpretacion de los datos, pero esta
demostrado que las mujeres premenopausicas con respecto a los hombres de la misma
edad, tienen un menor riesgo de desarrollar enfermedades hepaticas y cardiovasculares
no relacionadas con la toxinas, incluidas las relacionadas con el colesterol sérico

67,68

elevado®’-°°. El perfil lipidico de las mujeres premenopausicas es menos aterogénico, y
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presentan concentraciones mads altas de lipoproteinas de alta densidad que contienen
colesterol®. Los dimorfismos sexuales afectan también a nivel hepatico, donde también
se observan diferencias sexuales tanto en el tamafio y composicion de los AB
circulantes’. Los estrogenos, mas presentes en el sexo femenino, estan emergiendo como
importantes reguladores de la produccion AB circulantes debido a un mecanismo de
retroalimentacion y a niveles de colesterol sérico’!. Aunque generalmente las diferencias
entre sexo existentes entre hombres y mujeres se les achacan a efectos hormonales, a
veces existen hechos contradictorios. Alrededor del 50% de las mujeres que se les
administraron antagonista del receptor de estrégeno, como tratamiento de cancer de
mama, desarrollan esteatosis hepatica en los dos afos posteriores del inicio del
tratamiento’?, pero curiosamente, en las mujeres embarazadas, los niveles elevados de
estrogenos se asocian con el desarrollo de colestasis, en probable relacion con la
inhibicion del transporte de AB circulantes al higado desde el intestino en lugar de un

aumento de su sintesis’>.

Relacion de los acidos biliares con la obesidad

Cada vez mas se postulan los AB como importantes moduladores de la obesidad, y se
relacionan con trastornos metabdlicos como el desarrollo de la DMT2%. Los AB afectan
a la homeostasis de glucosa, lipidos y gasto energético a través de la activacion de
receptores de AB en el higado, intestino y otros tejidos’*. Los dos principales receptores
de AB que regulan el metabolismo son: i) FXR y ii) TGRS, ambos reconocidos y
relacionados en el desarrollo de trastornos metabodlicos®. Aunque FXR y TGRS se
expresan en varios tejidos, se han estudiado principalmente sus funciones hepaticas e
intestinales, siendo FXR expresado en gran medida en el hepatocitos, enterocitos de ileon

distal y colon, mientras que TGRS se expresa en células enteroendocrinas, células
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epiteliales de la vesicula biliar y conducto biliar’. La union de esos receptores de AB con

farmacos agonistas, podrian ser un tratamiento para prevenir la obesidad y las

enfermedades relacionadas, replicando la actividades de estos receptores (como por

ejemplo la activacion del metabolismo), sin embargo, tanto FXR como TGRS, regulan

una amplia gama de procesos’™.

Si bien es cierto que aun falta mucho por estudiar y descubrir, todo parece insinuar una

estrecha relacion entre los AB y la obesidad (Tabla 1).

Tabla 1. Estudios que describen la asociacion entre acidos biliares y obesidad.

Autor AB total AB AB conjugado AB no CA DCA CDCA AB
conjugado taurina conjugado fecal
glicina
Ginos et al. 20187 A A v

Straniero et al. 20177°
Lei et al. 201777
Haeusler et al. 201678

Xie et al. (grupo masculino)

20157

Xie et al. (grupo femenino)

20157
Prinz et al. 2015%°

Osto et al. 2015%!

Yu et al. 2015%2

Renner et al. 2014%
Lips et al. 20143
Steinert et al. 2013%
Ahmad et al. 2013%¢
Haluzikova et al. 2013%
Cariou et al. 2011
Glicksman et al. 20108
Miettinem el al. 2000%

Nestel et al. 1974%°
Miettinem et al. 1971%°

f*

f
f

f*

v v

‘*
f*

¢* f*
f* **
f*

. 1

f* f*

f*
f*
**

AB: Acidos

Biliares;

AC:

acido colico;

DCA:

acido desoxicoélico;

CDCA: 4cido

quenodesoxicolico; Los asteriscos (*) indican una asociacion positiva. Las flechas sin asterisco
indican que las asociaciones no fueron estadisticamente significativas. El simbolo igual (=) se
traduce en que no hubo cambios estadisticamente significativos.
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Autores como Ginos et al.,”> en un estudio con 80 adultos sanos, (50% obesos y 50%
delgados) vio una asociacién positiva entre GCA, UDCA y GDCA con Indice HOMA.
Straneiro et al.,’® en un estudio de 64 participantes (todas mujeres) donde 10 de ellas
presentaban obesidad morbida observd que las pacientes obesas tenia una mayor
concentracion de AB totales, similar a Haeusler et al.,”® donde en un estudio transversal
con 32 obesos y 11 delgados, vio también que la concentracion AB totales eran mas altos
en los obesos en comparacion con las personas delgadas. En cambio, hay otros autores

como Ahmad et al.,?

en un estudio con 5 pacientes obesos morbidos pendientes de cirugia
y 8 controles, Haluzikova et al.,*” en un estudio de 32 mujeres, 17 de ellas con obesidad
morbida y Steinert et al.,% con 14 obesos morbidos y 6 pacientes en el grupo control,
describen una menor concentracion AB totales en el grupo de obesos. Ginos et al.,”” y
Xie et al.,” en una poblacion de 502 participantes sanos, han estudiado mas a fondo la
relacion entre la obesidad y las diferentes sub especies de AB encontrado una relacion
positiva entre la concentracion AB conjugados con glicina y la obesidad. En
contraposicion, Ahmad et al.,*® encuentra una relacion negativa entre los AB con glicina
y la obesidad. El creciente interés en los AB ha ido mas alla, relacionando la obesidad

con diferentes subtipos de AB, tanto primarios como secundarios. Cariou et al.,*

en una
poblacion de 14 voluntarios sanos, 20 pacientes con DMT2 y 22 participantes no
diabéticos obesos, describe una relacion positiva entre la concentraciéon de varios AB
(CA, DCA y CDCA) y la obesidad. Xie et al.,”” encuentra estos mismos resultados con la
excepcion de que en el grupo de las mujeres, no haya diferencias en la concentracion de
DCA. Lei et al.,”” en un estudio con dos cohortes, (una cohorte con 199 voluntarios sanos,
78 con sobrepeso y 66 con sobrepeso y DMT2; y otra cohorte con 38 participantes obesos

pendientes de cirugia metabolica) relacionan la obesidad con una mayor concentracion

de CA y CDCA pero en cambio una menor concentraciéon de DCA.
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(Puede el tratamiento de la obesidad modular el metabolismo de los acidos biliares?

El tratamiento mas comtn de la obesidad es la cirugia metabdlica, y entre ellas cabe
destacar el bypass géstrico en Y de Roux y la gastrectomia vertical. Existen otras técnicas
menos invasivas como la banda géstrica pero su uso es cada vez menor. Entre los
tratamientos menos invasivos estarian, la dieta baja en calorias, cambios de estilo de vida
y la farmacoterapia. Los procedimientos quirtrgicos logran una reduccion de peso
sostenida de hasta el 50% del exceso de peso corporal en la mayoria de los pacientes y
son mas efectivos que los procedimientos no quirtirgicos’!. Tanto la restriccion gastrica,
como una leve malabsorcion, alteraciones de seflales neurales, exclusion duodenal como
expulsion temprana de nutrientes al intestino delgado son algunos de los posibles
mecanismos que influyen en la pérdida de peso®’. Curiosamente los mecanismos
especificos que median la pérdida de peso y un mejor control de la diabetes siguen sin
comprenderse completamente, achacando un posible rol de los AB. Un reciente
metanalisis concluye en que la cirugia bariatrica tiene un efecto a largo plazo sobre los
AB, aumentando su concentracion significativamente en ayunas (concentracion total en

AB) y que podrian ser estos la base de los efectos beneficiosos del tratamiento®.

