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I. INTRODUCCION

1. La obesidad. Un importante problema de
salud publica

La obesidad es una enfermedad cronica y multifactorial asociada a un ambiente de
inflamacién sistémica. Factores genéticos y moleculares, junto a circunstancias
desencadenantes ambientales y conductuales, intervienen en su patogenia y condicionan
de forma decisiva su tratamiento®.

La incidencia de la obesidad esta en un continuo y alarmante aumento en las Gltimas
décadas, erigiéndose como uno de los problemas de salud publica méas serio en los
inicios de este siglo XXI. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la
incidencia de la obesidad a nivel mundial supera los 500 millones de personas habiendo
llegado a ser definida por esta organizacion como una verdadera pandemia no
infecciosa. Estudios epidemioldgicos realizados en EEUU en la ultima década del siglo
XX mostraban que aproximadamente el 63% de los hombres y el 55% de las mujeres
mayores de 25 afios tenian sobrepeso, siendo obesos hasta el 21% de los hombres y el
27% de las mujeres?. En Espafia, datos mas recientes, muestran que la prevalencia de la
obesidad es de un 15% en adultos®, mientras que supera el 35% en las personas de mas
de 65 afios*. A esta creciente incidencia se han de afiadir las consecuencias clinicas y
econdmicas. Hoy sabemos que la obesidad esta asociada a una reduccion de la
esperanza de vida y es un factor de riesgo de hipertension arterial (HTA), diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), hipercolesterolemia, riesgo cardiovascular general, litiasis biliar,
sindrome de apnea suefio, osteoartritis y de diferentes neoplasias’. Respecto a la
mortalidad, varios son los trabajos que demuestran su aumento en las personas obesas y
relacionan la obesidad y su grado con una mayor mortalidad®®. En un reciente estudio
se calculd un aumento de hasta 1,31 veces en la mortalidad global de la poblacion por
cada incremento de 5 Kg/m? del indice de masa corporal (IMC), cuando este estaba
comprendido entre 25 y 49,9 Kg/m?, considerandose al IMC comprendido entre 20 y
24,9 Kg/m? como el IMC ideal®. Asf, en la actualidad, la obesidad se ha convertido en la
segunda causa de mortalidad prematura y evitable, después del tabaco’. En lo
econdmico, estimaciones recientes indican que, en algunos paises europeos, la obesidad

y el sobrepeso podrian ser responsables de un 6% de los gastos sanitarios directos y de
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mas del 12% de los costes indirectos, resultantes del acortamiento de la esperanza de

vida y la disminucién de la productividad laboral®.

1.1 ;Por qué somos obesos?

La fuerza que mueve la evolucion de los seres vivos es la seleccion natural. Se acepta
que el disefio del organismo humano codificado en sus genes es el resultado de millones
de afios de evolucidn bioldgica. La casi totalidad del genoma humano se formé durante
la evolucion preagricola y se considera que es el 6ptimo, ya que nos permitié adaptarnos
a las modificaciones del medio en cada etapa de nuestra evolucién. Asi, la seleccion
natural, apoyada en una serie de mutaciones genéticas ventajosas, desarrollé una
peculiaridad metabdlica que se ha denominado “el genotipo ahorrador” formulada por
Neel en 1962. El genotipo ahorrador permitia acumular rapidamente grasa durante las
épocas de abundancia de alimento, y asi proporcionar ventajas de supervivencia y
reproduccion en épocas de escasez como fueron las glaciaciones. Esta condicion
genotipica permitio la supervivencia de nuestros antecesores en condiciones de penuria
nutricional, y sobre todo adaptarse a una dieta pobre en azdcares y rica en proteinas®.

La presion de la seleccion natural sobre el genotipo ahorrador se relajo tras la Ultima
glaciacion, cuando hace unos 15.000 afios nuestros antecesores comenzaron a
desarrollar la agricultura y la ganaderia. Entre los europeos, se calcula que la
implantacion del genotipo ahorrador se acerca al 40 % de la poblacion. Asi, desde el
punto de vista de la evolucién bioldgica, los genes que favorecen la obesidad estan en
nuestro genoma porque en algin momento de nuestra evolucion nos beneficiamos de
poseer tales caracteristicas®.

Hace escasamente 100 afos, con la revolucion industrial, nuestras condiciones de vida
cambiaron drasticamente y nos alejamos definitivamente de nuestro disefio evolutivo;
comenzamos a ingerir una alimentacion muy rica en calorias, hiperproteica, abundante
en grasas saturadas y en hidratos de carbono de absorcion rapida y de elevado indice
glucémico. Ademas, el desarrollo de maquinas que facilitaban todas nuestras labores y
de vehiculos que nos transportaban diariamente sin esfuerzo, redujo nuestro nivel de
actividad fisica. En este nuevo y reciente ambiente obesogénico, muy alejado del
disefio evolutivo que determind la aparicion del genotipo ahorrador, la consecuencia
inevitable ha sido la progresiva e imparable aparicion de la obesidad y sus

consecuencias negativas para la salud humana®.
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1.2 Causas de la obesidad

La causa mas frecuente y directa de la aparicion de la obesidad es la relacionada con el
desequilibrio de los habitos nutricionales. El aumento de la prevalencia de la obesidad a
nivel mundial es consecuencia de un gran nimero de factores, aunque dos son los
factores que debemos considerar como los principales. En primer lugar, la ingesta de
una dieta hipercal6rica, ricaen grasas saturadas y carbohidratos simples, y en segundo
lugar, la reduccion de la actividad fisica del ser humano!. Una dieta equilibrada y la
practica regular de ejercicio fisico son claves para evitar la obesidad y mantener un buen
estado de salud.

Desde el inicio de la vida, ya a nivel intrauterino, el entorno nutricional y bioquimico
son claves para prevenir el problema de la obesidad en la edad adulta. La obesidad en
la mujer gestante o la realizacion de una dieta hipercaldrica durante el embarazo puede
inducir alteraciones en el curso normal del crecimiento fetal, y predisponer al desarrollo
en la edad adulta de la obesidad y sus complicaciones. La obesidad materna durante el
embarazo est4 asociada a alteraciones en los niveles sanguineos maternos de glucosa,
lipidos, citoquinas y ciertas hormonas, pudiendo esta circunstancia determinar el
desarrollo de la obesidad en la descendencia. Asi, se sabe que los hijos de mujeres
obesas son hasta un 36% mas propensos a desarrollar una DM2 que los hijos de mujeres
con normopeso™.

En el desarrollo de la obesidad existe una contribucion ambiental evidente, pero
también existe una susceptibilidad genética que conduce a diferentes grados de
obesidad. Genéticamente, la obesidad se clasifica en 3 subtipos. La obesidad
monogénica que produce una obesidad extrema. Actualmente, existen descritas cerca
de 20 de alteraciones en un Gnico gen que producen esta forma autosémica de obesidad.
La obesidad sindrémica, donde ademas de la obesidad hay retraso mental, rasgos
dismorficos, y anormalidades de desarrollo 6rgano especificas. Se produce por defectos
geneéticos discretos o anomalias cromosdmicas que afectan a varios genes y puede ser
de herencia autosémica o ligada al cromosoma X. Por ultimo, tenemos la obesidad
comun o poligénica, donde los estudios epidemioldgicos han demostrado que la
tendencia a su padecimiento disminuye en paralelo con el grado de parentesco,
apuntando asi, a un componente genético en la susceptibilidad a este tipo de obesidad.
Estudios realizados en personas que han sido recogidas en adopcién han demostrado

que su IMC correlaciona en mayor modo con el de sus padres bioldgicos, resaltando asi
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el componente genético de la obesidad respecto al ambiental. En el afio 2007 se
identifico con éxito el primer locus asociado a la susceptibilidad al desarrollo de la
obesidad poligénica, el locus FTO (gen asociado con la masa grasa y la obesidad).
Actualmente, se han reconocido méas de una veintena de locus que contienen genes
involucrados en el desarrollo de la obesidad poligénica. Estos genes estan implicados en
la regulacion de la ingesta de alimentos a través de su accion sobre el sistema nervioso
central y en la funcionalidad del tejido adiposo™?.

Otras veces, la aparicion de la obesidad se ve favorecida por factores exdgenos no
alimentarios como son el uso de determinados medicamentos, por ejemplo los

corticoesteroides, los antidepresivos y los antipsicoticos.

1.3 Parametros de medida de la obesidad

La obesidad se define como un exceso de adiposidad corporal. Por razones practicas, el
peso corporal se ha utilizado como medida indirecta del grado de adiposidad. En la
década de los 80 se introdujo el concepto de IMC o indice de Quetelet que es una
medida de asociacion entre el peso y la talla (IMC = peso en Kg/cuadrado de la estatura
en m). El IMC permite una estimacion del exceso de peso para una determinada altura.
En base a este indice se han delimitado puntos de corte para definir el sobrepeso y la
obesidad en mujeres y varones adultos™. Posteriormente, se definieron los valores de
IMC para nifios y adolescentes™. Asi, hablamos de obesidad cuando el IMC es superior
a 30 Kg/m?, de sobrepeso cuando este se halla entre 25 y 29,9 y de normopeso cuando
el IMC se encuentra entre 18 y 24,9 (Tabla 1).

Tabla 1. Definiciones de obesidad segun el indice de masa corporal

Categoria Nifios y adolescentes® (p) Adultos® (Kg/m®)
Peso escaso <p5 <18,5

Peso normal p5-85 18,5-24,9
Riesgo de sobrepeso p85-90 -
Sobrepeso >p95 25-29,9
Obesidad grado 1 - 30-34,9
Obesidad grado 2 - 35-39,9
Obesidad morbida - 40-49,9
Obesidad supermorbida - >50

aIf’ercentil de IMC para su edad (Centers for Disease Control and Prevention); p = percentil.
® indice de masa corporal (IMC) = peso (en Kg)/cuadrado de la estatura (en m) (NIH y OMS).
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Dentro del concepto de obesidad se han descrito algunos subtipos que complementan la
relacion que existe entre el IMC y sus consecuencias para la salud. Los méas clasicos
son los que corresponden a la obesidad androide o abdominal y a la obesidad
ginecoide, y fue hace ya més de 50 afios que Vague™ predijo la asociacién entre la
obesidad androide y el desarrollo de DM2, arterioesclerosis, gota v litiasis renal. Otros
subtipos son menos conocidos, pero no por ello menos interesantes, como el fenotipo
correspondiente a individuos de peso normal, pero metabolicamente obesos
(metabolically obese normal-weight); es decir, tienen el IMC normal, pero presentan
alteraciones metabdlicas tipicas de los pacientes obesos: resistencia a la insulina (RI),
adiposidad central, cifras bajas de colesterol unido a lipoproeinas de alta densidad
(HDL-C) y elevadas concentraciones de triglicéridos (TG), asi como HTA. Al mismo
tiempo, existen los denominados “obesos metabolicamente sanos” (metabolically
healthy obese) que son individuos cuyo IMC es > 30 Kg/m?, pero que no presentan
ninguna de las alteraciones metabélicas tipicas de los individuos obesos'’. La existencia
de estos dos ultimos subtipos “paraddjicos” hace, por una lado, tambalearse el IMC
como parametro ideal para medir la obesidad y sus consecuencias, y también nos ha
llevado a que en las ultimas dos décadas se hayan realizado estudios de caracterizacion
metabdlica y cuantificacion del tejido adiposo visceral en contraposicion al subcutaneo.

En este ultimo sentido, se han desarrollado métodos mas precisos de diagnostico como
la tomografia computarizada (TC) o la resonancia magnética (RM) que permiten
delimitar con gran precision los compartimentos de grasa subcutanea e intraabdominal,
pero que por su elevado coste, su tiempo de realizacién, dificultades de estandarizacion
de la técnica y el riesgo de radiacién en el caso del TC, estan relegados todavia al
terreno de la investigacion, donde constituyen buenas herramientas para validar
parametros clinicos y antropométricos. La impedanciometria bioeléctrica regional se
basa en la baja conductividad del tejido adiposo. Mediante el paso por el organismo de
una minima corriente eléctrica alterna, a una o varias frecuencias, permite determinar la
masa grasa de un tejido con mayor precision que la antropometria y con un menor coste
que el TC o la RM. Como inconveniente, esta técnica no permite diferenciar entre los
compartimentos grasos visceral y subcutaneo. Asi, en la practica clinica, es el uso de las
medidas antropométricas, como el propio IMC, las verdaderas herramientas Utiles de
medida de la obesidad dada su sencillez, bajo coste y ausencia de riesgos afiadidos'®. A
resaltar, que la simple medida del perimetro de cintura (PC) ha demostrado ser un

excelente marcador de obesidad abdominal, ya que se relaciona estrechamente con la
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grasa intraabdominal medida por TC*. En adultos el PC es capaz por si mismo de
identificar a personas con riesgo aumentado de morbilidad y mortalidad®,

complementando asi la informacién proporcionada por el IMC.
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2. El tejido adiposo

2.1 Morfologia y funcion del tejido adiposo

El tejido adiposo es un 6rgano que poseen todos los mamiferos, cuya importancia real
ha sido escasamente reconocida por los cientificos hasta hace escasas décadas. El tejido
adiposo en el ser humano representa alrededor del 20% del peso corporal, y esto lo
convierte en uno de los 6rganos mas grandes del organismo.

Hay dos tipos de tejido adiposo en funcion de su estructura celular, ubicacion, color,
vascularizacion y funcion: el tejido adiposo pardo y el tejido adiposo blanco.

El tejido adiposo pardo existe en una gran variedad de mamiferos, pero es
especialmente importante en aquellos que hibernan. El origen de su nombre se debe a
que posee una tonalidad amarronada al poseer una elevada cantidad de mitocondrias y
citocromos. En los seres humanos el tejido adiposo pardo estd presente sélo en los
recién nacidos y su funcién es la regulacion de la termogénesis. La funcidn termogénica
del tejido adiposo pardo es debida a su patrén de expresion génica que determina la
presencia en sus mitocondrias de una proteina Illamada UCP1 (Proteina desacoplante 1)
que actla en la cadena respiratoria desacoplando la sintesis de ATP de la cadena de
transporte de electrones para las oxidaciones celulares®.

El tejido adiposo blanco, al cual haremos siempre referencia a partir de ahora, se

distribuye en el organismo en dos principales localizaciones anatomicas: la regién
hipodérmica o de tejido adiposo subcutaneo y el tejido adiposo ubicado alrededor de
los 6rganos o tejido adiposo visceral®.

La distribucion anatomica del tejido adiposo es diferente en ambos sexos. En el
hombre, el tejido adiposo se concentra en el cuello, zona lumbosacra y alrededor de los
musculos deltoides y triceps, siendo esta distribucion denominada “androide”. En la
mujer la distribucion es llamada “ginecoide”, y en este caso la grasa se concentra en las
caderas, muslos y mamas?.

La adipogénesis varia segun la edad y el sexo. La capacidad del tejido adiposo de
proliferacion y diferenciacion es muy elevada durante el primer afio de la vida. No
obstante, los humanos adultos también pueden formar nuevos adipocitos, ya que el
tejido adiposo contiene de por vida, células precursoras de los adipocitos.

Tres son las principales funciones del tejido adiposo. Las dos primeras, mas clasicas,
son la de actuar como una proteccion fisica corporal y, la segunda, la capacidad de
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almacenar los lipidos aportados por la dieta y la de liberarlos en la situacion de ayuno
para garantizar un aporte energeético suficiente.

Una tercera funcion del tejido adiposo, mas novedosa para la ciencia, es la endocrina,
dada su capacidad de secrecion de moléculas bioldgicamente activas. Asi, los adipocitos
almacenan energia mediante la lipogénesis en los momentos de abundancia nutricional,
y la liberan mediante la lipolisis cuando existen necesidades energéticas no cubiertas.
Todo este sistema estd regulado a traves de sefiales autocrinas, paracrinas y
endocrinas®®. El tejido adiposo secreta factores de crecimiento, adipocitoquinas,
quimoquinas y citoquinas formando un “cross-talk” o red de comunicacion, tanto a
nivel local como sistémico, en respuesta a estimulos o cambios metabélicos?**. La
actividad del tejido adiposo se encuentra en un equilibrio dindmico entre la lipogénesis
y la lipolisis, estando ambos procesos regulados hormonal y metabélicamente®.

A nivel celular, el tejido adiposo esta formado por los adipocitos y una fraccion estroma
vascular en la cual estdn presentes macrofagos, fibroblastos, células endoteliales y
preadipocitos®. Aproximadamente el 90% del volumen de los adipocitos maduros esta
ocupado por una unica gota lipidica. Los adipocitos en formacion son multiloculares,
con multiples gotas lipidicas que van uniéndose y aumentando en tamafio hasta
convertirse en la gota Unica del adipocito maduro. La gota lipidica esta estabilizada por
un entramado proteinico que inhibe su hidrolisis. EI nacleo del adipocito queda ubicado
en situacion periférica y el citoplasma que también se localiza en el exterior celular,
contiene algunas mitocondrias, un pequefio aparato de Golgi y un elevado nimero de
ribosomas libres. La membrana celular envuelve el conjunto que presenta un aspecto en
anillo de sello?.

En la fase postprandrial, los TG llegan a los capilares del musculo y del tejido adiposo
transportados en forma de particulas lipidicas como son los quilomicrones y las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), desde donde sus acidos grasos (AG) son
liberados por la accidn enzimatica de la lipoproteinlipasa (LPL). Los AG no captados
por estos tejidos son transportados al higado unidos a la albimina. En el citoplasma del
adipocito se almacenan los TG a partir de la esterificacion de los AG absorbidos con el
glicerol fosfato (lipogénesis). La movilizacion de esta reserva energética o lipolisis se
produce por la hidrolisis en los adipocitos de los TG almacenados por la accion de la
lipasa hormono-sensible (LHS). La actividad de la LPL se regula modificando su
cantidad absoluta o regulando su velocidad de accion. La insulina y los glucocorticoides

son inductores de la LPL, especialmente en la grasa visceral que posee un mayor
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namero de receptores al cortisol que la grasa subcutanea. La LHS es llamada asi,
porque su actividad es regulada por la insulina y las catecolaminas. La LHS es activada
por las catecolaminas, la hormona del crecimiento, el glucagén, la ACTH y los
corticoides, mientras que la insulina se opone a la accion de las anteriores. Asi vemos
como la insulina es el principal regulador del contenido de grasa de los adipocitos, ya
que es un potente inhibidor de la LHS y un importante activador de la LPL,

favoreciendo la captacion de AG y sintesis de TG por parte de los adipocitos®.

2.2 Tejido adiposo visceral vs subcutaneo

Las diferencias entre el tejido adiposo visceral y subcutaneo van mas alla de la simple
localizacion anatomica, ya que muestran propiedades metabdlicas muy diferenciadas.
Asi, la denominada obesidad abdominal, donde el acumulo de tejido adiposo principal
es de grasa visceral, estd considerada actualmente como un factor predictivo de
riesgo cardiovascular (RCV) mas especifico y sensible que el IMC?’.

Como ya se ha mencionado, algunas de las hormonas que modulan la lipogénesis y la
lipolisis son las catecolaminas, la insulina, el glucagdn, el cortisol y la ACTH, entre
otras. No obstante, su accion presenta diferencias segun el tejido adiposo considerado.
El tejido graso visceral tiene una mayor velocidad de recambio de los TG que el tejido
graso subcutaneo®. Asi, el tejido adiposo visceral es capaz de una mayor lipolisis que el
tejido graso subcutaneo. Ademas, el tejido graso visceral, expresa mas el receptor B-
adrenérgico, es mas sensible a los esteroides, tiene mayor RI y una mayor expresion de
citoquinas inflamatorias®®. Los adipocitos del tejido graso visceral son més grandes, mas
resistentes a la accion de la insulina y mas activos metabolicamente. Segregan una gran
cantidad de adipocitoquinas, adquiriendo de esta manera un papel central en la
patogénesis del denominado sindrome metabolico (SM), el cual se caracteriza por ser un
estado proinflamatorio, procoagulante y de RI. Asi, la adiposidad visceral realiza una
mayor aportacion a la aparicion de las comorbilidades asociadas a la obesidad, y puede
ser considerada como un marcador de disfuncionalidad del tejido adiposo®?*.

Desde el punto de vista vascular, también existen diferencias entre ambos tejidos
grasos. A diferencia del tejido graso subcutaneo, el tejido graso visceral drena
directamente en la circulacion venosa portal. Sabemos que durante el desarrollo de la
obesidad se produce una infiltracion por los macréfagos del tejido adiposo y que la tasa

de infiltracion por los monocitos es mayor en el tejido adiposo visceral que en el
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subcutaneo®®?. Un estudio realizado en personas con obesidad extrema indic que la
grasa visceral era la principal contribuyente a los niveles de Interleuquina-6 (IL-6) en
plasma™®. Por lo tanto, es muy probable que las adipocitoquinas producidas por el tejido
graso visceral influyan directamente sobre el funcionalismo hepatico, ya que IL-6 es un
inductor de la produccién hepéatica de proteina C reactiva (PCR) y de proteinas
implicadas en la hemostasia [inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1),
fibrindgeno, factor activador del plasmindgeno tisular]. 1L-6 también interviene en la
dislipemia, al desinhibir a nivel de los hepatocitos la proteina microsomal de
transferencia de TG, que controla la produccion hepatica de apolipoproteina B (ApoB)
in vitro.

A nivel nervioso, ambos tejidos grasos, el visceral y el subcutaneo, estan inervados por
el sistema nervioso autonomo y bajo un control neuroendrocrino. La estimulacion del
sistema nervioso parasimpatico conduce a un estado anabdlico con disminucién de la
lipolisis, mientras que la estimulacion del sistema nervioso simpético produce un

estado catabélico con reduccion de la adipogénesis y estimulacion de la lipélisis®,

2.3 Metabolismo y disfuncion del tejido adiposo

En condiciones normales, los adipocitos sintetizan, por un lado, lipidos y los almacenan
y por otro, secretan moléculas proinflamatorias, antiinflamatorias y adipogénicas como:
la Adiponectina, el Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a), la Leptina e 1L-6%*.

Los lipidos almacenados se movilizan y renuevan continuamente. La esterificacion de
los AG para formar TG y su hidrolisis permiten el recambio diario de aproximadamente

el 10% de los depdsitos lipidicos del tejido adiposo?.

Para la sintesis de TG se requiere de AG y glicerol. Las principales fuentes de AG son
el higado y el intestino delgado. En el higado, los AG se esterifican con el glicerol,
formando TG, que son transportados por moléculas VLDL hasta el tejido adiposo. Para
poder entrar en los adipocitos, los TG que son polares, han de ser hidrolizados antes de
traspasar la membrana celular. La hidrdlisis de los TG transportados por las particulas
VLDL y quilomicrones es realizada por la enzima LPL que forma parte de la estructura
de estas particulas. Seguidamente, el glicerol vuelve a la circulacién y los AG que han
entrado en el adipocito se vuelven a esterificar con glicerol, este Ultimo sintetizado a

partir de glucosa®.
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La masa grasa depende tanto del ndmero como del tamafio de los adipocitos. En
condiciones normales, el ndmero de adipocitos se establece y se mantiene
aproximadamente constante al inicio de la vida adulta, y las pequefias variaciones de
peso implicaran unicamente cambios en el tamafio de los adipocitos. No obstante, este
aumento del volumen celular queda limitado por la capacidad maxima de almacenaje
del adipocito, que oscila entre 0,7-0,8 ug. de lipidos por adipocito. Alcanzado este
maximo, situacién denominada hipertrofia, el paso siguiente supone la formacion de
nuevos adipocitos obtenidos a partir de la diferenciacion de preadipocitos, situacion

denominada hiperplasia®.