Relacion de los acidos biliares con la salud cardiometabolica

Los datos mas recientes, impulsan cada vez mas el papel de los AB en la homeostasis de
la glucosa y los lipidos al activar tanto FXR, como TGR5%74¢ Los AB son ligando para
FXR, un receptor nuclear altamente expresado en higado, intestino, rifion y glandulas
suprarrenales®”?8, FXR se activa de manera diferente por cada AB (CDCA >DCA> LCA
>CA), por lo que las alteraciones en la composicion de la reserva de AB podrian conducir

a diferentes tasas de produccion y secrecion de AB%*!%, Un adecuado mantenimiento del
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“pool” de AB en el cuerpo estd determinada por su sintesis a nivel hepatico, la
concentracion y contraccion de la vesicula biliar, la secrecion biliar, transito intestinal,
biotransformacion microbiana, reabsorcion intestinal y excrecion fecal'®!. Las bacterias,
juegan un papel principal en el metabolismo de los AB, porque son responsables de la
transformacion de los AB primarios a secundarios'®!. Por tanto, es 16gico pensar que
diferente composicion de la microbiota intestinal, también seria responsable de los
diferentes perfiles de AB, ya que estos mismos son metabolizados por la microbiota!'®? .
Con respecto a la activacion de TGRS por parte de los AB, se trata de un receptor de
membrana acoplado a la proteina G y que a su vez también se expresan en muchos
organos y tejidos con alta expresion en macrofagos, monocitos, placenta, vesicula biliar,
higado e intestino!%1%4, A través de TGRS, se le atribuye a los AB el papel de activar el
gasto energético en el tejido adiposo marrdn, y del musculo esquelético®. Cariou et al.,*
en una poblaciéon de 14 voluntarios sanos, 20 con DMT2 y 22 obesos no diabéticos,
encuentra una relacion positiva entre algunos AB (DCA, CDCA y CA) y varios factores
de riesgo cardiovascular como el indice HOMA, la glucosa o la insulina (Tabla 2).
Resultados similares encuentra Ginos et al.,”> en un estudio con 80 adultos sanos, 50%
obesos y 50% delgados encontrando una asociacidon positiva entre la concentracion
plasmatica de 4cidos biliares (GCA, UDCA, GDCA) e Indice HOMA; Ginos et al.,”®

realiza una estratificacion por IMC y sexo observando varias relaciones entre

obesos/sobrepeso y mujeres/hombres con diferentes AB (Tabla 2).
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Tabla 2. Datos descriptivos sobre la relacion de los &cidos biliares con el perfil cardiometabdlico en humanos.

Referencias Estudio poblacional (Estudiaron la (Estudiaron la (Estudiaron la relacion entre los AB y el perfil cardiometabélico?
(n=cantidad) interaccion de sexo? relacion entre los
Rango de composicién ABy TAP?
corporal.
Sexo
Ginos el al. 20187 (n=80) No. No Si
40 mujeres, 40 hombres Estratifican. Asociacion positiva entre la concentracién de AB plasmaticos y Indice
(IMC y Género) HOMA: GCA, UDCA, GDCA
Estratificado por IMC: CDCA, CA, UDCA; asociacion positiva entre
Indice HOMA y sobrepeso respecto grupo obesos.
Estratificado por Género:
indice HOMA y mujeres; GCA, CDCA, CA, UDCA, GDCA, GLCA
(positiva)
Indice HOMA y hombres: CDCA, GDCA, GLCA (positiva).
Cariou et al. 2017% (n=56) Si. No Si.
Controles, Obesos y DMT?2 CDCA y CA mayor en DCA positivamente relacionado con Indice HOMA, glucosa e
hombres=37; mujeres= 19 hombres. Sin diferencias msulina.
en DCA. CDCA positivamente relacionado con indice HOMA e insulina.
CA positivamente relacionado con insulina.
DCA, CDCA y CA no relacionado con TG, LDL-C y HaBA1C.
Straneiro et al. 2017  (n=64) Solo mujeres No No No
76 10 obesas
54 control
Leiel al. 2017 (n=381) No No Ratio

2 estudios independientes
199 sujetos sanos

78 sobrepeso/obesos

66 SP/OB con DMT?2

Segundo estudio: 38 pacientes

obesos tras BPGYR

DCA, disminuye DMT2.
Correlacion negativa entre IMC, CT, TG.
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Haeusler el al. 20167 (n=43). No. No. No.
4 hombres
32 mujeres
Broeders et al. 2016 (n=12) No Si. No.
105 Mujeres
Xie et al. 2015 (n=502) Si. No.
138 mujeres CA,CDCA,UDCA,
364 hombres GLCA,GUDCA:
asociado con género.
GCDCA,GUDCA,
CDCA, CA: menor en
mujeres vs hombres.
GDCA, DCA, GCA:
aumento en mujeres Vs
hombres.
Prinz et al.2015% (n=203) No. No. No.

Sélo mujeres.

(AB plasmaticos & composicion corporal)

3 Cohortes. Los AB plasmaticos muestras una correlacion positiva con IMC.
Renner et al. 2014* (n=168) No No No.

(no descrito)
Ahmad et al. 2013'°  (n=13) No No No.

8 hombres

5 mujeres

AB: acidos biliares; BPGYR: bypass gastrico en Y de Roux; CA: acido célico; CDCA: acido quenodesoxicolico; CT: colesterol total; DCA: acido desoxicolico; DMT?2: Diabetes
Mellitus tipo 2; GCA: acido glicocolico; GCDCA: acido glicoquenodesoxicolico GDCA: acido glicodesoxicolico; GLCA: acido glicolitocolico; GUDCA: glicoursodesoxicolico;
HaBA1C: hemoglobina glicosilada; IMC: indice de masa corporal, LDL-C: lipoproteina de baja densidad; OB: obesos; SP: sobrepeso; TAP: tejido adiposo pardo; TG:

triglicéridos; UDCA: 4cido ursodesoxicolico.
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Hipotesis:

La principal hipdtesis de la presente Tesis doctoral fue: 1) existen diferencias por sexo en
cuanto a los niveles circulantes de acidos biliares, y ii) los niveles circulantes de acidos
biliares se relacionan de forma positiva con marcadores de obesidad y salud

cardiometabdlica en adultos jovenes.

Objetivo general:

Estudiar la asociacion de los niveles circulantes de acidos biliares con marcadores de

obesidad y salud cardiometabdlica en adultos jovenes.

Objetivos especificos:

» Estudiar si existen diferencias en los niveles circulantes de acidos biliares en hombres
y mujeres.

 Estudiar si los niveles circulantes de acidos biliares se relacionan con marcadores de
obesidad en adultos jovenes.

» Estudiar si los niveles circulantes de acidos biliares se relacionan con marcadores del

perfil cardiometabdlico e inflamatorio en adultos jovenes.
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MATERIAL Y METODOS

Participantes

Se incluyeron un total de 136 adultos jovenes (45 hombres y 91 mujeres) como se indica
en la Tabla 4 encuadrado dentro del proyecto ACTIBATE (ClinicalTrials.gov, ID:
NCT02365129)!%7, Todos los participantes fueron reclutados a través de anuncios en
medios electronicos y folletos informativos. Los criterios de inclusion fueron: edad de 18
a 25 anos; ser sedentario (realizar menos de 20 min de actividad fisica moderada o

vigorosa en <3 dias a la semana); no fumar; peso corporal estable durante los ultimos tres
meses (cambios <3 Kg); no padecer ninguna enfermedad cardiometabdlica (por ejemplo;

hipertension o DMT2); no tomar ningun medicamento que pueda afectar a su salud

cardiovascular; ausencia de antecedentes de cancer entre familiares de primer grado.

Antropometria y composicion corporal

El peso corporal y la estatura se midieron utilizando una bascula electronica de columna
modelo 799 de SECA y un estadiometro (SECA, Hamburgo, Alemania). La masa
corporal magra (MCM) vy el tejido adiposo visceral (TAV) se determinaron con un
absorciometro de rayos X de energia dual (DEXA) Halogic Discovery Wi (Halogic,
Marlborough, MA, EEUU). EI IMC, el indice de masa corporal magra (IMCQ) y el indice
de masa grasa (IMQG) se calcularon dividiendo el peso corporal, la MCM vy la masa
corporal grasa (MCG) (en kg) por el cuadrado de la altura respectivamente. El porcentaje
de masa grasa (%MGQG) se calculé como la masa corporal grasa dividida por la masa

corporal total y multiplicada por 100. La circunferencia de la cintura se midio en el
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perimetro minimo de la cintura, al final de una espiracion normal de la respiracion, con
los brazos relajados a ambos lados del cuerpo. Cuando no se pudo tomar el perimetro
minimo, como en personas con sobrepeso u obesidad, las medidas se tomaron por encima

del ombligo, siguiendo un plano horizontal.

Activacion y determinacion del Tejido Adiposo Pardo

La activacion del tejido adiposo pardo (TAP) se llevd a cabo mediante un protocolo de
enfriamiento personalizado para cada participante, dividido en dos dias independientes,

siguiendo un protocolo de enfriamiento descrito en otro lugar!®®

. Los participantes fueron
expuestos al principio durante un breve periodo de 30 minutos en una habitacion calida
para permitir la aclimatacion antes del traslado a una habitacion con un frio suave.
Posteriormente, los participantes usaron un chaleco refrigerante (Polar Products Inc.,
Stow, OH, EEUU) realizando una bajada de la temperatura paulatina hasta alcanzar el

estado de escalofrios. Entre 48-72h después, los participantes fueron al hospital donde
fueron expuestos al mismo protocolo de enfriamiento durante 2h a ~4°C por encima de
su umbral de escalofrios. Tras 1h de exposicion al frio, se inyecté un bolo de ~185Mbq
de 18F-fluorodesoxiglucosa (1*F-FDG) antes de la tomografia por emision de positrones
/ tomografia computarizada (PET/TAC) (Siemens Biograph 16 PET/TAC, Siemens
Healthcare, Erlangen, Alemania), realizada 2h después. Las exploraciones de '*F-FDG-
PET / TAC se analizaron utilizando el complemento de codigo abierto Beth Israel para el
programa FIJI'?. La determinacion del volumen de TAP se basé en criterios de umbral
individuales para volumen de TAP y cuantificacion de actividad metabolica, cuyo efecto

110,111

ha sido ampliamente estudiado . Se aplico brevemente un valor de absorcion

estandarizado individualizado (SUV) de [1.2 / (masa corporal magra / masa corporal)] 18
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"2¢on un rango de unidades Hounsfield de -190 a -10. El volumen de TAP se determin6
como el numero de pixeles en el rango anterior con un valor SUV por encima del umbral
de SUV. La actividad del TAP se determiné usando el SUV medio, es decir, la media de

los tres contenidos mas altos de '8F-FDG en tres pixeles dentro de un volumen de <1cm?.

Factores de riesgo cardiometabolico

Se tomaron muestras de sangre por la mafiana tras 10h de ayuno'?’. Se midieron los
niveles de glucosa sérica, colesterol total (CT), lipoproteina colesterol de alta densidad
(HDL-C), apolipoproteina A y B, enzimas hepdticas [glutdmico pirlivico transaminasa
(GTP), gamma-glutamiltransferasa (GTT) y fosfatasa alcalina (FA)] y triglicéridos (TG)
siguiendo métodos estdndar utilizando un analizador automatico AU5832 (Beckman
Coulter Inc., Brea CA, EEUU. La evaluacioén del modelo homeostatico para el indice de
resistencia a la insulina (HOMA) se calcul6 como (insulina (WU/mL) x glucosa (mmol/L)
/22.5'"3 mientras que el indice de higado graso se calculd como se describe
comunmente!'!'*, TLa proteina C reactiva se midi6 mediante un ensayo
inmunoturbidimétrico utilizando el analizador automatico AU5832. Las concentraciones
de Leptina y adiponectina se midieron utilizando el MILLIPLEX MAG Human
Adipokine Magnetic Bead Panel 2 (Catalogo # HADK2MAG-61K) y el MILLIPLEX
MAP Human Adipokine Magnetic Bead Panel 1 (Catalogue # HADKIMAG-61K)
respectivamente (Luminex Corporation, Autin, TX, EEUU). La prevalencia de sindrome
metabodlico se calculd siguiendo las clasificaciones del Programa Nacional para la
educacion sobre el tratamiento del colesterol para adultos panel III (ATP II)!!° y de la
Federacion Internacional de la Diabetes (FID)!''®. Se utiliz6 un tensiometro de brazo

Omron M6 (Omron Healthcare Europe BV, Hoofddorp, Paises Bajos) para determinar la
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presion arterial sistdlica (PAS) y presion arterial diastolica (PAD), con los sujetos
sentados y relajados. Las mediciones se tomaron en tres puntos de tiempo utilizando la
media en los andlisis posteriores. Las interleucinas (IL), Interleucina 2 (IL-2),
Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 7 (IL-7), Interleucina 8 (IL-8),
Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 17a (IL-17a), interferon gamma (IFN- v) y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF- a) se determinaron utilizando un panel de citocinas de alta

sensibilidad humana, MILLIPLEX MAP de Luminex (Catalogo # HSCY TMAG-28SK).

Determinacion de acidos biliares

Los AB primarios, [4cido colico (CA), acido quenodesoxicolico (CDCA), acido
glicocolico (GCA), éacido glicoquenodesoxicélico (GCDCA)] y AB secundarios
[(glicodesoxicolico (GDCA), acido desoxicolico (DCA), acido glicolitocdlico (GLCA),
glicoursodesoxicolico (GUDCA)] se midieron en plasma utilizando un método de
extraccion liquido-liquido y cromatografia liquida-espectrometria de masas en tdndem
(LC-MS / MS). El método fue validado con base en las pautas de validacion de métodos

bioanaliticos de FDA'!7,

Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra se realizé como se describi6 anteriormente. En resumen, se
transfirieron muestras de plasma de 150 ul a tubos Eppendorf de 1,5 ml, se les afadid 5
ul de hidroxitolueno butilado (0,4 mg/ ml) y 10 pl de mezcla de patrén interno deuterado,
seguido de la adicion de 150 pl de solucion tampdn compuesta de acido citrico 0,2 M y

Fosfato de hidrégeno disédico 0,1 M. Luego, se anadieron 1000 pl de extractante

53



Tesis Doctoral José Rubio Lopez

compuesto de metil terc-butil éter y butanol (50:50, v/ v). Los tubos se mezclaron durante
5 min usando un mezclador de bala (Next Advance), seguido de una etapa de
centrifugacion (16.000 g, 10 min, 4 ° C). A continuacioén, se transfirieron 900 ul de la
capa superior a tubos Eppendorf limpios de 1,5 ml. Las muestras se secaron en un
SpeedVac seguido de reconstitucion en 50 pL de metanol: acetonitrilo (70:30, v/ v). Las
muestras reconstituidas se centrifugaron (16.000 g, 10 min, 4 C), luego se transfirieron

40 uL a viales de vidrio.

Andlisis de acidos biliares con cromatografia liquida-espectrometria de masa

El andlisis de cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS / MS) se realiz6

como se describid anteriormente!!®

. Brevemente, la separacién se realizd con una
columna BEH C18 (50 mm x 2,1 mm, 1,7 um) mantenida a 40 ° C. La fase modvil estaba
compuesta por acido acético al 0,1% en agua (A), MeCN / acido acético al 0,1% en MeOH
(90:10, v / v, B) y acido acético al 0,1% en isopropanol (C). Se utilizé ionizacién por
electropulverizacion y un modo de reaccion multiple selectivo (SMRM). Las transiciones

de MRM optimizadas individualmente utilizando sus estdndares sintéticos para

compuestos objetivo y estdndares internos se describen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Listado de acidos biliares analizados con LC-MS/MS.

Abreviatura Nombre IUPAC ChEBIID RSD CCs
CA 30,70,120-trihydroxy-5p-cholan-24-oic acid 16359 7.1%
GCA N-(3a,7a,12a-trihydroxy-5B-cholan-24-oyl)-glicina 17687 6.6%
DCA 30,120-Dihydroxy-5p-cholan-24-oic acid 28834 8.3%
GDCA N-(3a,12a-dihydroxy-5p-cholan-24-oyl)-glycine 27471 6.0%
CDCA 30,70-Dihydroxy-5p-cholan-24-oic acid 16755 7.0%
GCDCA N-(3a,7a-dihydroxy-5p-cholan-24-oyl)-glycine 3593 5.8%
GLCA N-[(30,5B)-3-hydroxy-24-oxocholan-24-yl]-glicina 37998 7.4%
GUDCA N-(3a,7B-dihydroxy-5B-cholan-24-oyl)-glycine 89929 7.0%

ChEBI: Entidades quimicas de interés bioldgico. [UPAC: Uniodn internacional de quimica
pura y aplicada. RSD: desviaciones estandar relativas CC: control de calidad.

Procesamiento de datos

La relacion de area de pico se obtuvo con el software SCIEX OS-MQ y se preproceso
como se describié anteriormente!'®. En resumen, se utilizaron muestras de control de
calidad (CC) para evaluar la calidad de los datos y para corregir variaciones entre lotes,
utilizando el flujo de trabajo mzQuality desarrollado internamente (disponible en
http://www.mzQuality.nl)!!"®. Se calcularon las desviaciones estandar relativas (RSD)
para el analito presente en las muestras de CC. Se excluyeron los metabolitos que
mostraban RSD superiores al 30% en las relaciones de area de pico en muestras de CC.

Los metabolitos con 15% < RSD <30% se trataron con precaucion (Tabla 3).

Analisis estadistico

Se utilizaron variables categéricas y continuas para describir las caracteristicas clinicas
de los participantes del estudio. Dado que las proporciones de las areas de los picos de
los AB circulantes, asi como los pardmetros inflamatorios y cardiometabolicos

sanguineos no siguieron una distribucion normal, se transformaron en logl0 para lograr
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una distribuciéon normal. Estudiamos si habia diferencias de género entre las
concentraciones de AB circulante primarias y secundarias mediante Analisis de varianza
(ANOVA). Sin embargo, dado que los parametros de composicion corporal no fueron
similares entre sexos, realizamos ANOVA, ajustados por varias covariables. Los datos se
presentaron como media + desviacion estandar a menos que se indique lo contrario. Dado
que no se observo interaccion de género (todos P> 0.05), ambos géneros se combinaron
para todos los analisis estadisticos. Las correlaciones de Pearson de las concentraciones
de AB circulantes con la composiciéon corporal, TAP y factores de riesgo
cardiometabdlico e inflamatorio se realizaron utilizando el software R. Se utilizd
regresion lineal multiple para probar estas asociaciones entre las concentraciones de AB
circulantes y los factores de riesgo cardiometabolicos ajustados por el indice de masa
corporal magra (IMCM) y el porcentaje de masa grasa (% MG). Los gréficos de
correlaciéon de AB se crearon utilizando el paquete R "corrplot". Se realizaron pruebas
estadisticas adicionales con SPSS (v. 22.0, IBM SPSS Statistics, IBM), con un nivel de

significancia establecido en P <0.05.
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RESULTADOS

Caracteristicas de los participantes

La Tabla 4 muestra las caracteristicas de los participantes. Observamos que las mujeres
tenian una mayor acumulacion de grasa (MG%,; 38,3 + 5,9 vs. 29,7 £ 7,6; P <0,001)
niveles mas bajos de HDL-C y PAS en comparacion con los hombres (HDL-C:
56x11mg/dL  vs. 52.8tlmg/dL; P<0.001; y PAS: 112.549.5mmHg vs.
116.7£11.6mmHg; P<0.001). No encontramos diferencias significativas en otros

parametros cardiometabolicos (todas las P > 0,05, Tabla 4).
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Tabla 4. Edad, antropometria, composicion corporal y perfil cardiometabolico de los
sujetos incluidos en el estudio (n=133).