Los adipocitos hipertroficos muestran RI, y dado que en condiciones normales la
insulina favorece la lipogénesis, la RI favorece el proceso contrario en el interior del
adipocito, la lipolisis, con la consiguiente descarga de AG al torrente sanguineo. Este
aumento de la lipolisis es del orden de un 50% respecto al de los individuos sanos.
Adicionalmente, los adipocitos hipertroficos expresan un perfil de adipocitoquinas
alterado: aumentando las citoquinas inflamatorias y disminuyendo la produccion de

Adiponectina, creandose asf, un microambiente proinflamatorio y procancerigeno®.

En la obesidad existe un exceso de tejido adiposo, y ello produce en consecuencia unos
niveles elevados de citoquinas proinflamatorias, generandose un estado croénico
inflamatorio de bajo grado (Figura 1). El tejido adiposo de los individuos obesos
presenta una elevada infiltracion por macrofagos, en un porcentaje que correlaciona con
el grado de obesidad. Los adipocitos y los macréfagos inducen entre si un cambio en el
perfil de secrecién de adipocitoquinas provocando la perpetuacion del estado de
inflamacion. La alteracion en el perfil de adipocitoquinas tiene consecuencias a nivel
metabolico, ya que aumenta la lipolisis, se modifica el metabolismo de los
carbohidratos y de los lipidos, y todo ello propicia la aparicion de dislipemia,
hipertension arterial, ateroesclerosis y otras enfermedades cardiovasculares,

resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2 y sindrome metabolico.

Es este ambiente de hipersecrecion de adipocitoquinas proinflamatorias,
proaterogénicas y prodiabetogénicas, acompafiado de la disminucion de la produccion

de Adiponectina, el que se denomina estado de disfuncién del tejido adiposo®.
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1 TNF-o endotelial a la insulina de la lipolisis

Figura 1. Relacion entre la expansién del tejido adiposo y el incremento del estado proinflamatorio. A
medida que aumenta el tejido adiposo, se modifica la produccion de adipocitoquinas y se desencadenan
una serie de procesos fisiopatologicos relacionados con la inflamacion que van a conducir a un
incremento del riesgo de sufrir enfermedad cardiovascular, diabetes mellitus de tipo 2 y céncer, entre
otras comorbilidades. IL-6: interleuquina-6; MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos-1; SAA:
amiloide sérico A; TNF-a: factor de necrosis tumoral a. De GOmez-Ambrosi et al. (2008).

2.4 La respuesta inflamatoria

La inflamacion es la respuesta a la lesion celular provocada por un traumatismo o
infeccion. Esta respuesta inflamatoria estd constituida por una compleja red de
interacciones moleculares y celulares dirigidas a facilitar la reparacion del tejido y el
retorno a la situacion de homeostasis fisioldgica. Si el tejido inflamado no recupera la
normalidad, o si la inflamacién persiste en un grado leve, la situacién inflamatoria se
cronifica siendo capaz de dafiar de forma continuada a los tejidos circundantes. Los
dafos colaterales causados por este tipo de inflamacion son, por lo general, lentamente
acumulativos, a veces son asintomaticos durante afios, pero pueden conducir con el
tiempo a un deterioro grave de los tejidos™.

La respuesta inflamatoria estd compuesta por el componente local y un componente
sistémico ambos mediados por citoquinas. Aunque la respuesta inflamatoria es diferente
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segun la etiologia causal, esta se caracteriza, en su conjunto, por involucrar a un
espectro comun de genes y mediadores enddgenos, que incluye a factores de
crecimiento, citoquinas inflamatorias tales como la Interleuquina 1 (IL-1), TNF-a, IL-6,
quimioquinas [proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), Interleuquina-8 (IL-
8)], metaloproteinasas, y las moléculas toxicas como el 6xido nitrico y los radicales
libres®,

Las citoquinas son moléculas que en gran medida se secretan a un microambiente tisular
inmediato, proporcionando sefiales entre las células, formando parte de una gran y
compleja red de sefializacién molecular. Los efectos de las citoquinas en las células
diana pueden ser inhibidos 0 aumentados por otras citoquinas, hormonas, receptores de
citogquinas circulantes y sus antagonistas. TNF-a, IL-1 e IL-6 son clasicas citoquinas
proinflamatorias® y su capacidad para producir acciones tanto a nivel local como
sistémico estan bien establecidas. A nivel local, contribuyen a la activacion de las
células inflamatorias, y junto con las quimioquinas, las cuales inducen la expresion de
moléculas de adhesion, producen su agrupamiento local. Cuando la respuesta
inflamatoria es de intensidad elevada se incrementa la produccion de citoquinas y estas
son liberadas al torrente circulatorio provocando “la respuesta de fase aguda”. Por
otro lado, existen citoquinas que antagonizan la inflamacién, como Interleuquina 10
(IL-10), que actuan inhibiendo la liberacion de citoquinas proinflamatorias, intentando
disminuir el proceso inflamatorio con el objetivo de intentar recuperar la homeostasis™.
La respuesta inflamatoria de fase aguda incluye la leucocitosis, la fiebre, la
somnolencia, la anorexia y el incremento en la sintesis de proteinas de fase aguda en el
higado, como la PCR. Esta es una respuesta inflamatoria que se activa rapidamente ante
infecciones o traumatismos a través de reconocimiento de patrones moleculares. Asi,
después de producirse una infeccion, rapidamente aumentan estas proteinas de la fase
aguda y su produccion esta principalmente controlada por citoquinas del tipo IL-6 e IL-
1. Estas proteinas de fase aguda influyen en el trafico celular y la liberacion de
mediadores proporcionando una mayor proteccion contra los microorganismos al
modificar la respuesta inflamatoria. Algunas de ellas tienen efectos antiinflamatorios,

mientras que otras tienen importantes efectos sobre la activacion leucocitaria®.

2.4.1 Obesidad e inflamacion

El tejido adiposo estd formado por adipocitos y una fraccion estroma vascular

compuesta por linfocitos, fibroblastos, células endoteliales y estromales, y
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preadipocitos. Hoy sabemos que ademas de su capacidad para almacenar lipidos, tiene
una importante funcién inmunolégica participando de forma activa en el estado
inflamatorio crénico de bajo grado que se asocia a la obesidad?.

El estado inflamatorio cronico de bajo grado que se asocia a la obesidad es el resultado
de la aparicion de una progresiva y creciente de la RI, y de la secrecion de mediadores
inflamatorios por parte del tejido adiposo en expansién. Como ocurre con otros factores
de riesgo cardiovasculares (FRCV); como la HTA y la dislipemia, la obesidad induce la
aparicion de un fenotipo inflamatorio. La obesidad frecuentemente se encuentra
asociada a estos FRCV, siendo el resultado final un aumento del estado de inflamacion
sisttmica y de la severidad evolutiva de las enfermedades cardiovasculares
asociadas®™*'.

La obesidad supone, en sus fases iniciales, el aumento del depdsito de lipidos en los
adipocitos, la hipertrofia del adipocito, pero llega un momento en su progresion en que
se producird también el aumento en el numero de adipocitos o hiperplasia. Existen
evidencias de que la hipertrofia de los adipocitos desencadena una situacion de
importante estrés, provocando la activacion celular y la consecuente produccion de
péptidos que modulan procesos fisiologicos como son: la sensacién de hambre, la
inmunidad, la homeostasis energética y la inflamacién®.

Esta situacion de estrés adipocitario, a nivel celular se manifiesta principalmente en el
reticulo endoplasmico y en las mitocondrias. La disfuncion del reticulo endoplasmico
que acompafia a la hipertrofia de los adipocitos puede producir una modificacion
postraduccional incorrecta de las proteinas, que se manifiesta como una alteracion de la
estructura proteica terciaria; su incorrecto plegamiento espacial, y una alteracion de su
actividad. La disfuncion mitocondrial puede ser consecuencia del procesamiento del
exceso de AG, acumulandose un exceso de especies reactivas de oxigeno (ERO), que
provocan paralelamente un estrés oxidativo en el entorno celular de los adipocitos. En
respuesta a esta situacion de estres, los adipocitos se activan y asumen un fenotipo
proinflamatorio y de RI*’.

Los adipocitos activados secretan citoquinas llamadas adipoquinas o adipocitoquinas.
Estos péptidos poseen efectos autocrinos, paracrinos y endocrinos, cuya accion puede

ser tanto local como sistémica (Figura 2).
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Figura 2. Relacion del tejido adiposo con la inflamacién en la obesidad. Adipocitos, macréfagos y
linfocitos T residentes en el tejido adiposo hipertréfico son activados por mecanismos dependientes de la
actividad mitocondrial y del reticulo endoplasmico (Recuadro A) para producir y secretar una variedad de
mediadores (citoquinas, quimioquinas y adipocitoquinas). Estas sustancias ejercen una accién paracrina
sobre la microcirculacion local y una accion endocrina a distancia sobre los vasos de los diferentes tejidos,
induciendo los cambios fenotipicos que son caracteristicos de una respuesta inflamatoria. En las arteriolas
(Recuadro B), estos mediadores que han sido producidos por el tejido adiposo inducen la produccién de
radicales superéxido, los cuales inactivan la accion de relajacion que sobre la musculatura lisa vascular
produce el dxido nitrico, produciéndose una vasoconstriccion y disminucién de la perfusion tisular.
Ademas, estos mediadores, empeoran ain mas la perfusion tisular al activar a los leucocitos, los cuales se
convierten en menos deformables, aumentando la resistencia a su paso por los capilares (Recuadro C). El
estado resultante de hipoxia promueve la angiogénesis. La respuesta de las vénulas a los mediadores es la
de aumentar la expresién de moléculas de adhesion celular endotelial (CAMs) que promueven el
reclutamiento de leucocitos y plaquetas (Recuadro D), lo cual posteriormente produce una alteracion de la
barrera endotelial, aumentando la permeabilidad vascular y el edema intersticial. Vachharajani et al. (2009).

Uno de los procesos que tienen lugar en los estados inflamatorios es la infiltracion de
los tejidos afectados por células del sistema inmune, como son los macrofagos. La
hipertrofia de los adipocitos implica un aumento en la produccion de adipocitoquinas,
quimoquinas y citoquinas proinflamatorias como TNF- a e IL-6, entre otras. El aumento
de estas moléculas desencadena efectos locales, tales como el aumento de moléculas de
adhesion endoteliales (VCAM-1, ICAM-1) y de permeabilidad vascular, aumentando
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asi la infiltracion por las celulas del sistema inmunitario, como los macrofagos, los
cuales sintetizan mas factores quimiotécticos que atraen mas células, perpetuando en el
tiempo el estado proinflamatorio®.

Otra funcion de los macréfagos residentes en el tejido adiposo es la de modulacion de la
funcion de los adipocitos. La influencia de adipocitos y macrofagos entre si, se constata
en la induccion sobre los macréfagos por el TNF-a e 1L-6 segregado por los adipocitos;
y en la induccion sobre los adipocitos por los macréfagos a través de la accion del TNF-
a, reduciendo la expresion de Adiponectina. Esta intermodulacion conlleva a la

perpetuacion del estado inflamatorio leve *’.

MACROFAGO

ADIPOCITO

l Adiponectina

Figura 3. Representacion de la espiral que favorece la situacién de inflamacién crénica. El
adipocito hipertroéfico se activa en induce en los macréfagos la sintesis de citoquinas
proinflmatorias TNF-a e IL-6. TNF-o disminuye la expresion de la citoquina antiinflamatoria
Adiponectina.

Es importante que, aunque otros tejidos alejados del tejido adiposo no muestren una
respuesta inflamatoria, si se encuentran expuestos a la modulacion de las
adipocitoquinas segregadas por los adipocitos activados por su hipertrofia®’

El aumento de las citoquinas inflamatorias durante la obesidad produce un aumento de
la lipolisis y una disminucién en la capacidad de almacenaje de los TG por parte de los
adipocitos. Esto se traduce en un aumento de los AG circulantes y su depésito en forma
de TG en el masculo, hecho que contribuye a la RI*,

En los pacientes obesos, los reguladores positivos de la inflamacion presentan un
aumento de su expresion en el tejido adiposo. No obstante, en situaciones de restriccion

caldrica, el transcriptograma de tejido adiposo revierte hacia una situacion similar a la
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de los pacientes con normopeso, volviendo a exhibir niveles bajos de adipocitoquinas
proinflamatorias y altos de las antiinflamtorias®.

Ademas del estado inflamatorio de bajo grado, la obesidad tiene otras consecuencias.
Las dietas hipercaloricas mantenidas a lo largo del tiempo pueden sobrepasar la
capacidad de almacenaje de los adipocitos, llevando a un aumento de los AG
circulantes, con consecuencias sistémicas. Estos lipidos depositados son citotdxicos
para algunas células sensibles, lo que provoca situaciones patolégicas como las
descritas en la tabla 2. Los mecanismos mediante los cuales se produce el efecto
citotoxico por el depésito de los lipidos no son completamente conocidos, si bien
diferentes estudios han mostrado que los AG desacoplan la fosforilacién oxidativa y
aumentan la produccion mitocondrial de ERO, induciendo también estrés en el reticulo
endoplasmico. Este estrés mitocondrial y del reticulo endoplasmico es similar al que se

produce en los adipocitos activados?®.

Tabla 2. Situaciones patoldgicas consecuencia del acimulo citotéxico de lipidos,
sequn el tejido afectado®®.

Tejido afectado Consecuencia citotoxica

Células pB-Pancreaticas Desarrollo de DM2

Células Endoteliales Hipertension arterial

Células Hepéaticas Esteatosis, que puede progresar a esteatohepatitis
Musculo Esquelético Resistencia periférica a la insulina

2.5 Mediadores inflamatorios

2.5.1 Las adipocitoquinas

El tejido adiposo blanco sintetiza una elevada cantidad de moléculas biol6gicamente
activas; alguna de ellas son citoquinas, también Ilamadas adipoquinas o
adipocitoquinas por ser segregadas por el tejido adiposo, las cuales participan en la
modulacion de la inflamacion créonica de bajo grado asociada a la obesidad. Cuando en
el ser humano se mantiene la situacion de obesidad a lo largo del tiempo, el organismo
realiza una serie de cambios en relacion con este estado inflamatorio crénico de bajo
grado que se manifiestan en el aumento a nivel circulatorio de marcadores inflamatorios
como la PCR, el TNF-a y el fibrindgeno®. Este cambio en el perfil de citoquinas y
adipocitoquinas es la piedra angular del proceso inflamatorio crénico presente en la
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obesidad. Las adipocitoquinas reflejan Unicamente las citoquinas segregadas por el
tejido adiposo, donde también existe una fraccion celular no adipocitaria que es también
fuente importante de proteinas moduladoras, reflejando esta situacion la estrecha
relacion entre los adipocitos y las células hematopoyéticas infiltradas en el tejido
adiposo?.

A continuacion se describen los conocimientos sobre las adipocitoquinas maés
estudiadas hasta la actualidad (Tabla 3).

Tabla 3. Principales adipocitoquinas implicadas en la inflamacién

Adipocitoquina Funcion y participacion especifica en la
inflamacion
Adiponectina Funcién protectora en la patogénesis de la enfermedad

cardiovascular y diabetes mellitus de tipo 2. Efecto
antiinflamatorio

Apelina Ligando del receptor APJ. Participa en la regulacion de la
presion arterial y la contractilidad cardiaca. Aumenta en la
obesidad y la inflamacion, pero podria tener un efecto
compensatorio antiinflamatorio

Chemerina Proteina quimiotactica implicada en la inmunidad innata y
adquirida. Aumentada en la obesidad. Aunque se le ha
atribuido un papel proinflamatorio al participar en el
reclutamiento y la activacion de células del sistema inmune,
podria tener un efecto antiinflamatorio

Factor tisular Principal iniciador de la cascada de la coagulacion

Hepcidina Podria estar implicada en la hipoferremia que acomparfia la
inflamacidn en los pacientes obesos

HGF Factor angiogénico con efecto antiinflamatorio

IL-6 Mediador de inflamacion con efectos en el metabolismo
glucidico y lipidico

Leptina Gran pleiotropismo. Homeostasis energética. Factor
permisivo/estimulador del sistema inmune. Supuesto efecto
proinflamatorio

Lipocalina-2 Marcador de inflamacion relacionado con la obesidad y la
resistencia a la insulina. También se ha descrito un efecto
autocrino/paracrino sobre los adipocitos al antagonizar el
efecto de moléculas proinflamatorias y un efecto supresor
sobre la liberacién de citocinas por los macréfagos
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Adipocitoquina Funcion y participacion especifica en la
inflamacion

MCP-1 Molécula guimioatrayente. Resulta clave para la infiltracién
de macrofagos en el tejido adiposo que tiene lugar en la
obesidad

Omentina Efectos insulino-sensibilizantes en humanos. Podria

participar en la inflamacion y la respuesta a las infecciones

Osteopontina Proteina multifuncional implicada en el metabolismo dseo,
metéstasis e inflamacion. Implicada en el estado
proinflamatorio asociado con la obesidad y con el desarrollo
de resistencia a la insulina

PAI-1 Potente inhibidor del sistema fibrinolitico

RBP4 Posible regulador de la sensibilidad a la insulina. Correlacion
positiva con marcadores de inflamacion

Resistina Efecto proinflamatorio. Regulador del metabolismo lipidico.
Implicacion en la resistencia a la insulina en humanos dudosa

SAA Reactante de fase aguda muy expresado en tejido adiposo.
Podria participar en el reclutamiento de macr6fagos en el
tejido adiposo. Promueve la expresion de IL-6, IL-8 y TNF-a
por parte del endotelio. Inductor de la lipolisis en relacion
con un aumento de la resistencia a la insulina mediada por
acidos grasos libres

TGF-p Regulador de la proliferacion y diferenciacion celular.
Regulador de la apoptosis y de la liberacion de factores
proinflamatorios

TNF-a Importante mediador de inflamacion. Implicado también en
el desarrollo de la resistencia a la insulina asociada a la
obesidad

Trombospondina-1 Factor angiogénico y regulador de TGF-B. Implicada en la

respuesta inflamatoria del tejido adiposo mediada por los
macrdfagos. Podria estar implicada en la elevacion del PAI-1

Vaspina Efecto insulino-sensibilizante. Relacionada negativamente
con los niveles de proteina C-reactiva, lo que podria indicar
un efecto protector frente a la inflamacion

Visfatina Aparente efecto insulino-mimético. Inhibe la apoptosis de
neutréfilos. Aumenta la expresion de moléculas de adhesion
de manera dependiente del estrés oxidativo y de NF-xB

HGF: factor de crecimiento de hepatocitos; IL-6: interleuquina 6; MCP-1: proteina quimioatrayente de
monocitos-1; NF-kB: factor nuclear kB; PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno-1; RBP4:
proteina transportadora de retinol tipo 4; SAA: amiloide sérico A; TGF-B: factor de crecimiento
transformante B; TNF-a: factor de necrosis tumoral o.
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2.5.1.1 Adiponectina

La Adiponectina es una proteina de 224 aminoécidos codificada por el gen APM1, que
se expresa casi exclusivamente en el tejido adiposo. Su estructura es similar al factor
Clq del complemento y a la de los colagenos VIII y X**. Las concentraciones
plasmaticas de Adiponectina estan disminuidas en pacientes obesos y aumentan con la
pérdida ponderal. De modo similar, se encuentran bajas concentraciones de esta
hormona en personas con enfermedad cardiovascular *°.

La Adiponectina se ha relacionado con un efecto antiinflamatorio. Se ha demostrado
que la Adiponectina incrementa la sensibilidad a la insulina y previene la acumulacion
de lipidos en el musculo esquelético e higado, y aumenta su oxidacion, a traves de la
activacion de la quinasa dependiente del AMP3"8,

Las concentraciones séricas de Adiponectina en individuos no obesos son
del orden de 5 a 30 mg/L, pero disminuyen a medida que aumenta la
adiposidad. Ademas, se correlacionan de forma inversa con la PCR vy de
forma directa con la sensibilidad a la insulina®®. Algunos estudios indican
que la deficiencia de Adiponectina aumenta el riesgo de desarrollo de RI,
inflamacion y ateroesclerosis®’®.

El papel protector de Adiponectina frente a la inflamacion parece deberse a que inhibe
la expresion de moléculas de adhesion endotelial (ICAM-1 y VCAM-1) inducida por
TNF-0, disminuye la respuesta inflamatoria regulando la maduracion de los macréfagos
y la sefializacién a través del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas (NF-kB), y suprime la formacion de células espumosas, asi como

la proliferacién y migracién de células de masculo liso vascular®.

2.5.1.2 Interleuquina-6

La IL-6 es un mediador de inflamacion con efectos pleiotrépicos en una gran variedad
de tejidos, incluyendo la estimulacion de la sintesis de proteinas de fase aguda y la
regulacién del metabolismo glucidico y lipidico*. El tejido adiposo es una fuente
importante de IL-6. Alrededor del 30% de la IL-6 circulante proviene del tejido adiposo
visceral, cuya produccion es mayor que la del tejido adiposo subcutaneo. Existe una
intensa asociacion entre el grado de expresion de IL-6 en el tejido adiposo y los niveles

circulantes de IL-6 y de PCR*. Por otra parte, la IL-6 reduce la capacidad de la
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insulina para suprimir la produccion hepética de glucosa y reduce la captacién de
glucosa inducida por la insulina en el muasculo esquelético®. Los pacientes obesos
presentan concentraciones elevadas de IL-6 y su papel en la relacion entre obesidad e
inflamacion parece evidente. En las personas obesas se ha asociado de manera
significativa a IL-6 con el IMC, PC vy la obesidad visceral. Se ha propuesto a la IL-6

como el nexo de unién entre la obesidad, la inflamacion y la enfermedad coronaria®.

2.5.1.3 Leptina

La Leptina es una proteina de 16 kDa (167 aminoacidos), codificada por gen ob
localizado en el cromosoma 7 de los seres humanos. Su accion se realiza a través del
receptor OB-R*.

La Leptina esta producida principalmente por el tejido adiposo, sobre todo por el tejido
graso subcutaneo, pero también se expresa en otros tejidos. La Leptina se produce de
manera proporcional a la cantidad de grasa corporal y funciona como un factor de
saciedad o lipostato, es decir, como una sefial que informa al hipotalamo sobre el
tamafio de los dep6sitos de grasa del organismo™®. En los periodos de ayuno, la masa
adiposa y los niveles plasmaticos de Leptina disminuyen, iniciandose la respuesta
orexigena e inhibiéndose la respuesta anorexigena; de esta manera, se estimula la
sensacion de hambre y se favorece la ingesta de alimentos. En los periodos postingesta,
aumenta la concentracion sérica de glucosa e insulina, aumentando los niveles
circulantes de Leptina, lo que induce sensacién de saciedad “.

Aparte de su bien conocida funcion reguladora de la homeostasis energética, la Leptina
participa en otros muchos procesos como la regulacion de la funcién neuroendocrina, la
hematopoyesis, la angiogénesis, y la reproduccion.

Las concentraciones circulantes de Leptina son mayores en mujeres que en hombres, y
mayores en los individuos obesos que en los normopeso. Asi, en la obesidad se produce
una situacion de resistencia a la Leptina, perdiéndose la actividad anorexigena de la
Leptina™®.