Todos  \yedia  DE Hombres (n) Media DE Mujeres (n) Media pg [ valor
(n) (sexo)
Edad (afios) 136 21 o+ 22 45 23 =+ 2.3 91 219 = 22 0319
ANTROPOMETRIA
Y COMPOSICION
CORPORAL
Perimetro de cintura (cm) 130 81,0 + 13,8 43 89,9 + 15,2 87 76,5 + 10,5 <0,001
IMC (kg/m?) 136 249 + 46 45 268 =+ 55 91 239 = 37 0,002
IMCM (kg/m?) 136 147 + 24 45 172 =+ 2,1 91 135 + 14  <0,001
IMG (kg/m?) 136 88 £ 30 45 81 =+ 3.6 91 91 + 27 0,063
MG (%) 136 355 £ 76 45 297 & 7,6 91 383 + 59  <0,001
TAV masa (g) 136 3364 =+ 174, 45 4179 = 1759 91 296,1 + 1592 <0,001
PERFIL
CARDIOMETABOLICO
Glucosa (mg/dL) 132 876 + 66 43 889 =+ 74 89 870 £ 61 0,134
Insulina (uIU/MI) 132 83 + 49 43 91 « 6,4 89 80 + 40 0638
Colesterol Total (mg/dL) 132 1651 + 322 43 160,1 + 309 89 167,6 + 32,7 0,183
Lipoproteina de alta 132 528 + 11,0 43 46,0 + 74 89 56,0 £ 11,0 <0,001
densidad de colesterol
Lipoproteina de baja 132 96,0 + 253 43 96,5 + 262 89 958 + 250 0,990
densidad de colesterol
Triglicéridos (mg/dL) 132 82,5 + 446 43 882 + 472 89 79,7 + 432 0313
indice HOMA 132 18 £ 12 43 2,1« 1,6 89 1,7 + 10 0523
Proteina C reactiva (mg/L) 132 2,4 + 34 43 2,1 + 2,3 89 2,5 + 3.8 0,937
Presion sistolica(mm Hg) 134 116,7 + 116 44 1253 = 109 90 1125 + 95  <0,001
Presion diastolica (mm Hg) 134 709 = 76 44 722 o+ 92 90 703 = 6,7 0,185
Fuerza Muscular (kg) 117 62,2 + 155 37 79,8 + 13,5 80 541 = 7,7 <0,001
Fitess cardiorespiratorio 4,y 4, g 4 455 + 92 90 396 + 68  <0,001
(mL/kg/min)
Prevalencia de Sindrome )¢ 05 £ 09 ) Lo =+ 1,3 86 02 + 05 0,001

Metabolico (%. ATP III)

Los datos se presentan como media y desviacion estandar (DE). Los valores P son
obtenidos por un ANOVA de un solo factor. ATP IIl: Programa Nacional para la
educacion sobre el tratamiento del colesterol para adultos panel III. IMCM: indice masa
corporal magra; IMG: indice de masa grasa; MG%: porcentaje de masa grasa. HOMA:
homeostatic model assessment; IMM: indice de masa muscular; TAV: tejido adiposo
visceral. Todos los pardmetros sanguineos introducidos en esta tabla fueron
transformados por log10.
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Los niveles plasmaticos de dacido quenodesoxicolico y de acido glicoursodesoxicolico

fueron mayores en hombres que en mujeres

La Tabla 5 muestra la comparacion entre hombres y mujeres en las concentraciones de
AB circulantes primarios y secundarios. Tan solo observamos que los niveles de CDCA
y GUDCA fueron significativamente mas altos en hombres que en mujeres (0,726+0,9
frente a 0,507+0,7; P = 0,039 y 1,351£7,1 frente a 16,2442+0,3; P = 0,01,
respectivamente). A partir de las diferencias que encontramos entre género en los
parametros de composicion corporal (Tabla 5), repetimos el andlisis ajustando por
diferentes covariables (IMC, IMCM y MG total) en modelos separados y las principales
diferencias se mantuvieron. Sin embargo, cuando los andlisis se ajustaron por MG%, las

diferencias en las concentraciones de acidos biliares entre sexos desaparecieron (P =

0,119y P=0,141).
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Tabla 5. Concentracion de acidos biliares circulantes primarios y secundarios divididos
en hombres y mujeres (n=133).

Modelo

Hombres (n=43) Mujeres (n=90) M:j(:;l&;o()n 0 ZN?I);%O) (IM:ZI ) 12/[1\2?;12;‘ ng(l,(t’asl
éi?ii;iro Media DE Media DE Valor P Valor P Valor P Valor P Valor P

PRH(VIC’Z%IOS CA 36,503 £ 61,7 23461 = 408 0,131 0,207 0,846 0,255 0,134
GCA 2803 + 33 1,944 = 19 0,136 0,232 0,960 0,.230 0140
SECUg\éDA‘?RIOS DCA 21,678 + 182 16,892 = 192 0,075 0,105 0,576 0,221 0,076
GDCA 2,594 + 24 1,959 = 21 0,067 0,094 0,755 0,288 0,068
PR(Ié‘;I)ACRAI;) S CDCA 0726 + 09 0,507 £ 07 0,039 0,060 0,339 0,119 0,040
GCDCA 7257 = 54 5412+ 38 0,072 0,092 0,660 0,303 0,072
SECUNDARIOS  GLCA 5081 = 46 4563  + 43 0,374 0,334 0,840 0,976 0,363
(CDCA) GUDCA 21315 =+ 171 16244 £ 203 0,010 0,005 0.024 0,141 0,009

Los datos se presentan como media y desviacion estandar. Los valores P se obtienen del
andlisis de la varianza (sin variables de ajuste, Modelo 1) y del anélisis de la covarianza
ajustado por diferentes covariables. Modelo 2: ajustando por indice masa corporal (IMC).
Modelo 3: ajustado por indice de masa corporal magra (IMCM). Modelo 4: ajustado por
porcentaje de masa grasa (MG %). Modelo 5: ajustado por masa grasa total (MG total).
CA: 4cido colico; CDCA: 4cido quenodesoxicolico. DCA: acidos desoxicolico; GCA:
acido  glicolico, GCDCA: 4cido glicoquenodesoxicolico, GDCA:  4cido
glicodesoxicolico; GLCA: écido glicolitocdlico; GUDCA: acido glicoursodesoxicoélico.
Para el analisis de ANOVA, los valores de las concentraciones de acidos biliares se
transformaron en log10.

Correlacion entre los niveles de acidos biliares circulantes con composicion corporal y

parametros de tejido adiposo pardo

Dado que no encontramos una interaccion de género en los siguientes andlisis (Figura
1), realizamos los andlisis principales, incluyendo hombres y mujeres. Encontramos que
CA, GCA, CDCA, GCDCA, DCA y GDCA se correlacionaron positiva y
significativamente al menos con masa corporal magra (MCM) o IMCM (todos r>0,17;
p<0,049, Figura 2), mientras que observamos que los niveles de GUDCA eran negativa
y significativa correlacionado con FM% (r = -0,22; P = 0,01). Curiosamente, observamos
que GDCA y GLCA se correlacionaron negativamente con el volumen de TAP de
captacion de "®F-FDG (r = -0,23; P = 0,009 y r = -0,25; P = 0,0035), TAP SUV medio (r
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=-0,22; P=0,012 y r=-0,26; P =0,0029) y TAP SUV Pico (r=-0,17; P=0,048 y r = -
0,21; P = 0,016) (Figura 2). Para comprender mejor el significado bioldgico de estas
correlaciones, estudiamos la correlacion entre los AB circulantes con la captacion de '8F-
FDG por otros tejidos (Figuras 3 y 4). No se encontraron asociaciones entre los niveles
circulantes de AB y la captacion de '8F-FDG por el musculo esquelético, la aorta
descendente (tejido de referencia) o el tejido adiposo subcutdneo en las areas

dorsocervical y tricipital (Figuras 3y 4).
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Figura 1. Regresiones lineales divididas por sexo entre las concentraciones de acidos
biliares circulantes y la masa magra corporal. Los paneles A-H, muestra valores de 3, R?,
y P no estandarizados del analisis de regresion lineal simple (n=133). CA: 4&cido cdlico;
CDCA: 4cido quenodesoxicolico. DCA: acidos desoxicolico; GCA: acido glicolico;
GCDCA: acido glicoquenodesoxicdlico; GDCA: 4cido glicodesoxicolico; GLCA: 4cido
glicolitocolico; GUDCA: glicoursodesoxicolico. Para el andlisis de regresion simple, los
valores de las concentraciones de acidos biliares circulantes se transformaron en log10.
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Figura 2. Correlaciones entre las concentraciones de acidos biliares circulantes con la
composicion corporal y los parametros de tejido adiposo pardo en adultos jovenes sanos
(n=133). Cada cuadro representa el coeficiente de correlacion significativo (P<0,05). Los
cuadros blancos representan correlaciones no significativas. Los valores dentro de los
cuadros representan la r del coeficiente de Pearson. %MG: % masa grasa; CA: 4cido
colico; CDCA: 4acido quenodesoxicolico; DCA: acidos desoxicolico; GCA: acido
glicolico; GCDCA: é4cido glicoquenodesoxicolico, GDCA: 4acido glicodesoxicdlico;
GLCA: 4cido glicolitocdlico; GUDCA: glicoursodesoxicolico; IMC: indice de masa
corporal; IMCM: indice de masa corporal magra; MCG: masa corporal grasa; MCM:
masa corporal magra; SUV: valor de aceptacion estandarizado; TAP: tejido adiposo
pardo; TAV: tejido adiposo visceral. Los valores de las concentraciones de acidos biliares
fueron trasformados por log10.
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Figura 3. Correlaciones entre la concentracion de acidos glicodeoxicolico y los parametros de captacion de '8F-FDG en los diferentes tejidos. Los

coeficientes de Pearson y los valores de f, R ’y P no estandarizados, provienen del analisis de regresion lineal simple (n = 133). SUV: valor de

aceptacion estandarizado. Para el andlisis de regresion lineal multiple, los valores de concentracion de acidos glicodeoxicolico, se transformo en

log10.
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Figura 4. Correlaciones entre la concentracion de acidos glicolitocolico y los parametros de captacion de '8F-FDG en los diferentes tejidos. Los
coeficientes de Pearson y los valores de 8, R ’y P no estandarizados, provienen del analisis de regresion lineal simple (n = 133). SUV: valor de

aceptacion estandarizado. Para el andlisis de regresion lineal multiple, los valores de concentracion de acidos glicolitocdlico, se transformé en

log10.
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Correlacion entre los niveles de dcidos biliares circulantes y factores de riesgo

cardiometabdlico

Observamos que GCA y GCDCA se correlacionaron positiva y significativamente con
FA, glucosa, insulina e Indice HOMA (todos r>0,17), mientras que los niveles de
GUDCA se correlacionaron positiva y significativamente con glucosa (r = 0,10; P =
0,031) (Figura 5). Curiosamente, encontramos que GCA, GCDCA y GUDCA se
correlacionaron negativa y significativamente con HDL-C y APOAL1 (todos r<0.02).
También hemos visto que GCA y GCDCA se correlacionaron positiva y

significativamente con la adiponectina (r =-0,21; P= 0,018 y r = 0,18 P = 0,045).
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Figura 5. Correlaciones entre la concentracion de acidos biliares circulantes con factores
de riesgo cardiometabolico en adultos jovenes sanos (n=133). Cada cuadro representa el
coeficiente de correlacion significativo (P<0,05). Los cuadros blancos representan
correlaciones no significativas. Los valores dentro de los cuadros representan la r del
coeficiente de Pearson. APOAL: apolipoproteina Al; APOB: apolipoproteina B; CA:
acido colico; CDCA: acido quenodesoxicolico; DCA: acidos desoxicélico; GCA: acido
glicolico; GCDCA: é4cido glicoquenodesoxicolico, GDCA: 4cido glicodesoxicdlico;
GLCA: 4cido glicolitocolico; GUDCA: acido glicoursodesoxicolico; HDL-C: colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad; LDL-C: colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad. Todos los parametros sanguineos fueron transformados (incluidas las
concentraciones de acidos biliares) por log10.
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Asociacion entre los niveles de acidos biliares circulantes y factores de riesgo

inflamatorios y cardiometabolico ajustado por covariables

Encontramos que los niveles plasmaticos de GCA y GCDCA se correlacionaron
positivamente con la concentracion sérica de FA, glucosa e insulina, asi como del indice
HOMA (0.17<r<0.26; P<0.05, Figura 5). Por otro lado, los niveles plasmaticos de GCA,
GCDCA y GUDCA se correlacionaron de negativamente con los niveles séricos de HDL-
Cy ApoAl (-0.34<r<-0.20; P<0.05, Figura 5). Ademas, los niveles plasmaticos de GCA
y GCDCA se correlacionaron negativamente con los niveles plasmaticos de adiponectina
(r=-0.21; P=0.018 and r=-0.18; P=0.045, respectivamente Figura 5). Por otra parte,
también encontramos, que los niveles de GCA se correlacionaron positivamente con los
niveles plasmaticos de citoquinas proinflamatorias interleucina 8 (IL-8) y Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)(r=0.23;P=0.015 and r=0.21; P=0.027, Figura 6) mientras
que los niveles plasmaticos de GCDCA se relacionaron positivamente con IL-2 e IL-8
(r=0.22; P=0.025 and r=0.21; P=0.048, Figura 6). Dado que la concentracion de AB
circulantes se correlacionaron débilmente con la MCM en esta cohorte (Figura 2),
realizamos un analisis de sensibilidad mostrando que la mayoria de las correlaciones
significativas entre los niveles circulantes de AB y los factores de riesgo
cardiometabodlicos desaparecieron después de ajustar por MCM, mientras que dichas
correlaciones si se mantuvieron significativas cuando se incluy6 en el modelo la MG%
(Tabla 6). Las correlaciones entre la concentracion de AB circulantes y marcadores

inflamatorios, persistieron tras ajustar por MCM y MG% (datos no mostrados).
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Tabla 6. Asociacion entre concentracion de acidos biliares circulantes y factores de riesgo cardiometabolico ajustados por indice de masa magra
porcentaje de masa grasa.

FA indice HOMA Glucosa Insulina HDL-C ApoAl Adiponectina

B R? p B R? p B R? p B R? p B R? p B R? p B R? p

A 0,190 0,072 0,173 -0,003 0,052 0,932 -0,003 0,041 05502 0,000 0,031 0,996 -0,001 0,239 0,927 -0,004 0,203 0,694 0,016 0,189 0,629

GCA 0,034 0063 0,121 0,131 0,089 0,008 0,011 0,057 0,109 0,120 0,082 0,009 -0,027 0244 0,097 -0,025 0,220 0,112 -0,086 0,204 0,113

DCA 0,033 0,083 0064 0031 0056 0454 -0,001 0,038 0,895 0,031 0,036 0406 0,001 0,227 0912 0,006 0,203 0,634 -0,013 0,188 0,774

GDCA 0,002 0,058 0,900 0,050 0,051 0,177 0,003 0,042 0,496 0,047 0,045 0,174 -0,011 0,232 0,393 -0,009 0,209 0,425 -0,039 0,194 0,338

MODELO 1: MCM CDCA 0,002 0,058 0,917 0,057 0,065 0,182 0,006 0,047 0,277 0,051 0,043 0201 -0,009 0230 0,53 -0,010 0,206 0,465 -0,014 0,188 0,757
GCDCA 0,046 0,092 0,087 0,131 0,072 0,032 0,014 0057 0,09 0,117 0,078 0,038 -0,042 0,258 0,035 -0,055 0,267 0,004 -0,076 0,196 0,250

GLCA 0,009 0,060 0,644 -0,035 0,042 0415 -0,013 0,073 0,029 -0,023 0,048 0,572 -0,012 0,231 0,419 -0,008 0,204 0,550 0,023 0,189 0,621

GUDCA 0,029 0073 0,159 0,065 0,052 0,158 0,011 0,063 0,067 0,054 0,043 0207 -0,027 0,246 0,074 -0,027 0227 0,064 -0,027 0,189 0,588

CA 0,012  -0,005 0,394 0,240 0,140 0423 0,000 0011 096 0.024 0,148 0,380 -0,012 0,008 0314 -0,016 0,001 0,145 -0,018 -0,014 0,630

GCA 0,043 0,018 0,054 0,166 0,220 <0,001 0,014 0,046 0,033 0,152 0,226 <0,001 -0,043 0,027 0,019 -0,043 0,038 0,013 -0,141 0,029 0,012

DCA 0,024 0,003 0,190 0,076 0,162 0,047 0,003 0,014 0535 0072 07171 0,039 -0,014 -0,009 0,356 -0,008 -0,015 0,538 -0,061 -0,003 0,211

MODEL 2: MG% GDCA 0,010 -0,009 0,552 0,096 0,187 0,006 0,007 0,027 0,138 0,089 0,195 0,005 -0,025 0,011 0,069 -0,022 0,011 0,074 -0,088 0,015 0,049
CDCA 0,011 -0,008 0,566 0,104 0,180 0,009 0,011 0,037 0,068 0,093 0,185 0,011 -0,026 0,004 0,111 -0,029 0,014 0,063 -0,064 -0,003 0,206