Leptina tiene importantes efectos sobre la homeostasis de la glucosa mejorando la
misma en ratones y humanos con lipodistrofia. Sin embargo, es importante destacar que
Leptina, no corrige la hiperglucemia en pacientes obesos, lo cual apoya el concepto de
resistencia a la Leptina en estos pacientes. Ademas, Leptina mejora la sensibilidad

hepatica a la insulina. Como en el misculo, Leptina disminuye los niveles intracelulares
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de TG hepéticos. Leptina podria tener una interaccién directa en el metabolismo de la
insulina inhibiendo su liberacion. En conjunto todos estos datos apoyarian el papel de la
Leptina en la regulacién de la homeostasis de la glucosa®’.

Las evidencias que apuntan a una posible participacion de la Leptina como
adipocitoquina proinflamatoria cada vez son mayores. Si bien es cierto que las
concentraciones circulantes de Leptina aumentan ante estimulos proinflamatorios como
TNF-a, IL-1, IL-6 o lipopolisacarido, también se ha sugerido que esta elevacion podria
tener una funcion protectora en algunos procesos como la artritis reumatoide. Los
ratones carentes de Leptina o de su receptor son menos propensos al desarrollo de
enfermedades con componente inflamatorio®.

Se ha sugerido una estrecha relacion entre la Leptina y la PCR. En experimentos in
vitro, la PCR humana inhibe la unién de la Leptina con sus receptores. In vivo, la
infusién de PCR humana en ratones ob/ob bloquea los efectos de Leptina sobre la
saciedad y la reduccion del peso corporal. Estos resultados sugieren la posibilidad de
que la PCR contribuye en la resistencia a la Leptina al ser capaz de atenuar sus
funciones fisiolégicas®®. No obstante, otros autores no han podido replicar estos
hallazgos™. Asimismo, se ha sugerido que la Leptina podria ser un determinante de los
niveles circulantes de la PCR en humanos®. Sin embargo, otros investigadores no
encuentran tal asociacion después de ajustar en funcion del porcentaje de la grasa
corporal sus resultados®?. Como puede apreciarse, el papel proinflamatorio de la Leptina

no esta todavia del todo esclarecido.

2.5.1.4 Lipocalina 2

Recientemente, se ha descrito a Lipocalina 2 como un marcador de inflamacion
relacionado con la obesidad y la RI®® que se encuentra elevado en pacientes con
enfermedad coronaria®. Lipocalina 2 presenta un alto nivel de expresién en tejido
adiposo y se encuentra sobreexpresada tanto en este tejido como en el higado de ratones
obesos diabéticos. La expresion de Lipocalina 2 se ve estimulada por factores que
promueven la RI, como corticoides 0 TNF-a. Ademas, se ha observado que la
administracion de rosiglitazona a ratones obesos diabéticos reduce las concentraciones
séricas de Lipocalina 2, lo que a su vez se correlaciona con una disminucion en la

inflamacién®. En humanos, estos mismos autores, demostraron que los niveles
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circulantes de Lipocalina 2 correlacionaban positivamente con la obesidad, los niveles
circulantes de TG, glucosa, PCR ultrasensible y el grado de insulin resistencia®.

2.5.1.5 Resistina

Resistina es una hormona de 108 aminoacidos que ha sido implicada en la patogéenesis
de la obesidad asociada a Rl y DM2 en modelos de raton, mientras que su papel en los
humanos es objeto de debate.

La Resistina inhibe la adipogénesis, pero, al mismo tiempo, su expresion aumenta
durante la diferenciacion de adipocitos, lo cual parece indicar que Resistina podria
actuar como una sefial negativa de retroalimentacion para reducir la formacion de tejido
adiposo. Se ha descrito, en diferentes modelos genéticos o dietéticos de obesidad en
roedores, un aumento en las concentraciones plasmaticas de Resistina®™.
Paradodjicamente, la expresion de Resistina en el tejido adiposo blanco de estos animales
se encuentra muy reprimida”".

Las evidencias cientificas disponibles hasta la fecha sugieren que la Resistina no
desempefia un papel importante en el desarrollo de la RI en humanos®. En cambio,
parece que si podria tener implicacion en la inflamacion. En este sentido, se ha
observado que Resistina se correlaciona con marcadores de inflamacion y es un
predictor de enfermedad coronaria en humanos independientemente de la PCR™.
Aunque la funcion fisioldgica exacta de la Resistina en humanos todavia no ha sido
esclarecida, se han descrito algunos mecanismos que podrian ayudar a entender su
efecto proinflamatorio®. Resistina y Adiponectina tienen efectos antagénicos sobre las
celulas endoteliales vasculares. Resistina tiene un efecto activador directo de las células
endoteliales vasculares a través de la produccion de endotelina-1, induce la expresion de
las moléculas de adhesion endotelial (VCAM1 e ICAML1) y de quimiocinas, ademas de
potenciar los efectos del ligando de CD40%°, mientras que Adiponectina regula a la baja

la expresion de estas moléculas.

2.5.1.6 Factor de necrosis tumoral alfa y sus receptores R1/R2

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria codificada en el cromosoma 6. La proteina
expresada tiene un peso molecular de 27 kDa (233 aminoacidos) y es escindida
proteolicamente para obtener un protémero de 17 KDa (157 aminoacidos)®".
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En el tejido adiposo los principales productores de TNF-a son los macréfagos y los
linfocitos®. TNF-a tiene multiples acciones en el tejido adiposo: aumenta la RI,
disminuye la actividad de la LPL y aumenta la sensibilidad a la lipasa para evitar la
acumulacién de lipidos®.

El TNF-a se encuentra muy implicado en la inflamacion secundaria a la obesidad,
induciendo un aumento en la expresion de la PCR hepética y una disminucion en la
expresion de Adiponectina en los adipocitos.

El TNF-o acelera el desarrollo de la ateroesclerosis al inducir en las células
endoteliales vasculares la expresion de las moléculas de adhesion VCAM-1, ICAM-1y
selectina-E, y favoreciendo la formacion de células espumosas por los macrofagos.

Esta citoquina actua a través de dos receptores de membrana: TNFR1 y TNFR2. La
porcion extracelular del receptor puede escindirse y existir de forma independiente
como un receptor soluble, pero manteniendo su capacidad de unién a la citoquina. El
receptor soluble competiria con el receptor de transmembrana por la union al TNF-a
disminuyendo asi su accién celular®’. TNF-o, presenta la misma afinidad por ambos
receptores. La union de TNF-a al receptor TNFR1 se considera un mecanismo
irreversible; en cambio su unién al receptor TNFR2 es reversible y parece concentrar a
esta citoquina en la superficie celular para después transferirla al receptor TNFR1%".
Diferentes estudios muestran concentraciones de TNF-o similares o escasamente
diferenciadas entre personas con obesidad morbida y personas con normopeso, pero en
cambio, si se detectan concentraciones aumentadas de los receptores en los estados de
obesidad. En cuanto a su determinacion sérica, es mejor la determinacion de los
receptores que la de la propia citoquina, dada la corta vida del TNF-a en la circulacion y

la mayor estabilidad de la molécula del receptor®.

2.5.1.7 Proteina transportadora de retinol tipo 4

La proteina transportadora de retinol tipo 4 (RBP4) es una proteina de 22-25 kDa, que
sirve de proteina transportadora de la vitamina A. Se expresa principalmente en el
higado, pero también se expresa en otros tejidos, como el adiposo. Se ha demostrado
gue tanto la expresién de RBP4 en tejido adiposo como los niveles séricos estan
aumentados en modelos murinos de obesidad y de RI. Ademas, la reduccion farmacolo-
gica de RBP4 mejora la sensibilidad a la insulina en la obesidad inducida por la dieta.
Parece que el RBP4 estimula la gluconeogénesis hepatica y altera la sefializacion de la

insulina en el masculo®. Se ha sugerido que las concentraciones circulantes de RBP4 se
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encuentran elevadas en pacientes con obesidad y DM2°*. Sin embargo, otros autores han
obtenido resultados contrarios®>®,

Recientemente, se ha descrito que el RBP4 presenta una correlacion positiva con
marcadores de inflamacion como MCP-1 y CD68 (un marcador especifico de
macréfagos) en adultos®”, asi como una correlacién positiva con la PCR, y negativa con
la Adiponectina en nifios®. Estos hechos plantean la posibilidad de la existencia de una

conexion fisiopatologica entre RBP4 e inflamacion.

2.5.2 Proteinas de fase aguda

2.5.2.1 La proteina C reactiva

La PCR es un marcador muy sensible sistémico de inflamacion y dafio tisular®. El gen
que codifica esta proteina se encuentra en el brazo corto del cromosoma 1; contiene un
unico intrén, que separa el péptido sefial de la region que codifica la proteina madura.
Su vida media en la circulacién es de 19 horas y no presenta variaciones circadianas. En
donantes de sangre sanos, la concentracion media de PCR es 0,8 mg/dl, pero tras su
estimulacion aguda sus valores pueden aumentar hasta 10.000 veces. En la mayoria,
pero no en todas las enfermedades, los niveles circulantes de PCR reflejan la presencia
de una inflamacion en curso con una precision mucho mayor que otros parametros
bioquimicos de inflamacién, como es la velocidad de sedimentacion globular®.

En condiciones normales la PCR es sintetizada principalmente por el higado,
incrementadndose su expresion en respuesta a citoquinas como TNF- a, IL-1 y IL6, y
parece incrementar el efecto proinflamatorio de estas citoquinas, induciendo el fenotipo
inflamatorio en las células endoteliales de los vasos sanguineos, las cuales incrementan
la expresion de moléculas de adhesién 'y la produccion de ERO™. La induccién de la
PCR en los hepatocitos se encuentra regulada a nivel transcripcional por la IL-6,
proceso que puede ser incrementado por IL-1.

El exceso de tejido adiposo se asocia al aumento de las concentraciones séricas de IL-6
y PCR, Yy estas mayores concentraciones se correlacionan con la hipertrofia de los
adipocitos. La secrecion de la PCR hepatica se encuentra incrementada por la
estimulacion de las adipocitoquinas TNF- o, IL-1 e IL-6 secretadas por los adipocitos y

macréfagos activados del tejido adiposo®.
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Las concentraciones circulantes de PCR son més altas en adultos con SM, y el
incremento de PCR es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de DM2 y
enfermedades cardiovasculares’.
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3. Consecuencias de la obesidad

3.1 Obesidad y ateroesclerosis

Hipocrates escribidé “La corpulencia no es solo una enfermedad en si misma, sino la
puerta de entrada de otras”, reconociendo a la obesidad como una enfermedad a la cual
se asocian otras comorbilidades. La obesidad es un factor de riesgo de ateroesclerosis,
merced a mdltiples mecanismos (Figura 4), siendo los tres principales: la RI, el
aumento de los AG libres, y el desequilibrio en el patron de produccién de
adipocitoquinas: aumentado las de perfil proinflamatorio (IL-6, 1L-18, TNF-a y Leptina
entre las més importantes) y disminuyendo las de perfil antiinflamatorio como la

Adiponectina’".

Genes AT .
\ f Resistencia sy [G/DM2 — :
i a insulina mdp- Dislipemia : ;
L cHDL 0
T AGL cLDL pequefias i
T Triglicéridos I
Desequilibrio = HTA —
citocinas - L trombolisis  mpy- ;
D|51uncmn
’ = ondotelial == s
Estilo de vida o) == |nflamacion ;

Figura 4. Patogenia de la ateroesclerosis en la obesidad. AGL: acidos grasos libres; cHDL:
colesterol de las lipoproteinas de densidad alta; cLDL: colesterol de las lipoproteinas de baja
densidad; DM2: diabetes mellitus tipo 2; HTA: hipertension arterial; 1G: intolerancia a la glucosa.
De Alegria et al. (2008).

La RI se produce a partir del acumulo del exceso de grasa en el interior de los
adipocitos y la secrecion por parte de estos adipocitos hipertroficos de adipocitoquinas
proinflamatorias. La infiltracion de grasa de las células pancreaticas acelera la
disminucion de la capacidad de los islotes pancreaticos de mantener el incremento de la
produccion de insulina que exige la Rl y, como consecuencia, se desarrolla de forma

prematura en el tiempo: la intolerancia a la glucosa y la DM2"%.
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La obesidad abdominal acentta el problema, probablemente debido a que se produce un
alto flujo por la via portal de AG, citoquinas y hormonas hacia el higado, procedentes
de los adipocitos del tejido adiposo omental. El resultado es una alteracion del
metabolismo hepatico, aumentandose la sintesis de apoB y VLDL, y un importante
aumento en la liberacién de insulina (hiperinsulinismo) a la circulacion general. En los
tejidos periféricos, que también presentan un aumento en el depoésito de lipidos, como
efecto de las citoquinas se produce una disminucion en la sensibilidad a la insulina. A
nivel vascular, el acimulo de lipidos promueve la proliferacion de los vasa vasorum de
la capa media arterial y la apoptosis por los macréfagos que a su vez liberan mas
citoquinas. Estos cambios, ayudan a explicar el papel de la obesidad como promotor
del proceso fisiopatoldgico de inflamacién intracelular y cuyo resultado es el dafio

arterial ™,

3.2 Obesidad y sindrome metabdlico

Muchas de las comorbilidades asociadas a la obesidad estan reflejadas en el Ilamado
sindrome metabolico (SM), también conocido como sindrome X, sindrome de Reaven
o sindrome de resistencia a la insulina. Este sindrome describe la agrupacion en un
individuo de varios trastornos metabdlicos, incluida la obesidad abdominal, que
confieren al que los presenta un elevado riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) y
DM2. Los factores de riesgo que componen el SM son la dislipemia aterogénica, la
HTA, la disglucosis y la exacerbaciéon de la inflamacién y la trombosis™. La
concomitancia de estas alteraciones metabdlicas es mas frecuente de los que se esperaria
por la mera casualidad, y su agrupacién afiade un riesgo cardiovascular (RCV) mas alla
del que aporta cada uno de los factores por separado”.

Previamente, a mediados del siglo XX, el médico francés Jean Vague™ observé que la
obesidad abdominal (obesidad androide) parecia predisponer a la DM2 y la cardiopatia,
mientras que la obesidad del tren inferior del cuerpo no tenia estas asociaciones. Con
més detalle, el trabajo de Gerald Reaven’®, profundizo en la clasificacién e importancia
clinica de un grupo de alteraciones metabolicas que denomin6 Sindrome X. En su
definicion se incluia la resistencia a la captacion de la glucosa estimulada por la
insulina, la intolerancia a la glucosa, la hiperinsulinemia, el aumento de la
concentracion plasmaética de VLDL y de TG, la disminucion de la concentracion

plasmatica de HDL-C y la HTA. Reaven planted la hipotesis de que estos factores de
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riesgo, cuando coexisten en una misma persona, pueden tener mucha importancia en la
génesis de la arteriopatia coronaria. Ademas, atribuy6 a la RI subyacente como la causa
de la asociacién de este grupo de factores de riesgo.

A lo largo del tiempo, la definicion de este sindrome ha ido oscilando entre una
concepcion etiopatogénica, que contempla a la Rl como el ndcleo fundamental y
criterio necesario de definicion’®, y una concepcién clinica que considera a la obesidad
abdominal como un criterio importante, incluso imprescindible’”

Existen en la actualidad varias definiciones para el SM’"® (Tabla 4). Las dos més
ampliamente aceptadas son la de National Cholesterol Education Program (NCEP/ATP
I11) y la de la International Diabetes Federation (IDF).

La prevalencia en nuestra sociedad de este sindrome aumenta dia a dia y la razén de ello
debemos buscarla en los cambios en los patrones alimentarios, el sedentarismo y en la
obesidad. La prevalencia varia ampliamente en funcion de los criterios utilizados y de la
poblacion estudiada, siendo méas frecuente en el varon y aumentando con la edad. En
Estados Unidos, utilizando los criterios de la ATP 1ll del 2001, y los datos del Third
National Health and Nutritional Examination Survey (NHANES I1I) entre 1988-1994,
se calculé una prevalencia de SM en la poblacion adulta examinada de un 22% 8. Esta
prevalencia no ha hecho mas que aumentar en las Ultimas décadas, y con los datos
NHANES entre 1999-2002 ya habifa alcanzado el 34,5%°%. En Europa, la prevalencia
global mediante los criterios de la OMS (excluyendo los diabéticos) es del 23% en
varones y del 12% en mujeres®®. En Espafia, el estudio VIVA (Variability of Insulin
with Visceral Adiposity) confirma los datos europeos, detectando una prevalencia del
19,3%™.

Dentro de los factores de riesgo que determinan la aparicién del SM, el aumento del
peso corporal es un factor de riesgo mayor. En el NHANES IlI, el SM estaba presente
en un 5% de los individuos con peso corporal normal, en un 22% de los individuos con
sobrepeso, y en el 60% de los individuos que eran obesos®.

Se ha demostrado también que la prevalencia del SM es mucho mayor en pacientes con
enfermedad cardiovascular y alteraciones del metabolismo hidrocarbonado. Los
pacientes con cardiopatia isquémica muestran una prevalencia dos veces mayor de
SM®. El estudio BOTNIA?’, llevado a cabo en los paises nérdicos, descubrié SM en el
10% de las mujeres y el 15% de los varones con tolerancia normal a la glucosa; en el 42
y el 64% de individuos con intolerancia a la glucosa, y en el 78 y el 84% de los

pacientes con DM2.
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Tabla 4. Criterios de definicion del Sindrome metabolico

Parametros

Presencia

NCEP/ATP Il
2005

PC >94 ¢cm varén

Alto riesgo de IR

ITGo

Insulinemia

0 > 88 cm mujer

cadera:

>0,9 varén
>0,8 mujer

o IMC > 30
Kg/m?

0o >80 cmmujer* | 0 IMC > 25 | glucemiaen en ayunas >
de Kg/m* o PC > | ayunas>110 | 75 percentil
102 cm varén o > | mg/dl
88 cm mujer
N° y =2 de: y =2 de:
alteraciones
Glucosa >100 mg/dl o en >100 mg/dl o ITG o glucemia Glucemia
tratamiento con diagndstico de en ayunas > 110 basal 110-125
farmacos por DM DM mg/dl mg/dl
HDL-C < 40 mg/dl varén <40 mg/dl varén | <40 mg/dl varon | < 45 mg/dl | <40 mg/dl
< 50 mg/dl mujer <50 mg/dl mujer | <50 mg/dl mujer | var6n
O en tratamiento O en tratamiento < 40 mg/dl
por HLD-C baja por HLD-C baja mujer
Trig|icerid03 > 150 mg/dl o en >150mg/dloen | > 150 mg/dl > 150 mg/dl >150mg/dl o
tratamiento con tratamiento con tratamiento
farmacos por TG farmacos por TG con farmacos
elevados elevados por DLP
Obesidad PC > 102 cm varén indice cintura | PC > 94 cm

varén o > 80

cm mujer

Hipertension

> 130/85 mmHg o
en tratamiento por

hipertension

> 130/85 mmHg o
en tratamiento por

hipertension

>130/85 mmHg

>140/90
mmHg

> 140/90
mmHg o en
tratamiento

por

hipertension

NCEP: National Cholesterol Education Program; IDF: International Diabetes Federation; AACE:
American Association of Clinical Endocrinologists; WHO: World Health Organization; EGIR: Group for
the Study of Insulin Resistance; PC: perimetro de cintura; IR: insulin resistencia; IMC: indice de masa
corporal; ITG: intolerancia a la glucosa; DM: diabetes mellitus; HDL-C: colesterol HDL.
*Para pacientes Asiaticos, japoneses y Chinos: PC > 90 ¢cm en hombres y > 80 ¢m para mujeres

En la patogénesis del SM, también encontramos a la obesidad y la alteracion en la

produccién y liberacion de moléculas bioldgicamente activas por parte de los adipocitos

y de otras células como los macréfagos, que infiltran el tejido adiposo®®. Estas

adipocitoquinas son moléculas que participan en la regulacién del apetito y la
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homeostasis energética, el metabolismo lipidico (TNF-a), la sensibilidad a la insulina
(TNF-0, Adiponectina, Resistina, Visfatina), la inmunidad (MCP-1, TNF-a, IL-6), la
angiogenesis, la presion arterial y la hemostasia (PAI-1). En la obesidad, la expresion,
sintesis y liberacion de adipocitoquinas proinflamatorias (TNF-o, IL-6, Leptina,
Resistina, haptoglobina) estd aumentada, y disminuye la sintesis y liberacion de
adipoquinas antiinflamatorias como Adiponectina®. Asi, se ha postulado la
participacion de la inflamacion de bajo grado que se asocia a la obesidad en el
mecanismo etiopatogénico del SM. Por otro lado, los niveles elevados de PCR, IL-6 y
TNF-0, que encontramos asociados con la obesidad visceral, también han sido
objetivados en los individuos que padecen este sindrome. Actualmente, los
conocimientos sobre la compleja interrelacion entre la respuesta inflamatoria de la
obesidad, la ateroesclerosis y el RCV con el SM son todavia limitados y motivo de una

intensa investigacién y debate cientifico (Figurab).
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Figura 5. Sindrome metabdlico y enfermedad cardiovascular. Reilly et al. (2003).
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4. Hepatopatia grasa no alcoholica (HGNA)

4.1 Concepto, epidemiologia y factores de riesgo

La HGNA se define como el depdsito excesivo de TG en el interior de los hepatocitos
de causa no alcohdlica. El higado sano contiene entre un 5-10% de su peso en grasa.
Una gran variedad de términos han sido utilizados para describir esta entidad como son
el de hepatitis grasa, enfermedad de Laénnec no alcohdlica, hepatitis diabética,
enfermedad hepatica alcohol-like, esteatohepatitis no alcohélica®. Los primeros casos
de HGNA fueron descritos hace mas de 30 afios en la literatura médica®. En 1980,
Ludwig acufio el término de esteatohepatitis no alcoholica (EHNA), comentando en su
descripcidn la posibilidad de una evolucién a cirrosis y su asociacion con la obesidad
moderada y con otras enfermedades relacionadas con la obesidad, como la DM2 y la
colelitiasis®™. La HGNA engloba un amplio espectro de lesiones hepaticas que van
desde la esteatosis simple (ES), pasando por la EHNA, hasta la fibrosis avanzada y la
cirrosis®. Hasta hace diez afios, escasos eran los conocimientos sobre la historia natural
o la etiopatogenia de la HGNA, pero en los Ultimos afios se estdn produciendo
importantes avances en los conocimientos de esta entidad clinico-patoldgica.

La prevalencia de la HGNA en la poblacién general es mal conocida debido a su
caracter silente, a la ausencia de un método de cribado aceptado, a que su diagndstico
preciso requiere de un procedimiento invasivo como es la biopsia hepatica y a que no
existe un consenso sobre su caracterizacion y gradacion histolégica®™. La prevalencia
de la HGNA es muy alta en algunas zonas del mundo como América del Norte y del
Sur, gran parte de Asia, el Pacifico (incluyendo Australia y Nueva Zelanda), Oriente
Medio y Europa™, y aunque no existen estimaciones precisas sobre su incidencia, la
HGNA es actualmente la causa mas frecuente de alteracion de las pruebas hepaticas y

|90

de consulta al especialista en hepatologia en el mundo occidental®™. Un método de

aproximacion para calcular la prevalencia de esta entidad en la poblacion general es la
utilizacion de datos de encuestas epidemioldgicas de salud, y asi es como Clark et al.®
usando los datos del NHANES Il entre 1988-1994, observaron que un 7,9% de la
poblacién tenia una elevacion asintomatica de las transaminasas [Aspartato
aminotransferasa (ASAT) >37 U/l y/o Alanina aninotransferasa (ALAT) >40 U/l en
varones y ASAT y/o ALAT U/l > 31 U/l en mujeres], y que sélo en un 31% de ellos

existia una causa identificable (alcohol, hepatitis virica, hemocromatosis). En el 69%
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restante, donde la elevacion de transaminasas no tenia una causa conocida, esta se
asocio de forma significativa en ambos sexos a un mayor IMC y PC, al aumento de los
niveles en sangre de TG e insulina en ayunas y la disminucion de los de HDL-C, y
ademas a una mayor prevalencia en mujeres de DM2 y HTA. Estos autores concluyen
que la mayoria de estas elevaciones en la cifra de transaminasas sin causa conocida y
significativamente asociadas a la obesidad y a otros pardmetros del SM estan causadas
por una HGNA.

En Estados Unidos, la prevalencia de la obesidad de la poblacion adulta mayor de 20
afios a finales del pasado siglo (1988-1994) era del 22,5%%. La esteatosis afecta a mas
de dos tercios de la poblacion obesa con independencia del estado glucémico, y a mas
del 90% de las personas con obesidad mérbida®. En estudios necrépsicos de individuos
no alcoholicos fallecidos en un hospital se observé la presencia de ES en el 70% de los
obesos y en un 35% de los individuos que tenian un peso normal. Al valorar la
presencia de EHNA, ésta estuvo presente en el 18,5% de las personas obesas y en el
2,7% de las personas sin sobrepeso®. En base a todo ello, y calculado sobre la
poblacién norteamericana en el afio 2000, Angulo® estimé que alrededor de 30,1
millones de obesos adultos tendrian ES y 8,6 millones EHNA, con independencia de su
estado glucémico. En un estudio més reciente realizado en adultos sanos japoneses®,
utilizando la ecografia hepatica como método diagndstico de HGNA, se encontrd una
prevalencia del 29%. En virtud de todos estos datos y aproximaciones y ajustandolos al
siglo XXI, la prevalencia en la poblacion general adulta en los paises occidentales de la
HGNA seria de un 20-30% y de un 2-3% para la EHNA'®,

La prevalencia y la severidad de la HGNA aumenta con la edad y los casos que en su
evolucion se complican se diagnostican mayoritariamente entre la sexta y octava
décadas de la vida®™.

En los estudios publicados hasta 1990 parecia que la HGNA y la EHNA eran mas
frecuentes en mujeres que en hombres, pero en los estudios mas recientes la tendencia
es a la igualdad o a un ligero predominio en los varones. La hipdtesis de que las
hormonas femeninas podrian resultar protectoras frente al higado graso se fundamenta
en que la HGNA es dos veces mas frecuente en mujeres posmenopausicas que en
premenopausicas®.

Los factores de riesgo mas claramente asociados a la HGNA son la obesidad, la
hiperglicemia, la DM2 y la hipertriglicerinemia®®!. La asociacién causal méas fuerte

conocida es con la obesidad, en concreto con la obesidad central o visceral. La obesidad
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central tiene una fuerte correlacion con la Rl y ésta es el elemento clave en la
patogénesis del SM. Asi, actualmente se considera que la HGNA es la manifestacion
hepatica del SM, lo que permite establecer un vinculo de union entre la obesidad, la
DM2, las enfermedades cardiovasculares y la HGNA, ya que comparten entre si
factores fisiopatogénicos®. La DM2 es un factor de riesgo de EHNA independiente de
la obesidad y, de hecho, las personas diabéticas presentan, respecto a las que no lo son,
un mayor acimulo de grasa visceral y de TG hepéticos para un mismo IMC*®™. La
prevalencia de HGNA en los individuos diabéticos se eleva hasta un 75% vy, en estos
pacientes, la enfermedad hepética sigue un curso mas agresivo con una mayor
necroinflamacién y fibrosis.

Los factores de tipo genético también predisponen a que se produzca la HGNA, de

hecho, 2/3 partes de los casos presentan una historia familiar de DM2%.

4.2 Historia natural de 1a HGNA

No existen investigaciones prospectivas y longitudinales que aborden con rigor esta
cuestion, entre otras razones porque no es habitual realizar biopsias a pacientes con
sospecha clinica de HGNA y mucho menos biopsias seriadas.

Aunque la evolucion y el prondstico de esta entidad no estan claramente definidos, éstos
parecen relacionarse con la intensidad de la lesion histologica en el momento del
diagnostico®™. Matteoni et al.*® publicaron un estudio retrospectivo sobre 132 casos
seguidos hasta 18 afios, clasificando a los pacientes en 4 tipos histoldgicos: tipo 1, ES;
tipo 2, esteatosis con inflamacion lobulillar; tipo 3, esteatosis con degeneracion
balonizante, y el tipo 4, esteatosis con fibrosis con/sin hialina de Mallory. La evolucion
a cirrosis a los 10 afios fue del 24,7% en los tipos 3 y 4, mientras que en los tipos 1y 2
fue sélo del 3,4%. Aunque no se observaron diferencias significativas en cuanto a la
mortalidad global, si las hubo en cuanto a la mortalidad relacionada con la enfermedad
hepatica, que fue del 11% en los tipos 3 y 4 por tan sélo del 1,7% en los tipos 1y 2.
Estos resultados apuntan a que el pronéstico de la HGNA diagnosticado en fases
tempranas es mas benigno, mientras que en los casos en que la lesion hepatocelular y/o
fibrosis estan avanzadas, la evolucion a cirrosis en un plazo de 10 afios es mas frecuente

y con repercusion en las tasas de supervivencia.
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En otro estudio realizado en la cohorte del condado de Olmsted en Minnesota, 420
pacientes diagnosticados de HGNA fueron controlados durante un promedio de 7,6
afios. Durante el periodo de seguimiento, 53 pacientes (12,6%) fallecieron. La
supervivencia de los pacientes con HGNA fue menor que la de la poblacion general
ajustada por edad y sexo. Las enfermedades hepaticas fueron la tercera causa de muerte
en los pacientes con HGNA, en comparacion con la treceava en la poblacion general. La
edad avanzada, la intolerancia a la glucosa y la cirrosis fueron los factores de riesgo

asociados a un mayor mortalidad'®.

4.2.1 Progresividad lesional

Los estudios transversales indican que la mayoria de individuos con HGNA tienen una
ES en el momento de su diagndstico® y existe una cierta conviccion entre los clinicos
de que la progresion de este estadio al de EHNA es algo inhabitual. Teli et al.*®,
estudiando a 12 pacientes con ES a quienes realizaron una nueva biopsia por
persistencia de la hipertransaminasemia, informan de la inexistencia de cambios
histolégicos en un seguimiento de hasta 19 afios. En el estudio de referencia de
Matteoni et al.’® se observé progresion a cirrosis clinica en el 3% de 59 pacientes con
ES en un seguimiento medio de 10 afios. En cambio, en los individuos con EHNA los
estudios demuestran un mayor potencial de progresion lesional y con ello un peor
pronéstico evolutivo, y en ese mismo estudio de Matteoni et al.'®, el 25% de los
pacientes con EHNA inicial seguidos de forma retrospectiva cumplian criterios clinicos
de cirrosis hepaética tras un seguimiento medio de 10 afios. Una prueba adicional de la
naturaleza evolutiva de la HGNA son estudios que demuestran, con evidencias
epidemioldgicas, que hasta el 80% de las cirrosis criptogenéticas son fases terminales de
un higado graso®®*"".

Mas controvertida es la relacion de HGNA con la posibilidad de desarrollo de
carcinoma hepatocelular (CHC). Varios son los casos de pacientes que han sido
diagndsticados de un CHC sobre la base de la existencia de una EHNA, pero es raro
hacer este diagnostico durante el seguimiento de estos pacientes. En un estudio
prospectivo de 23 pacientes con EHNA asociada a cirrosis, ningin caso de CHC fue
diagnosticado durante los 5 afios de seguimiento promedio®, lo que contrasta con el 1-

3% anual esperado en los pacientes con hepatitis cronica C. En otro estudio de 42
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pacientes con un diagndstico histoldgico de EHNA y un seguimiento de hasta més de 20
afios, slo se produjo un caso de CHC*®™.

o i -20% g? CHC
a 10 anos > | | 0-20% (7
13% a 5 afios | Cirrosis -
8% a 7 afios 259 a 10 afios| Orasa (-Jl
Esteatosis | > ~EHNA > 16% a 10 afos
tipos 1y 2 tipos 3y 4 119 & 10 afios -
» | Muerte por

29 a 10 ahos hepatopatia

>

Figura 7. Esquema de la posible historia natural de la HGNA. EHNA: esteatohepatitis no alcoholica;
CHC: carcinoma hepatocelular. Moreno-Sanchez et al. (2006).

4.2.2 Diagndstico de HGNA. ;Esteatosis, esteatohepatitis,
cirrosis?

El diagnostico de HGNA se realiza frecuentemente en individuos asintométicos a los
que se les detecta una elevacion de las transaminasas en un analisis rutinario, o se les
practica una ecografia hepatica en un estudio realizado por cualquier motivo®. Las
pruebas hepaticas (AST, ALT) y/o las técnicas de imagen (ecografia, TC, RM) no
permiten distinguir entre esteatosis, esteatohepatitis y cirrosis. Todo ello hace que la
biopsia hepatica sea la Unica prueba capaz de confirmar la presencia o ausencia de
esteatohepatitis y/o fibrosis en un paciente que esté siendo estudiado por una HGNA®,
Existe claramente la necesidad de encontrar marcadores clinicos y/o bioldgicos no
invasivos que realmente sean capaces de discriminar entre EHNA y ES o la evolucion
de una fase histoldgica a otra. Existe un consenso que establece que la edad, la obesidad
y la DM2 son los predictores mas importantes de fibrosis hepatica®***. El hecho de
que una edad superior a 40-50 afios, sea un factor relacionado con la posibilidad de
fibrosis avanzada y/o cirrosis, parece reflejar que cuanto mas dure la infiltracion grasa

més tiempo esta sometido el hepatocito al riesgo lesional®® .
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Se sabe que un 20-60% de los pacientes con EHNA tienen elevado el valor de ferritina
sérica, probablemente reflejando la exitencia de inflamacion y lesion a nivel del
hepatocito, més que un aumento de los depésitos hepaticos de hierro™%*2.

Mas recientemente se han estudiado otros posibles marcadores hepaticos de fibrosis no
invasivos como los relacionados con el metabolismo del colageno y la matriz

1.1 estudiaron el &cido hialurénico en un estudio sobre 173

extracelular. Laine et a
pacientes demostrando que ninguno de ellos con un nivel sérico de acido hialurénico
inferior a 35 pg/L padecia una fibrosis hepética significativa. Otros autores,
demostraron que los niveles circulantes de &cido hialurénico eran poco capaces de
discriminar entre los pacientes con ES no complicada y la EHNA con grado leve de
fibrosis. En el estudio de Suzuki et al., valores en suero de &cido hiarurdnico
superiores a 46,1 pg/L se asociaron con severa fibrosis hepatica, con una sensiblidad
del 85% y una especificidad del 80%. El valor predictivo negativo de la prueba era del
96% , pero el valor predictivo positivo era sélo del 51%, al asumir una prevalencia de
fibrosis severa en los pacientes con HGNA del 20 %'*. En otras ocasiones, se han
disefiado algoritmos para predecir la presencia de fibrosis hepéatica basados en la
combinacidn de diferentes marcadores séricos hepaticos. Este es el caso del estudio de
Internacional Multicéntrico de Rosenberg et al. sobre una cohorte de 1021 pacientes con
diferentes enfermedades crdnicas hepaticas a los que se realizd una biopsia hepatica y la
determinacion de los niveles séricos de 9 marcadores hepaticos de fibrosis. El algoritmo
incluia la edad, los niveles de &cido hialurénico, del propéptido amino-terminal del
procolageno tipo 111y del inhibidor de las metaloproteinasas A de la matriz extracelular.
Se obtuvo un algoritmo de prediccién cuya sensibilidad era de un 90% para la deteccion
de fibrosis y cuyo valor predictivo negativo era del 92% (ausencia de fibrosis
significativa). Este algoritmo funciond de forma muy notable en el caso de la HGNA™>.
Recientemente, se ha desarrollado la elastografia hepética, también Ilamada FibroScan.
Esta técnica evalua el grado de fibrosis hepatica mediante la determinacion de la
elasticidad hepaética. La elastografia hepatica que es una técnica no invasiva y de facil
realizacion que tiene su handicap en la valoracién de la personas con una gran obesidad
en las cuales la medicion de la elasticidad hepatica frecuentemente no es técnicamente

realizable!®,
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4.3 Relaciones patogénicas de la HGNA

4.3.1 El higado un organo clave en la homeostasis
metabdlica

El higado es un 6rgano que ocupa un lugar central en el metabolismo intermediario y es
clave en el mantenimiento del balance energético global. Entre sus multiples funciones
encontramos la de sintetizar las proteinas séricas mas importantes como es la albimina,
la produccién de la bilis y sus transportadores (&cidos biliares, colesterol, lecitina,
fosfolipidos), la regulacion de nutrientes (glucosa, glucégeno, colesterol, aminoacidos),
y el metabolismo y la conjugacion de compuestos lipofilicos (bilirrubina, aniones,
cationes, farmacos) para su excrecion en la bilis o la orina.

En este apartado analizaremos los conocimientos actuales en relacion con la capacidad
del higado para captar, metabolizar, almacenar y liberar lipidos, y como la alteracion de
estos procesos conduce al acumulo excesivo de TG en los hepatocitos con la
consiguiente inflamacion y el dafio del tejido hepatico, caracteristicas ambas que
definen la HGNA.

La razon ultima del depoésito de TG intrahepaticos todavia no esta del todo establecida,
aunque todo parece indicar que el inicio se localiza en la disfuncion del tejido adiposo,
como la que se observa en la obesidad, caracterizada por una hipertrofia de los
adipocitos, infiltracion por macréfagos, deterioro de la sefializacion de la insulina y
resistencia a la misma. El resultado es la liberacién de gran cantidad de adipocitogquinas
inflamatorias y cantidades excesivas de AG libres que promueven el depoésito de grasa
ectopica y una situacion de lipotoxicidad a nivel de la célula B-pancreatica, la célula
muscular esquelética y el hepatocito. El depdsito de estos lipidos y su toxicidad conduce
a un dafio metabolico significativo con disminucion de la secrecion pancreatica de
insulina y la tendencia a desarrollar DM2; disminucion de la captacion muscular de la
glucosa mediada por la insulina; aumento de la produccion hepéatica de glucosa y
acumulacién hepatica patologica de lipidos que conducen a la HGNA y la EHNA.
Finalmente, este conjunto de cambios conlleva un aumento en el riesgo a sufrir una

enfermedad cardiovascular'’ (Figura 8).
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Figura 8. Factores genéticos y ambientales mal conocidos modifican la biologia normal del adipocito
conduciéndolo a la hipetrofia y a una situacién de hipoxia, alterandose el plegado de sus proteinas y
produciendo estrés del reticulo endoplasmico. Esto produce una activacion de las vias inflamatorias, y
finalmente la necrosis de los adipocitos. Estos acontecimientos envian ‘“sefiales” (liberacion de
adipocitoquinas, hormonas, otros factores desconocidos) que reclutan localmente a los macréfagos.
Esta comunicacion activa entre adipocitos y macréfagos autoperpetla el estado patologico
inflamatorio. La resistencia a la insulina en los adipocitos aparece como consecuencia de todo lo
anterior, causando la liberacién de AG libres hacia los tejidos, en especial al musculo esquelético, al
higado y a las células B-pancredticas, asi como al corazén y al lecho vascular. Cusi et al. (2010).

CHF, insuficiencia cardiaca congestiva; CRP, proteina C reactiva; HGP produccion hepética de
glucosa; IL-6, interleuquina-6; JNK, quinasa N-terminal de c-Jun; NAFLD, hepatopatia grasa no
alcoholica; NASH, esteatohepatitis no alcohdlica; NF-kB, factor nuclear—«B; T2DM, diabetes mellitus
tipo 2; TNF-a factor de necrosis tumoral a.

El deposito intrahepatico de grasa puede ser el resultado de un aumento del aporte de
AG libres hacia el higado y/o de un aumento en la oxidacion lipidica hepética y/o de
una disminucion de la sintesis/secrecion de las VLDL y/o por la novo lipogénesis
hepética. De las causas anteriores, el aumento del flujo de AG libres hacia el higado se
considera el mas importante.

La mayoria de los AG circulantes (alrededor del 95% en las personas delgadas y del
86% en las personas obesas) provienen de la lipolisis de la grasa subcutanea y el resto
proviene del tejido graso visceral. La primera causa de aumento del flujo de AG hacia el
higado es la debida al aumento en la ingesta caldrica y de las grasas aportadas por la

dieta. El tejido graso visceral es también una fuente hepatica importante de AG, no so6lo
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porque es altamente lipolitico, sino porque ademas libera estos AG directamente dentro
de la circulacion venosa portal, con el consiguiente obligado paso hepatico™®. Tras ser
captados por el hepatocito, los AG pueden ser reesterificados para formar TG, o ser
oxidados.

Los pacientes con EHNA, independientemente de su grado de obesidad, tienen
aumentada la lipolisis, y aumentadas las concentraciones en plasma de AG, tanto
durante el ayuno como durante la infusion de insulina en la realizacion del clamp
euglucémico hiperinsulinémico™®. Mediante la determinacién de la concentracion en
plasma de B-hidroxibutirato (indicador de la de la oxidacion hepética de AG) y de la
oxidacion lipidica total se ha demostrado que la oxidacion hepéatica de AG esta
aumentada en las personas que padecen una HGNAM*1%.

La novo lipogénesis hepética es la sintesis endégena de AG. En condiciones normales
ésta aporta menos del 5% del total de los AG hepéticos. En la HGNA, la novo
lipogénesis estd aumentada y representa mas de un 26% de la recién sintetizada VLDL,
mientras que la dieta sélo representa el 14,9%, y el 59% restante proviene de la lipolisis
a nivel del tejido adiposo®. La novo lipogénesis sélo produce AG saturados, y los
estudios realizados en humanos sobre la composicion de los TG hepaticos muestran un
exceso relativo AG saturados y una deficiencia en AG poliinsaturados'?. Este Gltimo
dato puede ser un reflejo del aumento de la novo lipogénesis.

El higado es la principal fuente de TG circulantes. Una vez formados, los TG son
liberados a la circulacion general en forma de VLDL. Aqui, nuevamente los estudios
demuestran que la sintesis de TG y su liberacion como VLDL estan aumentados en los

personas con una HGNA'%,

4.3.2. HGNA y resistencia hepdtica a la insulina

La RI es el factor mas reproducible y fundamental en el desarrollo de la HGNA. La Rl
permite el acimulo de grasa en los hepatocitos por dos mecanismos: lipolisis e
hiperinsulinemia®.

Estudios metabolicos en humanos y en animales demuestran la existencia de una fuerte
relacién entre la obesidad visceral, esteatosis hepética y RI°®®. La consecuencia de la
RI en los tejidos periféricos (musculo esquelético, tejido adiposo) es la disminucién en
la captacion de glucosa. Sin embargo, a nivel hepatico, la resistencia hepatica a la
insulina se traduce en una disminucién en la sintesis de glucdgeno y un aumento de la

gluconeogénesis provocando un aumento de la produccion hepatica de glucosa™.

57




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
VISFATINA: UN POTENCIAL BIOMARCADOR DE ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA EN MUJERES CON OBESIDAD MORBIDA NO DIABETICAS

JoSE€ ANtontioc POYYas Ledante
Diposit Legal: T. 188-2013

La secuencia etiopatogénica donde la esteatosis hepatica precede a la resistencia
hepatica a la insulina ha sido demostrada en ratas sometidas durante un corto periodo de
tiempo a una dieta rica en grasas. La resistencia hepatica a la insulina podria ser debida
a una disminucién de la tirosin fosforilacion del substrato del receptor de la insulina 1 y
2 (IRS-1 y IRS-2) estimulada por la insulina. Estos cambios estan asociados a la
activacion de la proteina quinasa C-épsilon (PKC-épsilon) y la quinasa c-Jun N-terminal
1 (JNK1). Finalmente, el acumulo hepatico de grasa disminuye la activacion por parte
de la insulina de la glucégeno sintetasa y aumenta la gluconeogénesis'®*.

En humanos, la causa primaria de esteatosis podria estar centrada en defectos en la
actividad mitocondrial y relacionada con la dificultad para la B-oxidacion de los AG.
Estos defectos mitocondriales podrian tener una base genética que podria verse
agravada por el envejecimiento y por factores medio ambientales como una ingesta
importante de grasas saturadas. Una vez establecida la esteatosis, ésta podria causar
entonces la RI hepatica®. Por el contrario, existe un clara asociacion entre la
esteatohepatitis demostrada histologicamente, la resistencia periférica a la insulina y
varias de las caracteristicas que definen el SM vy, por todo ello, es 16gico pensar que la
resistencia periférica a la insulina tiene un papel etiopatogénico en esta forma de
HGNA'%,

Una cuestion clave en la patogénesis de la EHNA seria conocer si la resistencia hepatica
a la insulina, cuyo origen estaria en el higado esteatdsico, puede ser el inicio del dafio
celular y de la inflamacién hepética que se produce en la EHNA. Existen estudios que
muestran que esto Ultimo es posible por un mecanismo molecular que bloquearia la
sefial del receptor hepatico a la insulina'®®. En el musculo y en el higado, la RI favorece
la acumulacion intracelular de AG y sus metabolitos, produciéndose la activacion de la
proteina quinasa C. La proteina quinasa C cataliza la fosforilacion de serina/treonina del
receptor de la insulina y de sus proteinas, IRS-1 e IRS-2, lo que dificulta la fosforilacion
de tirosina necesaria para obtener una sefializacion fisioldgica. Estos efectos sobre IRS-
2 son criticos para el receptor hepatico a la insulina®'%.

En la EHNA, se ha constatado un aumento en la expresién del citrocromo P450 2E1
(CYP2EL). Esto se traduce en un aumento del estrés oxidativo asociado a una
disminucién de la sefial del receptor de la insulina'*’. Otra molécula candidata a
intervenir en la transicion entre ES y EHNA es TNF-a. TNF-a podria aumentar la Rl
hepética via la activacion de la quinasa IKK-p, o de la quinasa JNK1, o por la induccién
de IL-6>.

58




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
VISFATINA: UN POTENCIAL BIOMARCADOR DE ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA EN MUJERES CON OBESIDAD MORBIDA NO DIABETICAS

JoSE€ ANtontioc POYYas Ledante
Diposit Legal: T. 188-2013

En otra hipotesis, la ES y la EHNA podrian estar producidas por el efecto combinado de
una severa RI periférica y el fracaso relativo de las adipocitoquinas en su intento de
contrarrestar los efectos del hiperinsulinismo y la hiperglicemia en ayunas sobre el
recambio hepatico lipidico. Aqui nos encontramos con algunos estudios que atribuyen a

niveles bajos de Adiponectina en suero la diferencia entre EHNA y ES'?

. Adiponectina
facilita el transporte de los AG al interior mitocondrial para su 3-oxidacién y suprime la
sintesis hepatica de AG, lo que contrarrestaria los efectos de los altos niveles de insulina
en plasma. Ademas, experimentalmente la administracion de Adiponectina en ratones
obesos KK-Ay previene el dafio hepatico al inhibir la sintesis y/o liberacion de TNF-

129
o .