GCDCA 0,057 0,021 0,039 0201 0220 <0,001 0,020 0,059 0,016 0,181 0,223 0,001 -0,064 0,045 0,005 -0,077 0,100 <0,001 -0,150 0,018 0,042

GLCA 0,005  -0,011 0,806 0,007 0,136 0,871 -0,009 0,030 0,113 0,016 0,144 0,670 -0,021 -0,002 0,196 -0,017 -0,006 0,255 -0,007 -0,016 0,892

GUDCA 0,035 0010 0,098 0,133 0,196 0,002 0,017 0,065 0,008 0,116 0,197 0,004 -0,042 0,029 0,016 -0,042 0,041 0,011 -0,075 -0,002 0,187

Valores de S, R?, y P no estandarizados de regresion lineal multiple entre concentraciones de acidos biliares circulantes y diferentes factores de
riesgo cardiometabodlico. Modelo 1: ajustado por indice de masa magra MCM; Modelo 2: ajustado por porcentaje de masa magra (MG %). FA:
fosfatasa alcalina. HDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad CA: acido colico; GCA: &cido glicolico, GCDCA: 4acido
glicoquenodesoxicolico, CDCA: acido quenodesoxicolico. DCA: 4cidos desoxicolico;, GDCA: 4acido glicodesoxicolico; GLCA: 4acido
glicolitocolico; GUDCA: glicoursodesoxicolico. Para el andlisis de la regresion lineal multiple, los valores de las concentraciones de &cidos biliares
se transformaron en log10.
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Figura 6. Correlaciones entre los niveles plasmaticos de acidos biliares circulantes y
niveles plasmaticos de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias de adultos jévenes
(n=133). Cada cuadro de color representa un coeficiente de correlacion significativo
(todos P<0.05), mientras que los cuadros invisibles (blancos) representan correlaciones
no significativas. Los valores dentro de las Casillas representan la r de coeficiente de
Pearson. IFN vy: interferon gamma; IL: interleucina; TNFa: factor de necrosis tumoral
alfa. Todos los parametros sanguineos se transformaron en logjo.
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DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio muestran que los niveles de CDCA y GUDCA fueron
mas altos en hombres que en mujeres, pero dichas diferencias desaparecieron cuando se
ajustd por MG%. Sorprendentemente, encontramos que los niveles circulantes de AB no
estaban relacionados con pardmetros de adiposidad, sin embargo, los niveles de CA,
CDCA, DCA y GDCA se relacionaron positivamente (aunque débilmente) con la
cantidad de masa magra. Curiosamente, observamos que los niveles de GDCA y GLCA
estaban relacionados negativamente con la captacion de '8F-FDG en el TAP. Por altimo,
detectamos que GCA, GCDCA y GUDCA se relacionaron con un peor perfil
cardiometabdlico e inflamatorio, aunque, la significancia de estas asociaciones

desapareci6 cuando se ajustd por MCM.

El porcentaje de masa grasa como posible responsable en las diferencias de género

en la composicion de acidos biliares circulantes

Los niveles plasmaticos de CDCA y GUDCA fueron mas altos en hombres que en
mujeres, coincidiendo con otros estudios’ 2. Cariou et al.,%* encontr6 en 56 varones de
mediana edad que tenian una mayor concentracion de CDCA y CA en comparacion con
mujeres, aunque los niveles de DCA fueron similares. Del mismo modo, Xie et al.,”
encontro en 502 individuos sanos entre 20 y 70 afios, que los niveles de CA, CDCA,
UDCA, y GUDCA también eran mds altos en hombres que en mujeres, al igual que
Trottier et al.,!?* en un estudio con adultos (53 + 15 afios) encontraron que los niveles de
CA y CDCA fueron mas altos en hombres que en mujeres. En la presente Tesis Doctoral,

las diferencias plasmaticas de CDCA y GUDCA entre hombres y mujeres desparecieron
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cuando ajustamos por MG%. Sin embargo, ninguno de los estudios citados previamente
consider6 las diferencias en la composicion de grasa corporal entre hombres y mujeres
en su andlisis. Por otro lado, existen otros estudios que no encontraron diferencias en
niveles circulantes de AB entre hombres y mujeres como Lei et al.,”” y Haeusler et al.,”®
en un estudio de 381 y 43 participantes de mediana edad, respectivamente. Aunque se
desconoce cual podria ser la explicacion fisiologica que pudiera causar estas diferencias
entre sexo, son varias la hipdtesis que pudieran explicar tales diferencies entre sexo, tal y
como: 1) existen grandes diferencias hormonales (ej. Estrégenos vs. Testosterona) , ii)
consumo de medicamentos (como las estatinas), iii) cantidad de colesterol total o iv) la
distribucion de la grasa corporal”. De especial interés, son las diferencias en los niveles
de estrogenos y progesterona en las mujeres, ya que sus niveles circulantes experimentan
variaciones significativas durante la etapa de premenopdusica, menopausia y

121 "El grupo de mujeres incluidos en los estudios de Xie et al.,”” y Trottier

posmenopausia
et al.,'?° difiri6 significativamente en las etapas de la menopausia, motivo por el cual
nuestros resultados, podrian no ser comparables a las cohortes con mujeres en diferentes
etapas de la menopausia. Estudios futuros deberian de incluir los estrogenos y la
progesterona como posibles factores de confusion en sus analisis, asi como otros factores
que puedan tener un impacto sobre estas hormonas (ej. pildoras anticonceptivas)!?.
Como mostramos en la presente Tesis Doctoral, observamos que existen diferencias en
la distribucion de la grasa corporal entre hombres y mujeres. Las mujeres generalmente
tienen un mayor porcentaje de grasa corporal ya que son mas propensas a acumular grasa
via subcutdnea y en las extremidades inferiores con respecto a los hombres!?. Estas
diferencias podrian estar explicando, parcialmente, las diferencias en la concentracion de

AB circulantes. Ademas, los hombres suelen ser mas grandes que las mujeres, con un

higado consecuentemente mayor, por lo que estos podrian secretar una mayor cantidad

77



Tesis Doctoral José Rubio Lopez

de AB; no obstante, estd hipotesis no puede confirmarse en el presente estudio. Los
estudios de Cariou et al.,** y Xie et al.,” no estudiaron si las diferencias en los niveles
circulantes de AB que observaron entre hombres y mujeres desparecian tras ajustar por
variables de composicion corporal, sin embargo cabe destacar que Xie et al.,” encontrd
que los niveles circulantes de algunos AB (concentracion total de AB, AB no conjugados,
AB conjugados con taurina y AB conjugados con glicina) fueron mayores en obesos que
en delgados. En la presente Tesis Doctoral, la cohorte de hombres y mujeres no son
similares en términos de composicidon corporal, lo que hace que la interpretacion de los
presentes resultados no sea muy precisa. Para estudios futuros, se necesitan cohortes de
hombres y mujeres igualadas en composicion corporal para poder determinar si realmente
existe una diferencia en los niveles circulantes de AB sanguineos entre hombres y
mujeres. Teniendo esto en mente, realizamos andlisis de sensibilidad, estudiando si las
diferencias entre los niveles circulantes de AB entre género desaparecian tras ajustar por
variables de composicion corporal (es decir IMC, MCM y MG%). Curiosamente
observamos que las diferencias observadas en los niveles plasmaticos de CDCA y
GUDCA entre hombres y mujeres desaparecieron parcialmente tras ajustar por el MG%,

sugiriendo que la grasa corporal podria estar jugando un papel crucial.

Los niveles circulantes de acidos biliares no se asocian con la obesidad

Nuestro estudio no encontr6 asociacion entre los niveles circulantes de AB y la
adiposidad (Figura 2). Sin embargo, Prinz et al.,*® mostr6 que los niveles circulantes de
AB eran mayores en obesos (mayor adiposidad) en comparacion con los de participantes
de peso normal, encontrando una correlacion positiva entre los niveles de AB circulantes

totales y el IMC. Sin embargo, un reciente metandlisis no encontr6 diferencias
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significativas en las concentracion AB circulantes de los individuos delgados y obesos,
aunque si hallaron una mayor excrecion de AB circulantes en las heces de participantes
obesos®?. Este hecho podria explicar la falta de asociacion entre la concentracion de AB
circulantes plasmaticos o séricos y la adiposidad observada en nuestro estudio, ya que
podria ser la concentracion de AB fecales (eliminacion de AB) la verdaderamente
relacionada con la adiposidad y no la concentracion plasmatica o sérica como nosotros

hipotetizamos previamente.