4.3.3. Transicion de esteatosis a esteatohepatitis

Los factores responsables de la evolucion desde la esteatosis hasta la esteatohepatitis
son objeto de una intensa investigacion y especulacién, pero actualmente permanecen
sin aclarar. Un primer intento de proporcionar una explicaciéon racional sobre la
fisiopatolgia de la progresion del dafio hepatico fue el “two-hits model™. En este
modelo, el dafio celular hepéatico aparece cuando la capacidad de los hepatocitos para
almacenar grasas de forma segura es sobrepasada. Asi, estos AG se convierten en
toxicos para la célula en un proceso fisiopatolégico que se denomina lipotoxicidad. La
lipotoxicidad puede causar muerte celular por el efecto directo de los mediadores
lipidicos en la apoptosis. Por otro lado, la liberacion de los lipidos oxidados y de sus

productos de peroxidacién puede ser el instrumento en el reclutamiento celular y

mantenimiento de la respuesta inflamatoria que caracteriza a la esteatohepatitis®. Asi,

se entiende que la esteatosis representa un primer paso (“first hit”) para la aparicion de
la esteatohepatitis, pero que un segundo paso (“second hit”) es necesario para causar el
dafio celular y la inflamacién mantenida que caracterizan a esta entidad*.

Un resumen actualizado del “two-hit model of NASH pathogénesis” podria ser el

siguiente®!3:

e Enla primera fase el factor clave es una RI periférica por infrarregulacion de los
IRS-1, en particular en el tejido adiposo. Ello es consecuencia de una
sobreproduccidn constitutiva de adipocitoquinas, al aumentar la masa celular y,
quizas, de la induccion de citoquinas en el contexto de un proceso inflamatorio

subclinico. El principal mediador parece ser el TNF-a y ciertos polimorfismos
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de éste podrian representar una susceptibilidad genética a la RI. La pérdida de la
sefializacion insulinica de los tejidos periféricos (musculo y tejido adiposo)
induce lipdlisis e hiperinsulinemia. El exceso de AG circulantes, tras su
captacion por un higado que permanece sensible a la accion de la insulina, sirve
de sustrato para la lipogénesis. Los TG producidos se acumulan al estar
deteriorada la capacidad hepatica de excrecion en forma de VLDL. La esteatosis
del hepatocito induce cierta agresion oxidativa que se ve contrarrestada
(adaptacion hepatocelular) por diversos sistemas antioxidantes y por la
sobreexpresion de UCP mitocondriales de la fosforilacion oxidativa. Ello
mantiene viable al hepatocito, aunque lo hace wvulnerable a agresiones
posteriores.

e En la segunda fase, el factor clave es el estrés oxidativo hepatocelular, que surge
del desequilibrio entre una mayor agresion oxidativa y el agotamiento de los
sistemas antioxidantes. La agresién oxidativa se produce por un exceso de
radicales libres de oxigeno/especies reactivas de oxigeno (RLO)/ERO)
generados a partir de la oxidacion de AG, de manera directa por -oxidacion
peroxisomal y Q-oxidacion microsomal, y de forma indirecta por f-oxidacion
mitocondrial, que conduce a sobreproduccion de cofactores enzimaticos de la
fosforilacion oxidativa que saturan la cadena respiratoria. Los RLO/ERO
provocan peroxidacion lipidica de la membrana celular hepatica con produccion
de aldehidos reactivos [malondialdehido (MDA) e hidroxialquileno (HNE)],
induccion de citoquinas mediante la activacion del NF-xf3 [TNF-a, factor de
crecimiento transformante-beta (TGF-p) e IL-8] y expresion del ligando Fas.
Todos estos factores promueven los fendmenos histologicos tipicos de la
esteatohepatitis:

a) apoptosis/necrosis celular (RLO/ERO, ligando Fas, TNF-a y TGF-f);

b) inflamacion de predominio polimorfonuclear (HNE e IL-8)

c) fibrosis (MDA, HNE, TNF-a y TGF-p)
Ademas, la incorporacion de los AG dicarboxilicos, generados en la Q-oxidacion
microsomal, del TNF-o y de los aldehidos reactivos a la cadena respiratoria
mitocondrial, causa mayor produccion de RLO/ERO, con lo que se crea un circulo

Vicioso.
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Figura 9. Mecanismo de la lipotoxicidad en la HGNA. Las ERO se forman a través de procesos
oxidativos dentro de la célula. En la mitocondria, el deterioro en la actividad de la cadena respiratoria
mitrocondrial conduce a la formacion de aniones superoxido y el peréxido de hidrégeno. La acumulacién
de AG en el citosol aumenta la oxidacién de AG en los peroxisomas y el reticulo endoplasmatico (ER).
La B-oxidacion peroxisomal inicial es catalizada por acil-CoA oxidasa (AOX) que forma peréxido de
hidrdgeno a través de la donacion de electrones al oxigeno molecular. La Q-oxidacion microsomal es
catalizada por enzimas del citrocromo P450 (CYP) 2E1,4A10 y 4A14, los cuales forman ERO a través de
la donacion de electrones al oxigeno molecular mediada por flavoproteinas. Los AG poliinsaturados
(PUFAs) son muy susceptibles a la peroxidacion lipidica por las ERO. Los subproductos de la
peroxidacion de los PUFAs son aldehidos, tales como el hidroxialquileno (HNE) y malonildialdehido
(MDA). Estos aldehidos son en si mismos citotoxicos y pueden difundir libremente al espacio
extracelular a afectar a las células distantes. Las ERO y los aldehidos inducen estrés oxidativo y la muerte
celular a través de la deplecion de ATP y NAD, dafio del ADN y las proteinas y también consumiendo el
glutation. Ademaés, ERO Yy los aldehidos inducen la inflamacion a través de la produccion de citocinas
proinflamatorias, que conducen a la quimiotaxis de los neutréfilos. En el espacio extracelular, HNE vy
MDA actlan como potentes factores quimiotacticos para los neutréfilos. Por ultimo, las ERO y los
productos de la peroxidacion lipidica puede conducir a la fibrosis mediante la activacion de las células
hepaticas estrelladas las cuales sintetizan el colageno y perpetdan la respuesta inflamatoria. Browning et
al. (2004).
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Existen investigadores que no estan de acuerdo con el hecho de que la esteatosis per se
juegue un papel principal en la progresion a EHNA de la HGNA. Estos investigadores
argumentan que los TG intrahepaticos son probablemente relativamente inertes y que,
por lo tanto, no téxicos en un modo directo. En el estudio de Yamaguchi el al.**
trabajando en un modelo animal de EHNA donde se inhibi la sintesis hepéatica de TG,
se observo que se incrementaba la actividad CYP2E1L, el dafio oxidativo celular, la
inflamacion y la fibrosis hepatica. Estos autores sugieren que el almacenamiento de TG
a nivel hepatico podria representar un mecanismo de proteccion contra la citotoxicidad

de los AG.

4.4 Adipocitoquinas y la HGNA

La obesidad no so6lo se asocia al desarrollo de hipertension arterial y diabetes tipo 2,
sino que también tiene efectos negativos sobre el funcionamiento hepatico. En la
actualidad existen importantes evidencias que demuestran que la HGNA es un
componente méas del SM%**®, La RI ha sido identificada como el factor fundamental en
la fisiopatologia de la HGNA™*. La RI es determinada por una compleja interaccion
entre factores genéticos, factores nutricionales y factores relacionados con el estilo de
vida. Hoy en dia, ademas, conocemos de la existencia de unos mediadores solubles
sintetizados por las células del sistema inmune y del tejido adiposo, las adipocitoquinas,
que parecen estar involucradas en las manifestaciones y progresion de la HGNA vy, lo
que es mas importante, en la regulacion de la actividad de la insulina*®***® (Figura 10).

La identificacion de los mecanismos que provocan y median en la HGNA relacionada
con la obesidad es un tema actual de investigacion y en los ultimos afios se han
realizado progresos substanciales. Las citoquinas estan involucradas tanto en la
fisiologia del higado sano, como en la fisiopatologia de muchas enfermedades hepaticas
agudas o crénicas. Estas proteinas estan producidas por casi todos los tipos celulares
que forman el tejido hepatico y juegan un papel fundamental en el funcionalismo y la

regeneracion hepética***%.
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Figura 10. Regulacion de la EHNA y la resistencia a la insulina (RI). Vias y mediadores implicados.
TNF-a y otras citoquinas como IL-6 estan implicadas en la produccion de RI. Otros factores del sistema
inmune como las proteinas SOCS (1,2 y 7), también estan implicadas en este proceso. SOCS-1 y SOCS-
3 pueden promover la degradacion proteosomal de IRSs mediada por ubiquitinas, y también aumentan la
transcripcion del factor SREBP-1c, que es un regulador clave de la sintesis hepética de AG. En los
Gltimos afios, han sido identificadas vias intracelulares que estan criticamente involucradas en la
patogénesis de la RI. El estrés del reticulo endoplasmatico (RE) y varias quinasas como JNK e IKK son
de gran importancia no sélo porque activan las vias inflamatorias, sino porque aumentan la RI. El estrés
del RE conduce al un aumento en la RI a través de la activacion de INK y la consiguiente fosforilacion
de serina en IRS-1. Tilg et al. (2006).

Las citoquinas son unos mediadores clave en la inflamacion hepatica, la muerte celular
hepética, la colestasis y la fibrosis hepatica®®’, asi como en la regeneracion del
hepatocito tras su lesion™*®. La sintesis de citoquinas como TNF-a ¢ IL-6 es uno de los
primeros acontecimientos en los procesos donde se produce dafio celular hepético. Estas
dos citoquinas desencadenan la produccidn de otras citoquinas Y el conjunto conduce a
la activacion del fenémeno de reclutamiento de células inflamatorias y el inicio del

proceso de curacién del tejido hepatico, el cual incluye la fibrogénesis.
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Se han demostrado aumentos en los niveles circulantes y en la expresion hepética de
TNF-0 en los pacientes con EHNA. Crespo et al."* demostraron un aumento de la
expresion hepatica de TNF-a y de TNFRI1 en pacientes con EHNA comparados con
pacientes con ES. Ademas, en este mismo estudio, los pacientes con grados mas
avanzados de fibrosis, también presentaban un aumento en la expresion de TNF-a a
nivel hepatico. Sabemos que TNF-a actia como un modulador de la sensibilidad a la
insulina, tanto a nivel sistémico como a nivel hepatico, y que ciertos polimorfismos de
esta molécula se asocian con una mayor incidencia de Rl y de EHNAY. Todo lo
anterior en su conjunto convierte a TNF-a en una citoquina con un papel principal al
mediar en la interaccion entre los dep6sitos de grasa tisulares, la accién de la insulina y
el proceso inflamatorio.

La Leptina inhibe la accion de la insulina, y la elevacion de los niveles de Leptina
empeoran la R1 y el metabolismo lipidico. La resistencia periférica a la insulina y unos
niveles circulantes elevados de Leptina pueden favorecer la oxidacion de AG vy la
produccién de ERO, promoviendo la fibrogénesis hepatica’*'. En los pacientes con
EHNA, los niveles circulantes de Leptina se correlacionan positivamente con el
contenido hepético de grasa (esteatosis), el grado de fibrosis e inflamacion hepaética, y
con los niveles séricos de glucosa, insulina, péptido C, lipidos y ALT. Sin embargo, los
niveles séricos de Leptina no son un factor predictivo independiente del grado de
inflamacion y/o fibrosis hepética™*.

De forma similar, los niveles séricos de Resistina estan aumentados en la EHNA
correlacionando con la resistencia hepéatica a la insulina, el contenido hepético de
grasa*® y el grado histolégico de inflamacion™*.

En el otro lado de la balanza, el de la proteccion, tenemos a Adiponectina cuyos niveles
circulantes estan disminuidos en los pacientes con HGNA vy relacionados de forma
inversa con la RI hepatica, el contenido hepatico de grasa, el grado de inflamacion y de
la extension de la fibrosis hepatica. Unos niveles circulantes elevados de TNF-a y bajos
de Adiponectina han demostrado ser unos predictores independientes de EHNA en los
pacientes con HGNA',

En resumen, en condiciones fisiologicas existe un equilibrio entre las adipocitoguinas
de perfil antiinflamatorio y las de perfil proinflamatorio. En la fisiopatologia de la
HGNA vy de su forma evolutiva, la EHNA, esta presente la RI. En la génesis de la RI
esta la pérdida del equilibrio fisiolégico, en favor de los factores més proinflamatorios,

del perfil de las adipocitoquinas (Figura 11).
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Figura 11. TNF-a, es una citoquinas proinflamatoria que es sintetizada por muchos tipos celulares,
incluidos los adipocitos. Adiponectina esta producida por los adipocitos y posee importantes funciones
metabdlicas e inmunoldgicas. En condiciones fisiologicas debe existir un equilibrio en la sinstesis y
actividad de estas dos moléculas. Este equilibrio es de gran importancia en ciertas enfermedades y es su
pérdida lo que lleva a la situacion de IR e inflamacion crénica. Tilg et al. (2006).
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5. Visfatina, una nueva adipocitoquina

Visfatina, también conocida como pre-B cell colony enhancing factor (PBEF), y como
Nicotinamida fosforribosiltransferasa (Nampt) es una proteina de 52 KDa, identificada
por primera vez en 1994 como una adipocitoquina que acelera la maduracion de las
células precursoras de los linfocitos B en presencia de IL-7 y steam cell factor™*.
Visfatina es una proteina con un alto grado de conservacion en la escala evolutiva, y asi
se han descrito proteinas homologas en bacterias, animales invertebrados como las
esponjas y en los peces. Dentro de un mismo organismo, su produccion ha sido
demostrada en diferentes tipos celulares que incluyen las células del epitelio amnidtico,
los monocitos/macréfagos y en los neutr6filos'*®.

Varios afos después de su descubrimiento inicial se demostré que Visfatina tenia a
nivel intracelular una funcién enzimatica responsable de catalizar el paso limitante en la
biosintesis de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), al catalizar la conversion de
nicotinamida a nicotinamida mononucleétido (NMN). NAD es una coenzima que juega
un papel clave en las vias energéticas celulares y en las reacciones de oxidorreduccion.
Investigaciones recientes han demostrado que NAD estd implicado en procesos tan
diversos como reacciones inmunoldgicas, procesos inflamatorios, funciones bioldgicas
y en el desarrollo del cancer. Asi, Visfatina/Nampt intervine en la regulaciéon del
metabolismo energético celular al poder regular los niveles celulares de NAD.
Visfatina/Nampt a nivel intracelular actia como una fosforribosiltransferasa tipo I,
dimérica, en la biosintesis de NAD'.

Una tercera descripcion de esta molécula fue realizada por cientificos japoneses al
referirse a esta proteina como una adipocitoquina de produccion principalmente por el
tejido graso visceral y, por esta razon, la bautizaron con el nombre Visfatina. Estos
cientificos describieron que Visfatina tenia propiedades insulinmiméticas, pero éstas no
han podido ser confirmadas por otros investigadores y los resultados de este trabajo han
sido retirados**®**°. Revollo et al.**°, demostraron que la actividad extracelular de
Vistafina/Nampt no tiene efectos insulinmiméticos ni in vitro ni in vivo, pero si tiene
una importante actividad en la biosintesis de NAD. Asi, la inhibicion de la actividad de
Visfatina se traduce a nivel de la célula B-pancredtica en un déficit en la secrecion de
insulina estimulada por la glucosa tanto in vitro como in vivo y, todo ello, sugiere que la
biosintesis de NAD mediada por Visfatina es un punto de vital importancia para la

regulacion de la homeostasis de la glucosa.
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Figural2. Modelo de regulacién de la secrecién de insulina en la célula B-pancreatica por
Nampt/Visfatina. Nampt/Visfatina controla el paso limitante en la biosintesis de NAD a nivel
extracelular e intracelular. eNampt, Visfatina extracelular; iNampt, Visfatina intracelular; NMN,
nicotinamida mononucleétido ; Nmnat, nicotinamida mononucleétido adenililtransferasa. Revollo et al.
(2007).
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5.1 Visfatina: Aspectos moleculares

El gen que codifica Visfatina/PBEF/Nampt estéa localizado en el genoma humano en el
brazo largo del cromosoma 7 entre 7922.1 y 7931.33, y codifica un polipéptido de 491

aminoéacidos de un peso molecular de 52 kDa. Visfatina/PBEF/Nampt es una proteina

homodimérica
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Figura 13. Secuencia de aminodcidos de Visfatina. National Center for Biotechnology Information
(NCBI), 2008.

Visfatina tiene dos locus activos en la interfase de la proteina dimérica, lo que sugiere
que la dimerizacion es esencial para la actividad catalitica de esta enzima. La extensién
de la interfaz dimérica es de 807 nm’ y est4 formada por 10 segmentos de cada
subunidad. Un total de 89 residuos polares e hidrofébicos forman la interfaz, y 42
puentes de hidrégeno estan involucrados en las interacciones intramoleculares™%*% .
Cada mondmero consta de 491 residuos que forman 19 cadenas beta y 13 hélices alfa y
estd organizado en 2 dominios estructurales. El segundo dominio estructural consiste en
un plegado alternativo de la estructura clasica (P/a)g.barril. La localizacion
intramolecular de las dos moléculas de NMN, producto de la accion enzimatica de
Visfatina, esta cerca del centro de la estructura (p/ a)g.barril*,

La discusion sobre si Visfatina es una proteina que carece de una secuencia de sefial
tipica para su secrecion, 0 se secreta activamente, o alcanza el suero por difusion pasiva

tras la muerte celular, sigue hoy abierta.
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Figura 14. Estructura Visfatina/Nampt/Pre-B-cell colony enhancing factor
humana . NCBI. (2011).

5.2 Visfatina: Aspectos funcionales

5.2.1 Efectos extracelulares. Una citoquina proinflamatoria

La expresion de Visfatina se encuentra aumentada en varias patologias de tipo
inflamatorio como la sepsis, el dafio pulmonar agudo, la artritis reumatoide, la
enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedades inflamatorias renales y en el infarto
agudo de miocardio entre otras™***°. Visfatina, en humanos, induce la produccién de
varias citoquinas (IL-1B, TNF-a y en especial de IL-6) en los monocitos CD14+ de
sangre periférica, las cuales se sabe contribuyen a disminuir la sensibilidad a la insulina.
Ademas, en los monocitos humanos, Visfatina aumenta la expresion de superficie de
moléculas coestimuladoras como CD54, CD40 y CD80. En ratones, la administracion

de Visfatina también incrementa en especial los niveles circulantes de IL-6. Este
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aumento de IL-6 es paralelo al aumento de su expresion génica en los tejidos,
principalmente a nivel intestinal™®. Por lo tanto, Visfatina parece ser un inductor muy
potente de IL-6 tanto in vivo como in vitro y, por otro lado, sabemos que IL-6 participa
en la patogénesis de la RI que se asocia a la obesidad visceral™®’. En el estudio de Li et
al.*® se muestra como Visfatina a nivel extracelular parece inducir, por mecanismo no
enzimaético, la produccion de IL-6 por parte de los macrofagos, lo cual reafirmaria su
papel como citoquina.

Visfatina ha sido también implicada en los procesos de inflamacion vascular siendo
capaz de estimular la 6xido nitrico sintasa inducible (ONSi) en cultivo de células
musculares lisas de la aorta humana'®®. La induccién de ONSi fue paralela a la
activacion de NF-.B, y de la quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2 (ERK1/2).
Esta actividad proinflamatoria no era inhibida por el bloqueo del receptor a de la
insulina, lo que negaria un posible efecto insulinmimético por parte Visfatina. En
cambio, la administracion de NMN exdgeno, el producto de la actividad enzimaética de
Visfatina, también producia induccion de la ONS; y activé NF-,B, mientras que usando
un inhibidor de Visfatina como es APO866 se previno esta activacion. Estos autores
sugieren que la actividad extracelular de Visfatina puede desempefiar un papel

proinflamatorio directo en la inflamacién vascular'>®

. Otros estudios han investigado los
efectos de Visfatina sobre las células endoteliales. Lee et al.*®°, reportaron que Nampt
extracelular induce a varias citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-8) y a varias
moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1) en las celulas endoteliales humanas a
través de la activacion de NF-,B. Visfatina, induce también la secrecién de MCP-1y de
su receptor CCR2 en las células endoteliales humanas. Esta induccion por parte de
Visfatina es dosis dependiente y en ella participan de nuevo las vias de la NF-,.B y de la
proteina quinasa 13 (PK13)*. En definitiva, todos estos estudios sugieren que Visfatina
puede tener un efecto sobre la funcion vascular y jugar un papel en la inflamacion

vascular y la ateroesclerosis.

5.2.2 Efectos intracelulares. La funcion enzimatica

NAD es un importante cofactor regulador de varias de las vias del metabolismo celular
actuando como sustrato de varios enzimas dependientes de NAD. Estas reacciones

enziméticas dependientes de NAD son catalizadas por varias familias enzimaticas,
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incluyendo una familia deacetilasas, las sirtuinas y otra de poli-ADP ribosiltransferasas
(PARPS).

Las sirtuinas son unas deacetilasas dependientes de NAD que regulan la actividad de
una gran variedad de factores de transcripcion y enzimas, que controlan procesos
metabdlicos en el tejido adiposo, muscular, hepético y pancreético; en especial en
procesos relacionados con la obesidad y el envejecimiento. Revollo et al.*®* fueron los
primeros autores que relacionaron la biosintesis de NAD con las sirtuinas. En su estudio
realizado en cultivo celular de fibroblastos de raton, se demostraba que Visfatina era el
componente limitante en la biosintesis de NAD a nivel intracelular. EI aumento en la
dosis de Visfatina en el cultivo celular se traducia en un aumento en los niveles
intracelulares de NAD y en un aumento de la actividad transcripcional del dominio
catalitico de Sirtuina2-alfa (Sir2-alfa). Sir2 interviene en la determinacién de la vida til
celular en los eucariotas inferiores, existiendo evidencias crecientes de que su proteina
homologa en los mamiferos, sirtuinal (SIRT1), es también una proteina relacionada con
la longevidad celular. El incremento en la actividad de Visfatina proporciona proteccion
contra la muerte celular, y precisa de una via de sintesis mitocondrial de NAD intacta,
asi como de las deacetilasas mitocondriales dependientes de NAD; sirtuina3 (SIRT3) y
sirtuina4 (SIRT4)'®, La actividad de SIRT1 es NAD-dependiente y, a nivel de las
células musculares lisas vasculares, la sobreexpresion simultanea de SIRT1 y Visfatina,
alarga notablemente la vida atil de estas células. Por lo tanto, el efecto de SIRT1 en
envejecimiento celular es claramente dependiente de NAD'®. Visfatina podria afectar
también la longevidad de las células humanas por otros mecanismos. Van der Veer et
al.’® demostraron que la introducciéon del gen de Visfatina en células humanas
pertenecientes a la musculatura lisa vascular retrasaba el proceso de envejecimiento,
alargaba su vida util y mejoraba la resistencia celular al estrés oxidativo. Este efecto fue
paralelo a la mejora en la degradacion de la proteina tumoral 53 (p53) mediada por
SIRT1 a través de Visfatina.

Poli-ADP ribosiltransferasa 1 (PARP-1) pertenece a la familia enzimatica de las PARPs
y actia como coactivador transcripcional de NF-B, el factor mas importante de
transcripcion de la inflamacién'®. PAPR-1 es también dependiente de NAD vy, en
estudios recientes, se ha investigado la relacion entre los dos enzimas dependientes de
NAD; PARP-1y SIRT1. Rajamohan et al.'®” encontraron que el estrés celular conduce a
la acetilacion de PARP-1, dando como resultado su activacion. En esta situacion, SIRT1

se une y desacetila a PARP-1, blogueando su actividad, y protegiendo de la muerte
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celular mediada por la activacién de PARP-1. SIRT1, también regula disminuyendo, la
actividad transcripcional del gen promotor de PAPR-1. Estos autores demostraron asi,
que la actividad de PAPR-1 esta bajo el control de SIRTL.

Para intentar clarificar la importancia de Visfatina en los procesos inflamatorios, Busso
et al.'® han realizado estudios usando APO866, un inhibidor farmacolégico de
Visfatina, y demostrando que esta inhibicién disminuia la inflamacién de procesos
como la artritis y la sepsis. La expresion de Visfatina estaba aumentada en ratones a los
que se les provocaba artritis y, en este modelo, la inhibicion competitiva especifica con
APO866 de Visfatina mostraba una eficacia similar en la prevencion de la artritis a la
que se consigue con la utilizacion de etanercept, un farmaco antiTNF. Ademas, se
producia un descenso significativo de varias citoquinas proinflamatorias (IL-1p, IL-6).
In vitro, la administracion de APO866 en células inflamatorias peritoneales de ratén y
en células dendriticas y monocitos humanos indujo una significativa deplecion del
contenido de NAD intracelular. La inhibicién farmacoldgica de la funcion enzimatica
de Visfatina en las células de raton y humanas inhibia la sintesis de citoquinas
inflamatorias inducida por el lipopolisacarido y HKSA (heat-killed Staphylococcus
aureus). Este estudio demostraba de forma convincente que Visfatina es un mediador
proinflamatorio y mostraba una relacion directa entre esta enzima/citoquina y el

metabolismo de NAD®,

5.3 Visfatina, obesidad y resistencia a la insulina

Aunque se ha detectado expresion mRNA y secrecion de Visfatina en los preadipocitos,
su produccion aumenta considerablemente tras su diferenciacion a adipocitos maduros,
lo cual sugiere una posible implicacion de esta adipocitoquina en el desarrollo y la
diferenciacion de los adipocitos y, por lo tanto, en el control de la adiposidad**.

Asi, se ha observado que en ratones KKAy, un modelo experimental de obesidad y
DM2, los niveles circulantes de Visfatina estaban significativamente incrementados
durante el desarrollo de la obesidad. Ello estaba acompafiado de incrementos en la
expresion génica de Visfatina en el tejido adiposo visceral, pero no en el higado ni en el
tejido adiposo subcutaneo. Ademas, la alimentacion de ratones con una dieta rica en
grasas conducia a una elevacion de los niveles circulantes de Visfatina, acompafiados de
un aumento de su expresion genica a nivel de la grasa mesentérica, lo que sugiere que

Visfatina podria jugar un papel en el desarrollo de la obesidad y la RI*.
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Sin embargo, estudios posteriores no han confirmado estos resultados y han creado
controversia sobre el posible papel de Visfatina en el desarrollo de la obesidad. Asi, el
estudio de Kléting el al.*®®, no encontré cambios significativos en la expresion del gen
de Visfatina en adipocitos de ratas WOKW, un modelo poligénico de sindrome
metabdlico, al compararlas con ratas Dark Agouti sin sobrepeso. El estudio de Choi et
al.'’® se examiné la expresién de Visfatina, Adiponectina y TNF-a en el tejido adiposo
visceral de ratas Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF), que son genéticamente
obesas e insulin resistentes. Estas ratas fueron tratadas con Rosiglitazona, farmaco
agonista del receptor activador de la proliferacion de los peroxisomas tipo gamma
(PPAR-y), lo que produjo un descenso en los niveles séricos de glucosa e insulina, un
aumento en la expresion de mRNA de Visfatina y Adiponectina en el tejido graso
visceral de las ratas que recibieron tratamiento y, por el contrario, un descenso de la
expresion génica de TNF-a. Este estudio sugiere que la sobrexpresion de Visfatina en el
tejido adiposo visceral podria ser un mecanismo mediante el cual los agonistas de los
PPAR-a y PPAR-y mejorarian la sensibilidad a la insulina en ratas OLETF.

Respecto al papel de Visfatina en la obesidad humana, los diferentes trabajos realizados
han mostrado resultados contradictorios. Asi, algunos estudios apoyan una correlacion
positiva de los niveles plasmaticos de Visfatina con la obesidad visceral**. En cambio,

otros estudios como el de Berndt et al.*®

no encontraron ninguna relacion entre los
niveles plasmaticos de Visfatina y la masa grasa visceral en sujetos obesos medida
mediante el uso de TC. No obstante, si que observaron que la expresion del ARNm de
Visfatina en la grasa visceral estaba significativamente correlacionada con el IMC y
con el porcentaje de grasa corporal total, mientras que la expresion génica de Visfatina
en la grasa subcutanea no guardaba relacion con el IMC. Estos hallazgos sugieren que
los niveles de expresion génica de Visfatina en la grasa visceral estan correlacionados
con medidas antropometricas globales de la obesidad, pero no con cantidad de la grasa

visceral®®’.

Recientemente, nuestro grupo ha publicado resultados que valoran la
relacion entre Visfatina y la obesidad®’*. Analizamos la expresién génica de Visfatina
en el tejido graso visceral y subcutaneo en pacientes con obesidad morbida. Nuestros
resultados muestran un aumento de la expresion génica de Visfatina en el tejido graso
en las pacientes con obesidad modrbida respecto a un grupo control de mujeres sin
sobrepeso con independencia de la presencia de DM2. La expresion de ARNm de
Visfatina no correlacionaba con el IMC en la cohorte de mujeres con obesidad extrema.

Ademas, no encontramos diferencias en la expresion de Visfatina entre el tejido graso
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visceral y el subcutaneo. En cambio, dicha expresion génica, si correlacionaba
fuertemente con la expresion en el tejido graso de otras adipocitoquinas inflamatorias
como TNF-a e IL-6.

Por otro lado, existen trabajos que han asociado de forma inversa los niveles circulantes
de Visfatina y el desarrollo de obesidad. En este sentido, en un estudio realizado sobre
un pequefio grupo de personas genéticamente predispuestas a la R1y la dislipemia, no
se encontrd asociacion ni en el grupo problema, ni en el grupo control constituido por
personas sanas, ni en la combinacion de ambos grupos, entre los niveles circulantes de
Visfatina y la adiposidad corporal total. En cambio, si se produjo una correlacion
positiva con los niveles de HDL-C y negativa con los niveles de TG circulantes. Los
autores sugieren que los niveles circulantes de Visfatina correlacionan de forma
negativa con el tejido graso visceral y la RI. Sin embargo, esta correlacién negativa
desaparecia tras ajustar la cohorte en funcion del perfil lipidico’’?. En el estudio de

Pagano et al.'"

se mostraba que la expresion de Visfatina en el tejido adiposo visceral
de humanos obesos se encontraba aumentada y correlacionaba de forma positiva con el
IMC. En cambio, la expresion en el tejido adiposo subcutaneo y los niveles circulantes
de Visfatina disminuian en la obesidad y correlacionaban de forma negativa con el IMC.
En cuanto a los estudios en humanos que relacionan Visfatina y RI, Chen et al.'’
demostraron que la concentracion de Visfatina circulante en pacientes con DM2 estaba
incrementada y que ello se acompafiaba de una disminucion de los niveles de
Adiponectina, mientras que los niveles de Resistina permanecian invariables. Sin
embargo, otros estudios no encontraron ninguna correlacién entre los niveles
plasmaticos de Visfatina y diversos parametros indicadores de RI, tales como el indice

HOMA, lo que sugiere que la Visfatina no esta relacionada con la Rl en humanos®®""3,

En este sentido y, contrariamente a lo hallado en roedores, Hammarstedt et al.*”
observaron que ni la expresion génica ni los niveles circulantes de Visfatina estaban
regulados en humanos por las tiazolidinedionas, en concreto por pioglitazona. Asi,
concluyen que la Visfatina no contribuye en los efectos insulino sensibilizantes que

poseen estos farmacos.
5.4 Visfatina y enfermedades hepaticas

Pocos son los estudios que, hasta el momento actual, han investigado en humanos el

Ll76

papel de Visfatina en la HGNA. Moschen et a en un estudio donde analizaban los
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niveles circulantes y la expresion hepatica de varias adipocitoquinas (Adiponectina,
Leptina, Resistina y Visfatina) demostraron que los niveles circulantes de Visfatina
estaban aumentados en pacientes obesos con HGNA, y que los niveles circulantes y la
expresion de ARNm hepatica de esta adipocitoquina disminuian de forma significativa
tras la pérdida de peso a los 6 meses de haberse realizado una cirugia bariatrica. Se
obtuvieron biopsias hepéaticas pareadas en 18 pacientes, antes de la cirugia bariatrica y 6
meses tras la realizacion de la misma, y se realizd tincion con teécnicas de
inmunohistoquimica para Visfatina de las biopsias. Con esta metodologia se obtuvo una
valoracion semicuantitativa de la expresion de esta proteina a nivel hepaético,
observandose una significativa disminucién en dicha expresion tras la pérdida de peso
inducida por la cirugia. En base a estos resultados, estos autores sugieren que la
elevacion de los niveles circulantes de Visfatina en pacientes obesos con una HGNA
podria tener un origen hepéatico. En otro reciente estudio, se demostré la existencia de
correlacion entre los niveles circulantes de Visfatina y la histologia hepatica,
pudiéndose predecir en las personas con unos niveles circulantes altos de Visfatina la
posible existencia de una inflamacién hepatica portal en los pacientes con HGNA".

Catalan et al.1™®

, en su estudio observaron que los niveles circulantes de Visfatina y su
expresion hepatica correlacionaban positivamente con los niveles de las enzimas
hepaticas (AST, ALT y GGT). Ademas, estos autores encontraron correlacion positiva
entre los niveles circulantes de Visfatina, con parametros inflamatorios como son la
PCR vy el fibrindgeno, asi como con el perfil lipidico (niveles circulantes de de TG,
colesterol-total y LDL-colesterol). En resumen, los resultados de los estudios anteriores
parecen relacionar la HGNA con niveles séricos elevados de Visfatina, y ello pareceria
sugerir que el higado puede ser una fuente importante de produccion de esta
adipocitoquina en pacientes con inflamacion hepatica.

Existen, por otro lado, datos que relacionan otras enfermedades hepaticas, como las

1.1 estudiaron los niveles

hepatitis viricas, con Visfatina. En Polonia, Kukla et a
circulantes de Visfatina y la histologia hepatica en 70 individuos de peso corporal
normal (35 mujeres/35 hombres) que presentaban una hepatopatia crénica por el virus C
genotipo 1b. Los individuos estudiados no consumian alcohol, no eran diabéticos ni
intolerantes a la glucosa y no presentaban otra razén que no fuese la hepatitis C para la
inflamacidn hepética. Los niveles en suero de Visfatina estuvieron significativamente
elevados en los pacientes que presentaban una hepatitis cronica C respecto a los de un

grupo de individuos control normopeso y sin infeccidn cronica por el virus C. Desde el
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punto de vista histolégico, los niveles de Visfatina se correlacionaron de forma negativa
con el grado de actividad necroinflamatoria y no se pudo establecer relacion entre los
niveles circulantes de Visfatina y el grado de fibrosis hepética. Estos autores sugieren
que Visfatina participa en la regulacion del proceso inflamatorio del hepatocito en la
hepatitis C cronica, otorgandole un papel hepatoprotector a esta citoquina. De nuevo
los datos publicados sobre el tema son nuevamente contradictorios. Huang el al.*®
estudiaron retrospectivamente 102 pacientes Taiwaneses con hepatitis cronica C no
tratada comparandolos con un grupo de 97 adultos sanos. En los pacientes con hepatitis
C cronica, los niveles circulantes de Visfatina no se vieron influenciados ni por el
serotipo viral, ni por la carga viral, ni por la respuesta al tratamiento (interferon alfa y
ribavirina), aunque demostraron tener una tendencia a estar mas elevados que los de los
individuos del grupo control, pero sin llegar a la significacion estadistica. En cambio vy,
a diferencia con el estudio polaco, si se encontr6 que los pacientes con hepatitis C
cronica con una actividad necroinflamatoria moderada o severa tenian unos niveles
significativamente superiores de Visfatina en comparacion con los que presentaban una
actividad leve. Ademas, los pacientes con grados avanzados de fibrosis (F3-4) tenian
unos niveles de Visfatina también significativamente superiores que los que tenian
fibrosis en un grado leve (F0-2).

En resumen, parece que los niveles circulantes de Visfatina serian capaces de sefialar la
existencia de un proceso inflamatorio a nivel hepético, si bien la razon fisiopatologica
de esta relacion y su posible capacidad para establecer el grado de afectacion histolégica

estarian aun por determinar.
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I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta que:

1. En humanos se ha demostrado la capacidad de diferentes tejidos, como el adiposo y
el hepatico, tanto para la expresion del gen de la PBEF/Nampt/Visfatina como para

la secrecion de PBEF/Nampt/Visfatina proteica.

2. Los datos disponibles hasta la fecha relacionan positivamente a los niveles
circulantes de PBEF/Nampt/Visfatina, asi como los niveles circulantes de otras
adipocitoquinas proinflamatorias, con la presencia y grado de la obesidad. En
cambio, las referencias acerca de la relacion entre los niveles circulantes de
PBEF/Nampt/Visfatina y su expresion génica a parte de en el tejido graso, como es

el caso del tejido hepético, son escasas y en algunos casos contradictorias.

3. Datos disponibles recientemente relacionan los niveles circulantes de
PBEF/Nampt/Visfatina con diferentes parametros del sindrome metabdlico y con la
presencia de su manifestacion hepatica, el higado graso no alcohdlico. Las
relaciones entre los niveles circulantes de PBEF/Nampt/Visfatina, su expresion
génica en tejido hepatico, la obesidad, y la presencia y tipo histoldgico de la
enfermedad hepética no alcohdlica: esteatosis simple o esteatohepatitis no
alcohdlica, estan escasamente estudiadas.

4. La biopsia hepética es, a dia de hoy, el método de referencia para el diagndstico,
control evolutivo y prondstico de la hepatopatia grasa no alcoholica. En la
actualidad no disponemos de un marcador clinico, ni bioquimico, ni de ningun
modelo matematico validado que combinando datos clinicos con bioquimicos,
cuantifique la probabilidad de presentar una hepatopatia grasa no alcoholica
histologicamente avanzada o su evolucion desde la esteatosis simple a la
esteatohepatitis no alcoholica. Estudios recientes han intentado relacionar los niveles
circulantes de Visfatina con la presencia y grado de la hepatopatia grasa no
alcohdlica.

81




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
VISFATINA: UN POTENCIAL BIOMARCADOR DE ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA EN MUJERES CON OBESIDAD MORBIDA NO DIABETICAS

JOse AINTLOINLIO FOIrrd Leddllte
Diposit Legal: T. 188-2013

82




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
VISFATINA: UN POTENCIAL BIOMARCADOR DE ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA EN MUJERES CON OBESIDAD MORBIDA NO DIABETICAS

JoSE€ ANtontioc POYYas Ledante
Diposit Legal: T. 188-2013

Los objetivos del presente estudio son:

1. Analizar los niveles circulantes de PBEF/Nampt/Visfatina en un grupo de mujeres
con obesidad morbida y su relacion con las diferentes variables clinicas que conforman

el sindrome metabdlico.

2. Analizar la relacion entre los niveles circulantes de PBEF/Nampt/Visfatina y su
expresion génica en tejido hepéatico con presencia de la hepatopatia grasa no alcohélica

en un grupo de mujeres con obesidad morbida.

3. Analizar la relacion entre los niveles circulantes de PBEF/Nampt/Visfatina y su
expresion génica en tejido hepatico en relacion con la presencia o ausencia de diabetes

mellitus tipo 2 en un grupo de mujeres con obesidad mdrbida.
4. Valorar la utilizacion clinica de la determinacién de los niveles circulantes de

PBEF/Nampt/Visfatina como biomarcador de la presencia y grado de la hepatopatia

grasa no alcohdlica.
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II1. PACIENTES, MATERIAL Y
METODOS
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I11. PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

1. Pacientes y procedimientos

Este estudio fue aprobado para su realizacion por el Comité Etico del Centro. Todas las
mujeres incluidas fueron informadas de su participacion en el estudio y firmaron un
consentimiento informado previo a su inclusion en el presente estudio de investigacion.
En este estudio se analizaron, mediante ELISA, los niveles circulantes de diferentes
adipocitoquinas y citoquinas: Adiponectina, RBP4, Resistina, Lipocalina 2, Visfatina,
TNFR2, IL-6 y de la PCR; en 133 mujeres caucasicas de descendencia europea
residentes en la provincia de Tarragona.

Estas mujeres se dividieron en 2 grupos: un primer grupo control de 40 mujeres con un
IMC comprendido entre 18 y 25 Kg/m? y un segundo grupo de 93 mujeres que
presentaban obesidad mérbida (OM) con un IMC > 40 Kg/m?.

La histologia hepatica y la expresion hepatica de Visfatina fue analizada en 5 casos del
grupo control de mujeres normopesas y en 86 casos del grupo de mujeres con OM. En
los 5 casos del grupo control la histologia hepética fue normal. En el grupo con OM se
encontraron 18 casos con una histologia hepéatica normal (HN) y 68 casos donde la
histologia hepética era compatible con la presencia de una HGNA. EI diagnoéstico de
HGNA fue realizado segun los siguientes criterios: 1) histologia hepéatica compatible, 2)
ingesta de alcohol < 10 g/dia, 3) exclusion de otras causas de enfermedad hepética. Las
muestras de tejido hepatico fueron tefiidas con hematoxilina-eosina y con el tricromico
de Manson, y valoradas por hepatopatélogos experimentados utilizando una

modificacion de los métodos de puntuacion propuestos por Brunt el al.*®

y Kleiner et
al.**2, De acuerdo con la histologia hepatica y su IMC, los pacientes fueron clasificados

en 4 grupos:

- Grupo 1. Mujeres con normopeso e histologia hepatica normal, n=5

- Grupo 2. Mujeres con OM e histologia hepética normal, n=18

- Grupo 3. Mujeres con OM e histologia hepética de esteatosis simple, n=24

- Grupo 4. Mujeres con OM e histologia hepatica de esteatohepatitis no
alcoholica, n=44
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La biopsia hepatica fue indicada en las pacientes con OM si se demostraba la existencia
de criterios clinicos y bioquimicos en analisis sucesivos de una posible enfermedad
hepética o en caso de obsevarse alteraciones macroscopicas a nivel hepatico durante la
realizacion de la cirugia bariatrica laparoscopica. Asi, la biopsia hepatica fue realizada
durante la préactica de la cirugia laparoscépica, solo en aquellos pacientes que cumplian
los criterios anteriores, y con el fin de establecer la posible presencia de una enfermedad
hepatica. En las mujeres del grupo control, la biopsia hepatica se habia indicado con
fines diagnosticos, a fin de excluir una patologia hepatica.

El grupo control de mujeres normopesas y el grupo problema de mujeres con OM
presentaban edades similares sin diferencias estadisticamente significativas. Todas las
mujeres del grupo problema habian presentado un peso estable con fluctuaciones
menores al 2% del peso corporal durante al menos los tres meses previos a la practica de
la cirugia. Se excluyeron del estudio: (1) pacientes que usaban medicaciones que se
cree alteran la actividad de Visfatina o sus niveles circulantes (p.e. medicaciones
hipolipemiantes, antihipertensivos o diuréticos), (2) pacientes con DM2 en tratamiento
con insulina o en tratamiento con medicaciones que influyen sobre los niveles
enddgenos de insulina, (3) pacientes menopausicas, postmenopausicas 0 en tratamiento
con anticonceptivos orales, (4) pacientes con alteraciones de la funcién hormonal
tiroidea y (5) pacientes que presentaban enfermedades inflamatorias agudas o cronicas,
enfermedades infecciosas o enfermedades neoplasicas activas.

En el grupo de mujeres con OM Yy siguiendo los criterios del Expert Committee on
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus de la OMS'®, 31 pacientes cumplian
los criterios diagnosticos de DM2. Todas las pacientes con DM2 habian tenido un
control glucémico estable en los 6 meses previos al estudio.

Ninguna de las pacientes del grupo control era hipertensa, dislipémica, ni diabética; ni
tomaba medicacion alguna que pudiese modificar los anteriores factores de riesgo

cardiovascular.
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2. Metodologia de laboratorio

2.1 Medida de los parametros antropomeétricos

Se evaluaron como medidas antropomeétricas de los pacientes incluidos en el estudio: el
IMC (calculado como el peso en kilos dividido por cuadrado de la talla expresada en
metros) y el PC, expresado en centimetros.

La presion arterial se ha determinado con las pacientes en posicion supina en el brazo
derecho y tras 10 minutos de descanso; utilizandose un tensiometro estandar y un

manguito de la medida apropiada.

2.2 Determinaciones bioquimicas

Los estudios de laboratorio incluyeron las determinaciones séricas de: glucosa en
ayunas en mg/dl, insulina basal en mU/I, hemoglobina glicosilada en % (HbAlc), HDL-
C en mg/dl, TG en mg/dl vy transaminasas: AST, ALT, Gamma glutamiltransferasa
(GGT) y Fosfatasa alcalina (FA) todas ellas expresadas en U/l. Todas las
determinaciones se realizaron mediante un analizador automético convencional. La RI
se calcul6 utilizando el modelo de evaluacion de homeostasis version 2 de IR (HOMA2-
IR)*® que se completé con la Calculadora HOMA versién 2.2.2 proporcionada por el
Centro de  Diabetes, Endocrinologia y  Metabolismo  de  Oxford

(www.dtu.ox.ac.uk/homa).

Los niveles circulantes de Visfatina (AdipoGen Inc., Sedl, Corea), Adiponectina (Linco
Research, Inc., St. Charles, EE.UU.), Resistina (Biovendor, Modrice, Republica Checa),
Lipocalina 2 (Biovendor, Modrice, Republica Checa), IL-6 (Quantikine, R & D
Systems, Minneapolis, EE.UU.) y TNFR2 (Biosource Europe SA, Nivelles, Bélgica) se
midieron por duplicado utilizando el ensayo de inmunoabsorcion ligado enzima
(ELISA) siguiendo las instrucciones del fabricante. RBP4 se midié por nefelometria
(Siemens Healthcare Care Diagnostics GmbH, Marburg, Alemania). Todas las

moléculas se midieron en muestras de suero.
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2.3 Extraccion de ARN y reaccion en cadena de la
polimerasa a tiempo real

El ARN total de tejido hepético se aisl6 de acuerdo con el protocolo del fabricante de
Mini Kit RNeasy (Qiagen, Barcelona, Espafia). Es ARN total del tejido adiposo visceral
y subcuténeo se aislé de acuerdo con el protocolo del fabricante de Midi Kit RNeasy
(Qiagen, Barcelona, Espafia). EI ARN fue digerido con ADNasa | (set de ADNasa libre
de ARNasa, Qiagen). EI ADNCc fue sintetizado utilizando la misma cantidad de ARN
total en todas las muestras con el kit High Capacity ARN-to-ADNc (Applied
Biosystems, Madrid, Espafia). La reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real
(RT-PCR) cuantitativa se llevo a cabo en un volumen final de 20 pl, que contenia 10 ng
del ADNCc transcrito inversamente, 10ul de Master Mix de Taq Man Fast Universal PCR
(Applied Biosystems) y 1ul de cada sonda Taq Man predisefiadas por Applied
Biosystems® para la deteccién de Visfatina, Adiponectina, Resistina, TNF-o, IL-6, y
para GAPDH que se utilizé como gen de referencia. Todas las reacciones se llevaron a
cabo por triplicado en placas de 96 pocillos utilizando el 7900HT Fast Real-Time PCR
systems (Applied Biosystems).