Los niveles de acidos biliares circulantes se asocian con un peor perfil inflamatorio

y cardiometabdlico

Nuestros resultados revelaron que los niveles circulantes de AB (GCA, GCDCA vy
GUDCA) se relacionaron con un peor perfil cardiometabdlico (un mayor LDL-C, indice
HOMA, glucosa e insulina y menor HDL-C, APOA1 y adiponectina) e inflamatorio
(mayor TNFa, IL-8 e IL-2). Sin embargo, cuando introducimos el MCM en el modelo,

algunas de estas asociaciones desaparecieron. Por el contrario, Cariou et al.,%

en un
estudio de casos y controles de 56 personas de mediana edad (grupo control “saludable”,
grupo de obesos y grupo de participantes con DMT2) observé que los niveles circulantes
de CDCA, DCA y CA fue mayor en las cohortes de obesos y participantes con DMT?2.
De manera similar Ginos et al.,”® en un ensayo controlado aleatorizado y cruzado de 80
adultos sanos, describié como los niveles circulantes de GCA, GUDCA y GDCA se
asociaron positivamente con el indice HOMA. En consonancia, se sabe que los AB
circulantes, pueden actuar como moléculas proinflamatorias cuando estan desreguladas'?*

y puede inducir la expresion de genes proinflamatorios en los hepatocitos'?®, hechos, que

deberia de estudiarse mas a fondo. Estos datos apoyan la hipotesis de un posible papel de
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los niveles circulantes de los AB en algunos de los trastornos cardiometabdlicos e
inflamatorios. Pocos estudios preclinicos han evaluado si estas asociaciones son causales
o no. Sin embargo, parece ser que la secrecion de la insulina, la homeostasis de la glucosa
y la respuesta inmune, podrian afectar los niveles circulantes de AB a través de la
activacion de los receptores TGRSy de FXR?%!1% o cual, respalda que la activacion de
estos receptores por AB circulantes, puede ser una posible terapia para combatir
enfermedades cardiometabolicas. Curiosamente, ninguno de los estudios previos
investigd si esas correlaciones significativas eran independientes de parametros de
composicion corporal. En la presente Tesis Doctoral realizamos unos andlisis de
sensibilidad donde observamos que la asociacion entre los niveles circulantes de AB y
parametros del perfil cardiometabdlico desaparecieron tras ajustar por masa corporal
magra sugiriendo que el musculo podria estar jugando un papel crucial en la relacion
entre los niveles de AB y el perfil cardiometabdlico e inflamatorio. El significado
bioldgico de este hallazgo, no estd muy claro, pero sugerimos que podria deberse a que
la mediciéon de la masa corporal magra la realizamos con el escaner DEXA. Esto
significaria qué a mayor masa magra, el DEXA también detectaria un mayor volumen
hepatico, y por lo tanto mayor secrecion de AB al torrente sanguineo. Nuestra cohorte
estd compuesta de voluntarios jévenes y sanos, por lo que no debemos esperar encontrar
trastornos cardiometabdlicos en la poblacion estudiada, sin embargo, detectamos que los
niveles circulantes de GCA y GCDCA podrian ser biomarcadores tempranos del inicio

de la enfermedad cardiometabolica.
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Posible relacion del tejido adiposo pardo por los acidos biliares circulantes

En la presente Tesis Doctoral encontramos que los niveles plasmaticos de CDCA y CA
no estaban relacionados con el TAP, mientras que los niveles plasmaticos de GDCA y
GLCA se relacionaron negativamente con el TAP. Cabe destacar que el TAP podria estar
jugando un papel importante en la salud cardiometabdlica del ser humano!2® a través de
los AB. Recientemente, varios estudios preclinicos han demostrado que existe un vinculo
entre los niveles circulantes de AB y la activacion del TAP pero sus hallazgos son
controvertidos?®10%127:128 "Watanabe et al.,”® mostro como en ratones la inyeccion de CA
aument6 el gasto energético a través de la activacion del receptor TGRS presente en el
TAP y musculo esquelético. No obstante, existe controversia, dado que un reciente
estudio en humanos no respalda el papel de los AB circulantes en el control del
metabolismo energético humano!? y otro estudid mostr6 que los beneficios
cardiometabolicos tras la inyeccion de CA eran independientes de la activacion del TAP
en ratones obesos inducidos por la dieta'?’. Alternativamente, Teodoro et al.,'?® hallaron
un aumento en los niveles de expresion del gen de la proteina desacoplante 1 (UCP1) en
TAP, un sello molecular de la actividad de TAP, en ratones alimentados con CDCA.

Broeders et al.,'%

observaron que una sola administracion de 15mg/kg de CDCA durante
dos dias aumento la captacion de '®F-FDG por TAP y el gasto de energia en mujeres. No
obstante, la mayoria de lo estudios que investigaron el efecto de los AB circulantes sobre
el TAP, utilizaron la administracion oral de AB, motivo por cual hace imposible la
comparacion de sus hallazgos con los de la presente Tesis Doctoral®®12"-128 Aunque los
resultados de la presente Tesis Doctoral no apoyan completamente los hallazgos

anteriores, el vinculo entre los niveles de CA, CDCA, GDCA y GLCA con la activacion

del TAP deberia de establecerse en condiciones basales, que probablemente difieran de
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la respuesta a una administraciéon aguda de AB. Queda por explorar mas a fondo la
relacion de los AB circulantes con el TAP en humanos ya que el TAP es un 6rgano

potencial para combatir la salud cardiometabolica.

La microbiota intestinal modula la cantidad de acidos biliares circulantes

La microbiota intestinal influye en el metabolismo de la glucosa, lipidos y homeostasis
energética, ademas de procesos de carcinogénesis, en parte, regulando el metabolismo de
los niveles circulantes de AB y afectando a multiples vias de sefalizacion de los
mismos'*°, En humanos, el tracto gastrointestinal esta colonizado por una amplia gama
de bacterias cohabitantes juntos con otros microorganismo conocidos colectivamente
como microbiota intestinal'3!:132, El genoma y el microbioma del huésped, producen una
gran variedad de metabolitos que sirven como importantes factores de sefializacion y
sustrato energético'®. Los AB primarios, producidos en el higado, una vez secretados,
van a ser metabolizados y transformados a AB secundarios, gracias a la microbiota
intestinal. Los AB secundarios, ademas de, algunos neurotransmisores y acidos grasos de
cadena corta entre otros, modulan la composiciéon de la microbiota e influyen en la
fisiologia colénica ademas de ser fuente de energia para las células del huésped y de la

microbiota intestinal'34-137

. La interaccion entre este metaboloma y el huésped, modula
el sistema inmunoldgico, regula los fenotipos metabdlicos e influye en los factores de
riesgo de enfermedades y respuesta a terapias'*®!13°, Aunque nuestra en Tesis Doctoral no
estudié la asociacion entre los niveles circulantes de AB y la composicion de la

microbiota intestinal, este tipo de estudio quizds pueda explicar algunas de las

asociaciones que estamos observando en la presente Tesis Doctoral.
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Implicacion clinica

En 1938, el premio Nobel Philip Hench observdé que los pacientes con sintomas
reumaticos mejoraban cuando estos presentaban ictericia (aumento de bilirrubina en
sangre), atribuyendo dicha responsabilidad, a un incremento de los niveles circulantes de
AB. Desde entonces, se iniciaron muchos estudios, que junto el descubrimiento de los
receptores con afinidad por los AB, han dado lugar al desarrollo de farmacos™. Los AB
requieren de proteinas de transporte para una permeabilidad celular eficiente que confinan
en gran medida la sefializacion intracelular en los 6rganos donde se expresan dichos
transportadores. No fue hasta la década de los 90 cuando se descubrieron varios factores
de transcripcion activados por ligandos de la familia de receptores de hormonas nucleares
(NHR), y el consiguiente reconocimiento de los AB como sus ligandos endogenos!40:141,
El descubrimiento de los receptores de AB junto a la investigacion consecuente, han
definido multiples vias de sefializacion de los AB que afectan tanto a la sintesis de los
mismos, sintesis de los lipidos, gluconeogénesis, inflamacion, fibrosis hepatica y
cancer’?.

Los NHR para los AB son ligandos relevantes, incluyen FXR!4, receptor X de pregnane
(PXR)'*2, receptor de vitamina D3 (VDR)!* y el receptor androstano constitutivo
(CAR)'*. Ademas de estos receptores intracelulares, estd el TGRS, un receptor de
superficie celular de la familia de los receptores acoplados a la proteina G que se une y
es activado por los AB!9!45, EIl CDCA y el LCA son los activadores endogenos mas
potentes de FXR y TGRS respectivamente, siendo CA el activador menos potente de
ambos'#®, Tanto las investigaciones como la farmacologia actual, van encaminadas a
modificar esos receptores para poder asi afectar de una manera indirecta a la produccion

de los AB. La mayoria de las investigaciones van encaminadas sobretodo a modificar
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tanto FXR como TGRS, puesto que son de estos de los que se conocen mejor su
fisiopatologia. Estos dos receptores (FXR y TGRS), tienen distribuciones celulares
superpuestas y a la vez diferentes. FXR se expresa principalmente en el higado (s6lo en

147

hepatocitos), intestino rifion y glandulas suprarrenales'*’ mientras que TGRS tiene un

patron de expresion mas amplio que incluye vesicula biliar, intestino delgado, TAP, bazo,

macrofagos y cerebro’#143

. TGRS a nivel hepdtico, s6lo se expresa en las células
endoteliales sinusoidales, células de Kupffer y los macrofagos residentes hepaticos, pero
no asi en los hepatocitos'.