3. Estudio estadistico

Todos los valores se expresan como la media (DE) (desviacién estandar) y se
analizaron con el paquete estadistico del programa SPSS / PC + para Windows (v.19.0
Chicago, Illinois, EE.UU.). Las diferencias entre grupos se calcularon utilizando la t de
Student o la prueba One-way ANOVA. La fuerza de asociacion entre variables se
calculo utilizando el método de Pearson para las variables paramétricas y el test de
correlacion de Rho de Spearman para variables no paramétricas. El test Two-way
ANOVA se llevo a cabo para examinar el efecto de la histologia del HGNA (HN, ES y
EHNA) y la presencia de diabetes como variables independientes, en los niveles
circulantes de Visfatina y su expresion de ARNm hepatica. El analisis de regresion
logistica se utilizd para predecir la variable categodrica dicotomica (presencia de EHNA)
a partir de un conjunto de variables predictoras (variables metabolicas o
adipocitoquinas). Los valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

Se calcularon las curvas de eficacia diagnostica o curvas ROC (Reciver Operator

Characteristic) con el fin de evaluar el rendimiento como biomarcador de los niveles
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circulantes de Visfatina en el diagnostico de HGNA y EHNA, en comparacion con la
biopsia hepética que es el método actual de referencia. Los tres valores de corte 6ptimos
fueron seleccionados en base a obtener un primer punto de corte de alta sensibilidad
(90%), un segundo punto de corte que priorizaba la especificidad (90%) y, un tercero,
que incluia la mejor combinacién de sensibilidad y especificidad de acuerdo con el
mayor indice de Youden.
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IV. RESULTADOS
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IV. RESULTADOS

1. Niveles séricos de Visfatina en el normopeso y en la obesidad
morbida

En la Tabla R1.1 se describen las caracteristicas basales del grupo de mujeres control
normopesas (IMC < 25 Kg/m?) y del grupo problema de mujeres con obesidad mérbida
(OM) (IMC > 40 Kg/m?). Las mujeres con OM presentan aumentos significativos del
PC, la TAs y TAd, la glucemia basal, la insulinemia basal, la HbAlc, el HOMA2-IR,
TG vy las transaminasas (AST, ALT y FA) respecto al grupo control. Por el contrario,
los niveles de HDL-C estan significativamente disminuidos en grupo de mujeres con
OM respecto al grupo control. Aplicando los criterios de definicion del SM de la ATP
e

, cumplian con los mismos el 86% de las mujeres con OM, frente al 2,5% de las
mujeres del grupo control.

Tabla R1.1. Caracteristicas basales de la cohorte de estudio.

CONTROL OBESIDAD Valor
(n=40) MORBIDA p
(n=93)

EDAD (afos) 43.18 (13.86) 45.79 (10.59) n.s.
PESO (kg) 56.90 (6.96) 122.28 (17.07) * <0.001
IMC (kg/m?) 21.93 (1.86) 4792 (6.69) * <0.001
PC (cm) 75.38 (8.43) 130.88 (11.70) * <0.001
TAs (mmHg) 118.76 (12.66) 134.79 (20.98) * <0.001
TAd (mmHg) 7171 (8.77) 77.33 (15.51) * <0.001
GLUCEMIA (mg/dL) 90.59 (10.45) 116.91 (37.75) * <0.001
INSULINEMIA (mU/L) 7.98 (3.94) 19.06 (17.40) * <0.001
HbA1c (%) 457 (0.29) 594 (1.63) * <0.001
HOMA2-IR 1.04 (0.53) 244  (211) * <0.001
HDL-C (mg/dL) 64.34 (14.65) 40.84 (9.23) * <0.001
TRIGLIC (mg/dL) 98.32 (53.67) 164.29 (67.58) * <0.001
AST (U/L) 21.36 (7.56) 46.08 (32.97) * <0.001
ALT (U/L) 20.08 (13.79) 44,48 (25.85) * <0.001
GGT (U/L) 20.59 (29.68) 32.63 (33.82) n.s
FA (U/L) 61.58 (20.50) 7147 (21.01) * 0.022

Media (desviacion estandar). * Diferencias significativas vs. al grupo control (p<0.05).

El analisis de los niveles circulantes de las adipocitoquinas y citoquinas estudiadas
comparando ambos grupos se muestra en la Tabla R1.2. En él se observa como los

niveles circulantes de Visfatina (Figura R1), Lipocalina 2, Resistina, TNFR2, IL-6 y
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PCR, estan significativamente elevados en la OM respecto al grupo control. En cambio
los niveles circulantes de Adiponectina estan significativamente disminuidos en la OM

respecto al grupo control.

Tabla R1.2. Niveles de Adipocitoquinas circulantes

OBESIDAD
CONTROL MORBIDA
(n=40) (n=93) Valor p
VISFATINA (ng/mL) 1.43  (0.89) 360 (2.36) *  <0.001
ADIPONECTINA (ug/mL) 1627 (7.75) 6.96 (3.02) *  <0.001
LIPOCALINA 2 (ng/mL) 69.61 (26.86) 76.23 (27.65) * 0.042
RBP4 (mg/dL) 301 (1.03) 3.33  (2.00) n.s.
RESISTINA (ng/mL) 3.96 (1.56) 530 (1.69) * 0.042
TNFR2 (ng/mL) 337 (1.84) 515 (2.14) * 0.011
IL-6 (pg/mL) 150  (1.94) 3.05 (2.19) * 0.001
PCR (mg/dL) 0.18  (0.53) 1.10 (0.88) *  <0.001
Media (desviacion estandar). * Diferencias significativas vs.al grupo control

(p<0.05).

Niveles séricos de visfatina (ng/ml)

7 p<0,001

IMC<25 IMC>40

Figura R1. Niveles séricos de Visfatina en mujeres no obesas (IMC< 25 Kg/m?®) y en
mujeres con obesidad mérbida (IMC >40 Kg/m?).
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2. Niveles séricos de Visfatina en la obesidad morbida en
normoglucémicos y en diabéticos tipo 2

Se analizaron los niveles circulantes de Visfatina en el grupo de mujeres con OM en
funcion de la presencia o0 no de DM2. Como era de esperar, los niveles de glucosa en
ayunas y de HbAlc eran mas altos en el subgrupo de mujeres con DM2. Dichos niveles
en el subgrupo de mujeres sin DM2 estaban dentro de los valores definidos por la
OMS™® como normales. El analisis estadistico demostraba por un lado, la ausencia de
diferencias significativas entre las mujeres morbidas sin DM2 y las DM2 en los
pardmetros que definen el SM y la RI: el PC, la TAs y TAd, insulinemia basal,
HOMAZ2-IR, HDL-C y TG. En cambio, si se demostraba un aumento significativo en
los niveles circulantes de AST, ALT y GGT en el subgrupo de mujeres con OM y DM2
respecto al subgrupo de mujeres con OM sin DM2 (Tabla R2.1).

Tabla R2.1 Caracteristicas basales del grupo de mujeres con obesidad
mérbida en relacion con la presencia o ausencia de DM2.

| OBESIDAD MORBIDA |

No DM2 DM2 Valor p

(n=62) (n=31)
EDAD (afios) 46.74 (11.10) 46.77  (9.59) n.s.
PESO (kg) 121.13 (14.99) 124.54 (14.99) n.s.
IMC (kg/m?) 4772 (6.66) 4830 (20.88) n.s.
PC (cm) 131.06 (11.02) 130.53  (6.66) n.s.
TAs (mm Hg) 135.24 (17.46) 133.98  (6.83) n.s.
TAd (mm Hg) 78.17 (13.94) 75.82 (11.02) n.s.
GLUCOSA (mg/dL) 96.63 (11.02) 158.17 (13.71) * <0.001
INSULINEMIA (mU/L) 18.47 (10.25) 20.19 (17.46) n.s.
HbA1c (%) 511 (0.42) 7.43 (26.88) * <0.001
HOMA2-IR 223  (1.07) 2.86 (13.94) n.s.
HDL-C (mg/dL) 4229 (9.91) 38.03 (18.48) n.s.
TRIGLIC (mg/dL) 153.30 (27.74) 185.92 (11.02) n.s.
AST (U/L) 36.81 (64.38) 65.00 (39.72) * <0.001
ALT (U/L) 38.19 (16.51) 57.54 (10.25) * 0.001
GGT (U/L) 25.00 (18.67) 48.16 (26.85) * 0.006
FA (U/L) 69.33 (19.35) 75.83  (0.42) n.s.

Media (desviacion estandar). * Diferencias significativas entre pacientes
diabéticos y no diabéticos (p<0.05).

Asi mismo, en el anélisis de las adipocitoquinas y citoquinas estudiadas comparando
ambos subgrupos que se muestra en la Tabla R2.2, se observa como los niveles

circulantes de Visfatina (Figura R2) y PCR estaban significativamente elevados en las
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mujeres diabéticas con OM respecto a las no diabéticas. Lo contrario ocurre con
Adiponectina, cuyos niveles circulantes estaban significativamente disminuidos en las
mujeres con OM y diabetes. En cambio, Lipocalina 2, RBP4, Resistina, TNFR2 e IL-6

no mostraban variaciones al comparar ambos subgrupos.

Tabla R2.2. Niveles de Adipocitoquinas circulantes en la obesidad mérbida
en relacion con la presencia o ausencia de DM2.

| OBESIDAD MORBIDA |

No DM2 DM2 Valor p

(n=62) (n=31)
VISFATINA(ng/mL) 272  (1.83) 416 (2.87) * 0.018
ADIPONECTINA (pg/mL) 7.73  (3.00) 524 (229) * 0.004
LIPOCALINA 2 (ng/mL) 78.42 (28.28) 68.65 (25.71) n.s.
RBP4 (mg/dL) 349 (2.04) 407 (1.91) n.s.
RESISTINA (ng/mL) 460 (1.80) 390 (1.34) n.s.
TNFR2 (ng/mL) 5.15 (2.03) 5.40  (2.42) n.s.
IL-6 (pg/mL) 271  (1.48) 3.78 (3.18) n.s.
PCR (mg/dL) 0.93 (0.82) 1.39 (0.92) * 0.041

Media (desviacién estandar).* Diferencias significativas entre pacientes diabéticos
y no diabéticos (p<0.05).

Niveles séricos de Visfatina (ng/dl)
. p<0,001
p=0,018

7 .

6 1 p<0,001

5 -

4 -

3 -

2 -

1 -

O -

CONTROL MORBIDA NO DM2 MORBIDA DM2

Figura R2. Niveles séricos de Visfatina en mujeres con obesidad mérbida en relacion con la
presencia de DM2. CONTROL: mujeres hormopeso.
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3. Relacion de los niveles séricos de Visfatina con las variables
bioquimicas y los niveles circulantes de adipocitoquinas en la
obesidad morbida

El analisis de la relacion entre los niveles circulantes de Visfatina en el grupo de
mujeres con OM vy los diferentes parametros bioquimicos y metabdlicos determinados,
muestra la existencia de una correlacion positiva de los niveles séricos de Visfatina con
las enzimas hepéticas: ALT, AST, GGT, FA (Tabla R3.1). No se encontr6 correlacion
con los parametros antropométricos (IMC, PC), ni con los metabdlicos (glucemia basal,
insulinemia basal, HbAlc, HOMAZ2-IR, HDL-C, TG).

Tabla R3.1 Correlacion de los niveles circulantes de Visfatina y variables bioquimicas
y metabdlicas en la obesidad mérbida.

OBESIDAD
MORBIDA
(n=93)

Pardmetros generales R Valor p
IMC 0.101 n.s.
PC (cm) -0.040 n.s.
GLUCOSA (mg/dL) 0.100 n.s.
INSULINA (mU/L) -0.131 n.s.
HbA1c (%) 0.088 n.s.
HOMA2-IR -0.100 n.s.
HDL-C (mg/dL) -0.181  n.s.
TRIGLICERIDOS (mg/dL) 0.044 n.s.
AST (U/L) 0.367 0.001
ALT (U/L) 0.393 <0.001
GGT (U/L) 0.254 0.021
FA (U/L) 0.245  0.019

Test de correlacion de Pearson. Correlaciones
estadisticamente significativas (p<0.05).

En el andlisis de los niveles circulantes de Visfatina del grupo de mujeres con OM en
relacién con los niveles circulantes de las diferentes adipocitoquinas estudiadas se
encontrd una correlacion positiva con los niveles circulantes de 1L-6 y con la PCR. El
resto de adipocitoquinas valoradas, Adiponectina, Lipocalina 2, RBP4, Resistina y

TNFR2, no mostraron correlacion. (Tabla R3.2).
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Tabla R3.2. Correlaciones entre niveles circulantes de Visfatina y adipocitoquinas.

OBESIDAD
MORBIDA
(n=93)

Adipo/citoquinas R valor p
ADIPONECTINA (ug/mL) 0088  nss.
LIPOCALINA 2 (ng/mL) 0.361 n.s.

RBP4 (mg/dL) -0.060 n.s.
RESISTINA (ng/mL) 0.003 n.s.
TNF-R2 (ng/mL) -0.132 n.s.
IL-6 (pg/mL) 0.496  <0.001
PCR (mg/dL) 0.241  0.049

Test de correlacion de Pearson. Correlaciones
estadisticamente significativas (p<0.05).

4. Niveles séricos de Visfatina en la obesidad morbida en relacion
con la presencia y tipo histologico de HGNA

Se estudiaron los niveles circulantes de Visfatina y su relacién con la presencia de
HGNA vy su tipo histolégico: ES o EHNA en el grupo de mujeres con OM. Se
obtuvieron muestras de tejido hepatico de un total de 86 pacientes y se clasificaron
siguiendo criterios histolégicos en 3 subgrupos: HN (18 casos), ES (24 casos) y EHNA
(44 casos). En el analisis basal de estos 3 subgrupos se observa un aumento significativo
en las cifras de AST, ALT y GGT en los grupos de ES y de EHNA respecto al subgrupo
de pacientes sin alteracion de la histologia hepatica. No se observan diferencias entre
los tres subgrupos en el resto de pardmetros analizados: edad, peso, IMC, PC, TAs,
TAd, glucosa basal, insulinemia basal, HbAlc, HOMAZ2-IR, HDL-C y TG (Tabla
R4.1).
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Tabla R4.1. Caracteristicas basales del grupo de mujeres con obesidad mérbida en funcién
de la histologia hepéatica.

OBESIDAD MORBIDA

HIGADO NORMAL ESTEATOSIS SIMPLE ESTEATOHEPATITIS

(n=18) (n=24) (n=44) vV pt Vv p® vV p’
EDAD (Afios) 44.05 (10.71) 46.79  (10.34) 47.55 (11.11) ns. ns.  ns
PESO (kg) 122.62 (15.43) 123.74  (16.94) 122.79 (18.14) ns. ns.  ns.
IMC (kg/m?) 48.46  (7.33) 48.13 (8.27) 48.02 (5.66) ns. ns.  ns
PC (cm) 133.85 (14.90) 125.33 (6.63) 132.48 (11.54) ns. ns.  ns.
TAs (mm Hg) 134.00 (15.58) 138.00  (14.48) 133.66 (26.34) ns. ns.  ns.
TAd (mm Hg) 76.38  (15.69) 7654  (12.02) 78.99 (17.73) ns. ns.  ns.
GLUCOSA (mg/dL) 103.11 (27.96) 128.35  (41.35) 119.06 (38.61) ns. ns. ns.
INSULINEMIA (mU/L) 1748 (11.19) 16.96 (9.36) 21.24 (22.73) ns. ns. ns.
HbA1c (%) 530  (0.80) 6.23 (1.83) 6.14 (1.82) ns. ns. ns.
HOMA2-IR 213 (1.31) 231 (1.21) 2.74 (2.75) n.s. n.s. n.s.
HDL-C (mg/dL) 40.02  (9.68) 39.39  (10.37) 41.21 (8.10) ns. ns. ns.
TRIGLIC (mg/dL) 158.32 (44.76) 17237  (73.98) 165.70 (73.56) n.s. n.s. n.s.
AST (U/1) 31.91 (11.01) 53.18  (48.12) *  48.58 (27.03) * 0.048 0.004 n.s.
ALT (U/L) 32.47 (11.79) 4883  (29.71) *  48.11 (27.31) * 0.021 0.005 ns.
GGT (U/1) 19.94 (10.40) 3438  (23.45) * 3801 (24.90) * 0013 0.025 n.s.
FA (U/L) 65.35 (18.92) 68.33  (19.24) 75.26 (22.62) ns. ns.  ns.

Media (desviacion esténda?. V p*: Comparacion entre el subgrupo con higado normal y el subgrupo
con esteatosis simple. V p“: Comparacion entre el subgrupo con higado normal y el subgrupo con
esteatohepatitis no alcohdlica. V p3: Comparaciéon entre el subgrupo de esteatosis simple y
esteatohepatitis no alcohdlica. * Diferencias significativas p<0.05.

El andlisis basal de las adipocitoquinas estudiadas comparando los 3 subgrupos se
muestra en la Tabla R4.2. En él se observa como los niveles circulantes de Visfatina
estan significativamente elevados unicamente en el subgrupo de mujeres con OM que
presentan una histologia hepatica compatible con EHNA en comparacion con las que
presentan una histologia hepatica normal (Figura R4). También, observamos como los
niveles circulantes de RBP4 estan significativamente aumentados tanto en el subgrupo
de ES como en el de EHNA, respecto al subgrupo de mujeres con OM con histologia
hepatica normal. No se observan diferencias entre los 3 subgrupos en los niveles
circulantes de Adiponectina, Lipocalina 2, Resistina, TNFR2, IL-6 y PCR.

En este apartado creemos de interés resaltar la ausencia de diferencias significativas
entre los niveles circulantes de Visfatina de las mujeres no obesas pertencientes al
grupo control y las mujeres con OM con una histologia hepéatica normal [Niveles
Visfatina del grupo control vs OM con histologia hepatica normal: 1.43 (DE=0.89) vs
1.85 (DE=0.81); p=n.s.].
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Tabla R4.2. Niveles circulantes de adipocitoquinas en la obesidad mdrbida en funcion
de la histologia hepatica.

OBESIDAD MORBIDA
HIGADO NORMAL ESTEATOSIS SIMPLE ESTEATOHEPATITIS

(n=18) (n=24) (n=44) VvV p' vp® Vp®
VISFATINA (ng/mL) 1.85 (0.81) 2.86  (2.10) 388 (2.55) * ns. 0.013 ns.
ADIPONECTINA (pg/mL) 7.99 (2.55) 6.32  (3.92) 6.98  (2.49) ns. ns. ns.
LIPOCALINA 2 (ng/mL) 94.7 (28.13) 68.1 (17.83) 71.7 (31.68) ns. ns. ns.
RBP-4 (mg/dL) 2.53  (0.49) 406  (1.90) * 368 (241) * 0.030 0.048 n.s.
RESISTINA (ng/mL) 452 (1.82) 4.45  (2.02) 426  (1.37) ns. ns. ns.
TNFR2 (ng/mL) 4.02 (1.63) 569  (2.72) 556  (1.68) ns. ns. ns
IL-6 (pg/mL) 2.45 (1.41) 337 (2.85) 3.16  (1.97) ns. ns ns.
PCR (mg/dL) 0.67 (0.49) 1.02  (0.84) 1.26  (1.00) ns. ns. ns.

Media (desviacién estandar). V p*: Comparacioén entre el subgrupo con higado normal y el
subgrupo con esteatosis simple. V p°: Comparacion entre el subgrupo con higado normal y el
subgrupo con esteatohepatitis no alcohdlica. V p3: Comparacion entre el subgrupo de
esteatosis simple y esteatohepatitis no alcohdlica. * Diferencias significativas p<0.05.

Niveles séricos de Visfatina (ng/ml)
. p=0,013
p=0,036 T

6 -

5 -

4 -

3 -

2 -

1 -

0 . . . .

HIGADO NORMAL HGNA ESTEATOSIS SIMPLE ESTEATOHEPATITIS

Figura R4. Niveles séricos de Visfatina en mujeres con obesidad moérbida en relacion con
la presencia de HGNA.
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5. Niveles séricos de Visfatina en la obesidad morbida en relacion
con la presencia y tipo histoldgico de HGNA en normoglucémicas y
en diabéticas tipo 2

Se estudiaron los niveles circulantes de Visfatina en el grupo de mujeres con OM y su
relacién con la presencia de HGNA vy su tipo histologico (ES o EHNA), dividiendo a las
pacientes en funcion de la presencia o ausencia de DM2 (Tabla R5.1). Se encontr6 un
aumento significativo del valor de las transaminasas (AST, ALT, GGT y FA) en las
mujeres diabéticas que presentaban histologia de EHNA.

El 100% de las pacientes con DM2 presentaron una histologia hepatica compatible con
una HGNA (44,8% una ES y 55,2% una EHNA). En las pacientes con OM no
diabéticas presentaban una HGNA el 68,4%, aunque hasta en un 71,8% era del tipo
EHNA.

Tabla R5.1. Caracteristicas del grupo de obesas morbidas de acuerdo con el tipo
histologico de HGNA y la presencia o0 ausencia de DM2.

ESTEATOSIS SIMPLE ESTEATOHEPATITIS

No DM2 DM2 No DM2 DM2

(h=11) (n=13) Vp' (n=28) (n=16) V p?
EDAD (afios) 46.18  (13.34) 4731 (7.20) n.s. 4750 (11.69) 47.63 (10.37) n.s.
PESO (kg) 12891  (20.27)  119.00 (10.84) n.s. 119.71 (10.88) 127.99 (25.90) n.s.
IMC (kg/m?’) 51.36  (10.33) 4516  (4.45) n.s. 4667 (3.62)  50.00 (7.79) n.s.
PC (cm) 124.67 (9.02) 12567  (6.02) n.s. 131.97 (8.23) 13340 (16.43) n.s.
TAs (mm Hg) 138.36  (18.01) 137.69 (11.11) n.s. 134.96 (18.64) 131.50 (36.46) n.s.
TAd (mm Hg) 8127  (13.12) 7254 (9.92) n.s. 78.88 (14.47) 7917 (22.74) n.s.
GLUCOSA (mg/dL) 95.95 (7.91) 15577 (40.61) ~ <0.001 9850 (9.64) 15871 (42.79) *  <0.001
INSULIN EMIA(mU/L) 19 78 (9.45) 14.85  (8.98) n.s. 19.07 (10.64) 2491 (35.04) n.s.
HbA1c (%) 5.04 (0.42) 7.03 (203 * 0011 513  (0.48) 7.88  (1.97) *  <0.001
HOMA2IR 2.53 (1.20) 214 (1.23) n.s. 228  (0.92) 359  (4.47) n.s.
HDL-C (mg/dL) 42,67  (12.30) 36.61  (7.78) n.s. 4218 (8.82) 3958  (6.68) n.s.
TRIGLIC (mg/dL) 14449  (46.64) 19596 (87.12) n.s. 157.25 (80.12) 180.50 (59.90) n.s.
AST (U/L) 36.70  (21.26) 66.92  (60.36) n.s. 40.70  (15.57) 66.70  (38.51) " 0.049
ALT (U/L) 44.00  (26.81) 52.54 (32.29) n.s. 39.24 (16.74) 68.27 (35.97) " o025
GGT (U/1) 39.45  (29.55) 30.08 (14.85) n.s. 21.08 (15.50) 73.28  (63.76) " 007
FA (U/L) 7473 (22.24) 62.92 (14.01) n.s. 69.04 (15.85) 86.87 (28.79) " 0.039

Media (desviacion estandar). V p*: Comparacién entre no DM2 y DM2 en esteatosis simple. V p*:
Comparacion entre no DM2 y DM2 en esteatohepatitis no alcohdlica. Diferencias significativas p
<0.05.