La activacion de TGRS mejora tanto la homeostasis energética como la de glucosa e
inhibe la aterogénesis al inducir la secrecion de péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP1)

96,150 ademas de

en el intestino y genes termogénicos en el TAP y musculo esquelético
suprimir la accion de los macrofagos!>!.

Después de la cirugia del bypass géstrico en Y de Roux, los alimentos parcialmente
digeridos y los AB se mezclan en ileon distal. Tras una digestion incompleta, los AB
llegan al colon donde activan tanto TGRS como VDR y como resultado envian sefiales al
higado (factor de crecimiento de fibroblastos 19 (FGF19)) y al pancreas (GLP-1) para
reducir la lipogénesis hepatica y mejorar la sensibilidad a la insulina y secrecion de la
misma, aunque la reducciéon de peso se obtiene principalmente por la absorcion
incompleta de nutrientes por el intestino delgado. Este hecho, con el aumento de FGF19
y GLP-1 tras un bypass gastrico en Y de Roux, hace de este procedimiento un posible
tratamiento efectivo para la EHGNA en pacientes con obesidad importante!2!133,
Llegados a este punto podriamos decir que pacientes obesos (por ejemplo) a los que les
realizamos un analisis sanguineo y determinamos las concentraciones y perfil de AB,

podrian darnos informacion muy valiosa de como podria evolucionar su enfermedad y de

esta manera poder actuar en consecuencia. Sabiendo que CDCA y LCA son los AB que
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mas activan estos receptores, si en el perfil de AB del obeso, se presenta unos mayores
niveles circulantes de CA (que es el que menos activa los receptores) podriamos bloquear
los receptores de la sintesis de CA o administrar CDCA. Los AB actian como importantes
moléculas de sefializacion celular que puede activar varias vias de sefializacion de cara a
regular multitud de procesos biologicos. La EHGNA, es una de las enfermedades mas
favorecida de estos descubrimientos, sugiriéndose que tanto de FXR como de TGRS
parecen proteger contra la misma, aunque los mecanismos subyacentes de proteccion

contra la esteatosis hepatica por FXR o TGRS no terminan de estar totalmente claros.

Limitaciones de la presente tesis doctoral:

La presente Tesis Doctoral es pionera ya que estudia por primera vez, en una cohorte
bastante bien fenotipada, la relacion entre los niveles circulantes de AB y la composicion
corporal y perfil cardiometabdlico. Ademas, se estudia por primera vez la relacion que
existe entre los niveles circulantes de AB con la activacion del TAP medido con la técnica
de referencia.

Sin embargo, esta Tesis Doctoral, tiene de una limitacion inherente a todos los estudios
transversales la cual radica en no poder establecer causalidad. Nuestra poblacion de
estudio, solo incluye a adultos jovenes y sanos, motivo por el cual puede que no sea
extrapolable a personas mas mayores, mas jovenes o enfermas. En los seres humanos, el
90% del “pool” de AB esta formado por CA, CDCA y DCA con sus conjugados, siendo
el LCA y UDCA en menos del 5%!*, los cuales no fueron identificados por su
complejidad por ser medidos por el LC/MS-MS. En la conjugacion de los AB, en los
humanos, la mayoria son conjugados con glicina, quedando los conjugados con taurina

un porcentaje menor!>*, Al no medir el resto de AB, hace que la vision general del rol de
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los AB en el metabolismo no se termine de entender bien. Ademas, las mediciones de
PET/TAC con "®F-FDG fue estatica (una limitacion en la estimacion de la actividad
metabolica del TAP inducida por el frio'*®), y aunque la captacion de *F-FDG es el
método mas utilizado, también padece de las limitaciones en la evaluacion de la actividad

metabolica del TAP!S,
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6. CONCLUSIONES Y FUTURAS PERSPECTIVAS
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CONCLUSION

La conclusion general de la presente Tesis Doctoral es que los niveles circulantes de
algunos acidos biliares (GCA, GCDCA y GUDCA) podrian considerarse marcadores
tempranos de la salud cardiometabolica de personas jovenes y relativamente sanas. Sin
embargo, los niveles circulantes de estos AB no podrian considerarse marcadores de los

niveles de adiposidad.

Las conclusiones especificas de la presente Tesis doctoral son las siguientes:

1. Los niveles circulantes de acidos biliares entre hombres y mujeres son similares una
vez considerado el porcentaje de masa grasa.

ii. Los niveles circulantes de CA, CDCA, DCA y GDCA se relacionaron de forma
positiva, aunque débilmente, con la cantidad de masa magra, sin embargo, no se detecto
relacion entre los niveles de acidos biliares circulantes y la adiposidad.

iii. Los niveles circulantes de GCA, GCDCA y GUDCA se relacionaron con un peor
perfil inflamatorio y cardiometabdlico (mayor LDL-C, indice HOMA, glucosa, insulina
y menor HDL-C, APOA1l y adiponectina) aunque esta asociacion desparecio
parcialmente tras ajustar por masa corporal magra, insinuando que la asociacion entre los
niveles circulantes de &cidos biliares y el perfil cardiometabdlico podria depender de la

cantidad de masa muscular.
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Futuras lineas
La presente Tesis Doctoral responde a una serie de preguntas de investigacion, pero a la
misma vez, plantea otras preguntas las cuales deberian ser estudiadas en el futuro a corto

o medio plazo:

1. Es de clinica relevancia medir los niveles circulantes de acidos biliares
conjugados con taurina y ver asi sus valores y cambios en personas con obesidad

vs delgados.

2. Replicar el estudio con una mayor poblacion. Esto nos permitiria realizar el
estudio de manera estratificada por edad, lo cual podria ser clave de cara a elucidar
si realmente la MCM esta relacionada con la concentracion de éacidos biliares
circulantes. No obstante, podria darnos la clave para estudiar si hay verdaderas

diferencias entre sexo.

3. Hay evidencia preclinica que demuestra que una hepatectomia parcial por
cualquier motivo (ej. cadncer, metastasis, traumatismo, enfermedad benigna), la
cual consiste en extirpacion parcial de parénquima hepatico, podria afectar a los
niveles de 4cidos biliares circulantes. Sin embargo, esto aun no estd demostrado

en humanos.

4. FEl sindrome constitucional, es una sintomatologia frecuente en pacientes

oncoldgicas de pronostico grave. Debido al mismo, los enfermos pierden gran
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cantidad de masa corporal (sin causa justificada como el deporte o el ayuno).
(Estan relacionados los 4cidos biliares circulantes en este proceso?, ;se podria

tratar con acidos biliares o inhibidores de sus receptores?

5. Cuantificar el TAP con otros marcadores. En futuros estudios se podrian usar
otros radiotrazadores como el oxigeno marcado con 150, el acetato de 11C o el
acido 18F-fluoro-6-tia-heptadecanoico para obtener una medicion mas precisa del

TAP humano.

6. Al someterse a una cirugia bariatrica, o a un tratamiento médico para pérdida de
peso, se produce un cambio en el perfil lipidico y con respecto a los acidos biliares
circulantes. No existe aun ninglin estudio que compare si los niveles circulantes
de 4cidos biliares se ven modificados a través de una cirugia clasica vs.

Tratamiento no agresivo (agonistas vs. bloqueadores de receptores).

7. Un reciente metanalisis concluye que pudieran ser los acidos biliares excretados
en heces estuvieran relacionados con la obesidad y no los &cidos biliares
circulantes en sangre. Estudios futuros deberia de considerar incluir ambos de cara

a poder despejar dudas respecto a este hecho.

8. El perfil de 4cidos biliares circulantes se modifica por multiples vias y causas.
Hay relativamente pocos estudios sobre la modificacion de estos por medio de la
dieta. ;Influyen los alimentos ultraprocesados sobre el perfil de acidos biliares
circulantes hacia un peor perfil? ;Qué 4cidos biliares circulantes se modifican?

(Ayudaria ello para apoyar el hecho de que hay unos 4cidos biliares circulantes
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9.

10.

11.

que se relacionan con un peor perfil cardiometab6lico?.

Los 4cidos biliares circulantes podrian estar relacionados con moléculas pro
inflamatorias y estas a su vez involucradas en la fisiopatologia de algunos tipos
cancer. Futuros estudios deberian de incluir estos marcadores de cara a intentar
comprender la biologia tumoral de algunos tipos de cancer. Estos marcadores
también podrian ser la clave de enfermedades no cancerosas tipo DMT2 y la

enfermedad Cardiovascular.

Los estudios hasta la fecha abogan a que la activacion de los receptores TGRS y
FXR afecta a la secrecion de la insulina, la homeostasis de la glucosa y la
respuesta inmune, siendo los acidos biliares circulantes moléculas intermediarias.
Futuros estudios deberian corroborar este hecho comprobando los efectos tras el

uso de agonistas y antagonistas de dichos receptores.

Futuros estudios deberian de cuantificar la expresion de receptores involucrados

en los acidos biliares circulantes, mediante con una biopsia de tejido adiposo,

tanto de tejido celular subcutaneo como de la grasa intra abdominal.
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