El resultado del anélisis de las adipocitoquinas estudiadas en este apartado se muestra
en la Tabla R5.2. En él se observa como los niveles circulantes de Visfatina estan

significativamente elevados Unicamente en el subgrupo de mujeres con OM no
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diabéticas que presentan una histologia hepatica compatible con EHNA en comparacion
con las que presentan una histologia hepatica de ES (Figura R5). En la cohorte de
mujeres diabéticas, aunque los niveles de Visfatina circulantes eran mas elevados en la
EHNA, estos no eran significativamente mayores que los encontrados en las pacientes
con ES. En la Figura R5, también se muestra como los niveles de Visfatina son
significativamente superiores en las pacientes con ES diabéticas respecto a las no
diabéticas.

En el resto de adipocitogquinas estudiadas no se encontraron diferencias de interés al
comparar la presencia de HGNA (ES o EHNA) en funcion de la presencia o no de
DM2.

Tabla R5.2. Niveles circulantes de adipocitoquinas en la obesidad mérbida en relacion con la
presencia y tipo histolégico de HGNA en normoglucémicos y en DM2.

NO DIABETES 2 DIABETES 2
ESTEATOSIS ESTEATOSIS

SIMPLE ESTEATOHEPATITIS SIMPLE ESTEATOHEPATITIS

(n=11) (n=28) V p' (n=13) (n=16) V p?
VISFATINA (ng/ml) 1.63  (1.09) 3.39 (1.99) ¥ 0012 380 (2.43) 475  (3.19) ns.
ADIPONECTINA (Mg/mL) 774  (4.62) 7.49 (2.41) n.s. 475 (2.30) 5.89 (2.46) ns.
LIPOCALINA 2 (ng/mL) 77 03 (19.97) 7552  (34.97) ns.  64.82 (15.62) 6343 (2331) ns.
RBP-4 (mg/dL) 3.56 (1.00) 3.75 (2.90) n.s. 461 (2.58) 353  (0.78) ns.
RESISTINA (ng/mL) 492 (2.24) 4.41 (1.56) n.s. 3.93 (1.71) 396  (0.88) n.s.
TNFR2 (ng/mL) 6.42 (2.62) 5.14 (1.60) n.s. 490 (2.75) 6.45  (157) ns.
IL-6 (pg/mL) 2.66 (1.27) 2.99 (1.77) n.s. 416 (3.89) 350  (2.46) ns.
PCR (mg/dL) 0.75 (0.46) 1.23 (1.03) n.s. 1.05 (1.03) 158  (0.90) ns.

Media (desviacion estandar). V p: Comparacién entre esteatosis simple y esteatohepatitis no
alcohdlica en pacientes no DM2. V p®. Comparacién entre esteatosis simple y esteatohepatitis no
alcohdlica en pacientes con DM2. Diferencias significativas p <0.05.
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Figura R5. Niveles séricos de visfatina en la obesidad mérbida en relacion con el tipo
histolégico de HGNA en normoglucémicas y en diabéticas tipo 2.

6. Influencia de la HGNA y la presencia de diabetes mellitus tipo 2
sobre los niveles séricos de Visfatina en la obesidad morbida

Los resultados presentados hasta ahora demuestran que los niveles circulantes de
Visfatina estan significativamente aumentados en las mujeres con OM, y que el
aumento de dichos niveles circulantes guarda relacion con la presencia de DM2 y/o la
existencia de una HGNA.

Se practico el test ANOVA two-way en el grupo de mujeres con OM para determinar el
efecto conjunto de la histologia hepéatica (HN, ES o EHNA) vy la presencia o ausencia
de DM2 sobre los niveles circulantes de Visfatina. La variable dependiente, niveles
circulantes de Visfatina, presentaba una distribucion normal para los grupos formados
por las dos variables independientes. Los resultados mostraron que la histologia
hepatica era el unico factor con un efecto significativo sobre los niveles circulantes de
Vistatina [F(2,80)=4.056, p=0.021]. En cambio el efecto de la presencia de DM2 no era
estadisticamente significativo [F (2,80)=3.912 p=0.052)]. Ademas, tampoco se produjo
interaccion estadisticamente significativa al asociar los dos cofactores frente a los
niveles circulantes de Visfatina [F (2,80)=0.076, p=0.927)].
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7. Expresion génica de Visfatina en el tejido hepatico en
normopeso y en la obesidad modrbida

En una segunda parte del trabajo se estudio la expresion génica de Visfatina en tejido
hepético, comparando el grupo control de individuos normopeso (n=5) con el grupo de
mujeres con OM (n=58). Los resultados se representan en la Figura R7, muestran un
aumento significativo de la expresion génica hepatica de Visfatina en las mujeres con
OM respecto al grupo de mujeres control. [OM:3.19 (DE=3.04) vs Control: 1.03
(DE=0.27), p< 0.001].

Expresion génica de Visfatina en tejido hepatico

77 p<0,001

CONTROLES SIN SOBREPESO OBESIDAD MORBIDA

Figura R7. Expresion relativa de mRNA de Visfatina en tejido hepético. Controles sin
sobrepeso=1.03 (DE=0.27), n=5; Grupo de mujeres con obesidad mérbida=3.19 (DE=3,04),
n=58.

8. Expresion génica de Visfatina en el tejido hepatico en la
obesidad moérbida en normoglucémicas y en diabéticas tipo 2

Al estudiar la expresion génica en tejido hepatico de Visfatina en el grupo de mujeres
con OM en funcion de la presencia 0 no de DM2, los resultados mostraban que no
existian diferencias entre ambos subgrupos, y se constatd que ambos subgrupos tenian

una expresion génica significativamente aumentada respecto al grupo de mujeres con
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normopeso. [Control delgado=1.03+0.27; Grupo obesas mdrbidas: NO DM2= 3.14
(DE=3.08), DM2= 3.29 (DE=3.06) (Figura R8).

Expresion génica de Visfatina en tejido hepatico
=0,007
. p
p<0,001 p=0,847
. | -
5 -
4
3
2
1
0
CONTROLES SIN SOBREPESO MORBIDO NO DM2 MORBIDO DM2
(n=5) (n=41) (n=17)

Figura R8. Expresion mRNA de visfatina en tejido hepatico. Control delgado=1.03
(DE=0.27), Grupo obesas morbidas: NO DM2=3.14 (DE=3.08), DM2=3.29 (DE=3.06).

9. Relacion de la expresion génica en tejido hepatico de Visfatina
con variables bioquimicas y metabdlicas en la obesidad mérbida

El anélisis de la expresidn génica de Visfatina en tejido hepatico en el grupo de mujeres
con OM en relacion con los diferentes pardmetros bioquimicos y metabolicos
determinados, mostro la existencia de una correlacion positiva de la expresion génica de
Visfatina con la insulinemia basal (r=0.428, p=0.003) y el HOMA2-IR (r=0.415,
p=0.005) (Tabla R9). En cambio, la expresion de Visfatina en tejido hepatico no
mostrd correlacion con los niveles de glucemia basal, HbAlc, HDL-C, TG o con las
transaminasas (AST, ALT, GGT, FA).
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Tabla R9. Correlacion entre la expresion génica de Visfatina en tejido hepatico con las
variables bioguimicas y metabdlicas.

Expresion génica

hepatica
(n=58)
Pardmetros Generales R Valor p
IMC -0.130 n.s.
PC (cm) -0.052 n.s.
GLUCOSA (mg/dL) 0.066 n.s.
INSULINA(mU/L) 0.428 0.003
HbA1c (%) 0.079 n.s.
HOMA2-IR 0.415 0.005
HDL-C (mg/dL) -0.030 n.s.
TRIGLICERIDOS (mg/dL) 0.059 n.s.
AST (U/L) -0.068 n.s.
ALT (U/L) -0.019 n.s.
GGT (U/L) 0.013 n.s.
FA(U/L) -0.212 n.s.

Test de correlacion de Pearson. Correlaciones
estadisticamente significativas (p<0.05).

10. Expresion génica de Visfatina en el tejido hepatico en la
obesidad morbida en relacion con la presencia y tipo histologico
de HGNA

Al estudiar la expresion génica de Visfatina en tejido hepatico en funcion de la
presencia de HGNA, los resultados fueron los siguientes: La expresion hepética de
Visfatina esta significativamente aumentada en el grupo de mujeres con OM y HGNA,
en comparacion con el de las mujeres con OM cuya histologia hepatica era normal [HN:
1.50 (DE=0.35); HGNA: 3.05 (DE=2.53), p=0.001]. Al subclasificar las pacientes con
HGNA en ES vs EHNA, la expresion hepéatica de Visfatina era significativamente
mayor en la EHNA respecto a la ES [ES: 1.77 (DE=1.14); EHNA: 3.88 (DE=2.95);
p=0.006] (Figura R10).
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Figura R10. Expresién de Visfatina en tejido hepatico en la obesidad mérbida en relacion
con la presencia de HGNA vy su tipo histolégico. Higado normal: 1.50 (DE=0.35) vs HGNA:
3.05 (DE=2.53), p=0.001; Esteatosis hepatica: 1.77 (DE=1.14) vs Esteatohepatitis no
alcohdlica: 3.88 (DE=2.95), p=0.006.

11. Expresion génica de Visfatina en el tejido hepatico en la
obesidad moérbida en relacion con el tipo histoldgico de HGNA en
normoglucémicas y en diabéticas tipo 2

Estudiamos también la expresion hepatica de Visfatina en el grupo de pacientes con OM
de acuerdo con el tipo de HGNA desarrollado (ES o EHNA) y la presencia o ausencia
de DM2 (Figura R11). La expresion hepatica de Visfatina en las pacientes no
diabéticas era significativamente mayor en las que presentaban criterios histoldgicos de
EHNA que las que los tenian de ES [ES: 1.32 (0.57) vs EHNA: 3.71 (3.12); p=0.005)].
En cambio, en la mujeres que tenian diabetes, la expresion hepatica de Visfatina fue
similar en ES y en EHNA [ES: 2.1 (1.37) vs EHNA: 3.96 (2.76); p=n.s.].
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Figura R11. Expresion de Visfatina en tejido hepatico en la obesidad moérbida en relacion
con la presencia de HGNA en normoglucemicas y en diabéticas tipo 2. No DM2: ES: 1.32
(0.57) vs EHNA: 3.71 (3.12), p=0.005; DM2: ES: 2.12 (1.37) vs EHNA: 3.96 (2.76), p=n.s.

12. Expresion génica de Visfatina en el tejido adiposo subcutaneo
y visceral en la obesidad morbida en relacion con el tipo
histologico de HGNA

Se valoraron los niveles de expression génica de Visfatina en el tejido adiposo
subcutaneo y visceral en la cohorte de pacientes con OM, subclasificando las pacientes
en funcion de la histologia hepatica. La expresion de Visfatina en ambos tejidos
adiposos era similar y sus niveles eran independientes de la histologia hepatica [Grasa
subcutanea: HN=6.59 (3.95), ES=5.49 (4.10), EHNA=6.80 (4.06); Grasa visceral:
HN=6.92 (3.58), ES=6.73 (4.18), EHNA=7.35 (4.53)] (Figura R12).

Comparamos, también en la cohorte de OM, la expresion relativa de Visfatina a nivel de
los tres tejidos estudiados y constatamos que la expresion hepética era casi unas tres
veces inferior a la de los dos tejidos adiposos [Grasa subcutanea=0.042 (0.026), Grasa
visceral=0.035 (0.030), Higado=0.014 (0.013)].
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Figura R12. Expresién génica de Visfatina en tejido adiposo subcutaneo y visceral en la
obesidad marbida en relacién con el tipo histolégico de HGNA. [Grasa subcutanea: Higado
normal=6.59 (3.95), ES=5.49 (4.10), EHNA=6.80 (4.06) p=ns; Grasa visceral: Higado
normal=6.92 (3.58), ES=6.73 (4.18), EHNA=7.35 (4.53), p=ns].

13. Influencia de la HGNA y de la presencia de diabetes mellitus
tipo 2 sobre la expresion génica hepatica de Visfatina en la
obesidad morbida

Los resultados sobre la expresion génica de Visfatina en tejido hepético expuestos hasta
el momento muestran un aumento de su expresion en las pacientes con OM. Este
aumento de la expresion génica de Visfatina se produce en las pacientes con HGNA vy,
de forma significada, en las que presentan EHNA. En cambio, en la OM con histologia
hepéatica normal no se produce aumento de la expresion hepatica de Visfatina. En este
caso no parece que la presencia de diabetes influya en la expresion en el tejido hepatico
de Visfatina.

Se practico el test ANOVA two-way sobre el grupo de mujeres con OM para determinar
el efecto conjunto de la histologia hepéatica (HN, ES o EHNA) vy la presencia o ausencia
de DM2 sobre la expresion génica de Visfatina en el tejido hepatico. Los resultados
mostraron que la histologia hepatica era el Unico factor con un efecto significativo sobre

la expresion génica hepatica de Visfatina [F(2,53)=5.575, p=0.024]. En cambio, el
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efecto de la presencia de DM2 no era estadisticamente significativo [F (2,53)=0.495,
p=0.486)]. Tampoco se produjo interaccién estadisticamente significativa al asociar los
dos cofactores frente a la expresion en tejido hepatico de Visfatina [F (2,53)=0.587,
p=0.449)].

14. Relacion de los niveles circulantes y la expresion génica en
tejido hepatico de Visfatina con el grado de esteatosis y
esteatohepatitis en la obesidad moérbida

En la cohorte de mujeres con OM, los niveles circulantes de Visfatina (r=0.229,
p=0.027) y su expresion en tejido hepéatico (r=0.609, p<0.001) correlacionaban con el
grado de EHNA y no con el grado de ES. Aplicando el test de correlacion Ro de
Spearman para variables no paramétricas, este mismo patron se repetia al analizar las
mujeres con OM no diabéticas en las que los niveles circulantes de Visfatina (r=0.354,
p=0.004) y la expresion genica en tejido hepéatico (r=0.629, p<0.001) correlacionaban
significativamente con el grado de EHNA, mientras que no mostraban correlacion con
el grado de ES (niveles circulantes: r=0.214, p=0.095; expresion génica: r=-0.222,
p=0.192). En cambio, en las mujeres con OM diabéticas, no se encontrd correlacion
entre los niveles circulantes y su expresion génica hepatica, ni con el grado de ES
(niveles circulantes: r=-0.030, p=0.878; expresion génica: r=278, p=0.296), ni con el
grado de EHNA (niveles circulantes: r=0.151, p=0.444; expresion génica r=0.452,
p=0.079).

15. Valoracion del efecto de Visfatina sobre la presencia de
esteatohepatitis no alcohdlica

Evaluamos el efecto que los niveles circulantes de Visfatina tienen en la presencia a
nivel hepatico de EHNA, comparandolo con el de algunas de las variables metabdlicas
en la globalidad de la cohorte de mujeres con OM y usando un analisis multivariante de
regresion logistica. Las variables introducidas en el primer paso fueron: Visfatina,
glucosa basal, insulinemia basal, IMC, TG, HDL-C y ALT. La categoria de referencia
fue la ausencia de EHNA. Los resultados del anélisis multivariante indicaron que, entre
todas las variables incluidas en el modelo, Visfatina era la Unica y la que mayor efecto
tenia en la variabilidad de la presencia de ENHA (Tabla R15.1). Sin embargo, este
efecto no llegaba a ser estadisticamente significativo en la aplicacién del dltimo paso de
la regresion logistica (B=1.208, Cl 95% 0.975-1.497, p=0.084).
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Tabla R15.1 Efecto de Visfatina sobre la presencia de EHNA en comparacion
con variables metabdlicas.

Exp(B) 95,0% C.l.for EXP(B) Valor p

PASO 1 VISFATINA 1.335 1.010 1.764 0.042
GLUCOSA 0.994 0.976 1.012 n.s.
INSULINA 1.027 0.986 1.070 n.s.
IMC 0.980 0.896 1.072 n.s.
TRIGLICERIDOS 1.000 0.992 1.008 n.s.
HDL-C 1.033 0.960 1111 n.s.
ALT 0.996 0.945 1.049 n.s.

PASO 2  VISFATINA 1.335 1.013 1.761 0.040
GLUCOSA 0.994 0.976 1.012 n.s.
INSULINA 1.027 0.986 1.070 n.s.
IMC 0.980 0.896 1.072 n.s.
HDL-C 1.033 0.961 1.110 n.s.
ALT 0.996 0.945 1.049 n.s.

PASO 3  VISFATINA 1.347 1.039 1.746 0.025
GLUCOSA 0.994 0.976 1.011 n.s.
INSULINA 1.027 0.986 1.070 n.s.
IMC 0.980 0.896 1.072 n.s.
HDL-C 1.034 0.967 1.107 n.s.

PASO 4  VISFATINA 1.338 1.035 1.731 0.026
GLUCOSA 0.994 0.977 1.012 n.s.
INSULINA 1.029 0.986 1.073 n.s.
HDL-C 1.037 0.971 1.109 n.s.

PASO 5 VISFATINA 1.315 1.026 1.686 0.030
INSULINA 1.027 0.983 1.074 n.s.
HDL-C 1.039 0.972 1.110 n.s.

PASO 6 VISFATINA 1.255 1.001 1.574 0.049
INSULINA 1.024 0.983 1.068 n.s.

PASO 7  VISFATINA 1.208 .975 1.497 0.084

Variables introducidas en el paso 1: Visfatina, Glucosa, Insulina, IMC, Trigliceridos,
HDL-Cy ALT.

Finalmente, evaluamos el efecto que los niveles circulantes de Visfatina tienen en la
presencia a nivel hepatico de EHNA, comparandolo con el de otras adipocitoquinas en
la cohorte de mujeres obesas no diabéticas. Las variables introducidas en el primer paso
fueron: Visfatina, Adiponectina, Resistina, Lipocalina 2, RBP4, IL-6 y TNFR2. La
categoria de referencia fue la ausencia de EHNA. Los resultados del analisis
multivariado de regresion logistica indicaron que, entre todas las adipocitoquinas
incluidas en el modelo (Tabla R15.2), Visfatina era la Unica que tenia un efecto sobre la
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variabilidad de EHNA y dicho efecto era estadisticamente significativo (B=3.010, CI
95% 1.203-7.531, p=0.019). Este modelo explicaba un 34% de la variabilidad de la
EHNA (Nagelkerke R Square=0.338).

Tabla R15.2 Efecto de Visfatina sobre la variabilidad de la presencia de EHNA
en comparacion con otras adipocitoquinas.

Exp(B) 95,0% C.l.for EXP(B) Valor p
PASO 1 VISFATINA 2.931 1.111 7.729 0.030
ADIPONECTINA 1.000 1.000 1.000 n.s.
RESISTINA 0.848 0.511 1.409 n.s.
LIPOCALINA 2 1.006 0.975 1.038 n.s.
IL-6 1.101 0.599 2.024 n.s.
RBP4 1.131 0.660 1.939 n.s.
TNFR2 0.993 0.636 1.548 n.s.
PASO2  VISFATINA 2.933 1.114 7.720 0.029
ADIPONECTINA 1.000 1.000 1.000 n.s.
RESISTINA 0.847 0.514 1.396 n.s.
LIPOCALINA 2 1.006 0.976 1.038 n.s.
IL-6 1.101 0.598 2.025 n.s.
RBP4 1.132 0.661 1.936 n.s.
PASO3  VISFATINA 2.987 1.149 7.766 0.025
ADIPONECTINA 1.000 1.000 1.000 n.s.
RESISTINA 0.849 0.517 1.394 n.s.
LIPOCALINA 2 1.007 0.977 1.039 n.s.
RBP4 1.136 0.670 1.928 n.s.
PASO 4  VISFATINA 3.078 1.181 8.026 0.021
ADIPONECTINA 1.000 1.000 1.000 n.s.
RESISTINA 0.855 0.518 1.411 n.s.
RBP4 1.120 0.659 1.905 n.s.
PASO5  VISFATINA 3.187 1.205 8.433 0.020
ADIPONECTINA 1.000 1.000 1.000 n.s.
RESISTINA 0.830 0.508 1.357 n.s.
PASO6  VISFATINA 3.213 1.206 8.558 0.020
RESISTINA 842 .520 1.364 n.s.
PASO7  VISFATINA 3.010 1.203 7.531 0.019

Variables introducidas en el paso 1: Visfatina, Adiponectina, Resistina, Lipocalina 2,
IL-6, RBP4 y TNFR2
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16. Evaluacion de los niveles circulantes de Visfatina como
biomarcador de HGNA y esteatohepatitis no alcohdlica

Se evalu6 el grado de eficacia diagndstica de los niveles circulantes de Visfatina al
utilizarlos como biomarcador de HGNA y EHNA en la cohorte general de pacientes con
OM vy en la subcohorte de pacientes con OM no diabéticas (Tabla R16), ambas
cohortes incluian pacientes con histologia hepatica normal, ES y EHNA.

Para el diagnostico de HGNA y valorando la cohorte general de pacientes con OM se
obtuvo un nivel 6ptimo de corte para Visfatina de 2,42 ng/ml con un &rea bajo la curva
(AUC) de 0,72, con una sensibilidad del 61% y una especificidad del 80%. En el
subgrupo de OM no diabéticas el nivel 6ptimo de corte de Visfatina fue de 2,43 ng/ml
con una AUC de 0,72, con una sensibilidad y especificidad del 53% y del 93%,
respectivamente.

Para el diagnostico de EHNA, Visfatina tuvo una AUC de 0,70, con una sensibilidad del
71% y una especificidad del 64% para un nivel circulante de 2,31 ng/ml al valorar la
cohorte general. En la poblacién no diabética, la AUC fue del 0,79, con una sensibilidad
del 64% y una especificidad del 84% para un nivel circulante de Visfatina de 2,43
ng/ml. El valor predictivo negativo (VPN) tanto para la cohorte general como para la

poblacién no diabética era del 91%.

Tabla R16. Niveles circulantes de Visfatina como biomarcador de HGNA y EHNA.

Visfatina circulante AUROC (Cl195%) Cut-off Sensibilidad (%) Especificidad (%) VPP (%) VPN (%) LR+ LR -

HGNA Cohorte completa 0.72 (0.608-0.838) 0,78 88 7 69 19 0,94 18
3,46 39 93 93 40 591 0,6

(Youden) 2,42 61 80 91 49 4,55 05

NO Diabéticas 0.72 (0.58-0.856) 0,78 90 7 69 23 0,96 15

2,43 53 93 95 46 7,37 0,5

(Youden) 2,43 53 93 95 46 7,37 0,5

EHNA Cohorte completa 0.70 (0.586-0.819) 1,58 91 39 25 95 1,49 0,2
4,6 27 89 36 84 2,45 0,8

(Youden) 2,31 71 64 31 91 195 0,5

NO Diabéticas 0.79 (0.661-0.911) 1,62 89 48 28 95 1,72 0,2

3,33 43 88 45 87 3,57 0,6

(Youden) 2,43 64 84 48 91 4,02 04
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V. DISCUSION
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V. DISCUSION

Los conocimientos actuales sobre la existencia de PBEF/Nampt/Visfatina se remontan a
finales del siglo XX, pero no es hasta iniciado ya el presente siglo XXI en que
investigadores japoneses'® le dan un verdadero protagonismo a esta molécula al
postular que podria poseer propiedades insulinmiméticas. Estos investigadores deciden
bautizar a esta proteina con el nombre de Visfatina al pensar que su principal fuente de
produccién estaba localizada a nivel del tejido graso visceral. Posteriormente, las
propiedades insulinmiméticas de Visfatina no han podido ser confirmadas por otros

cientificos#%1%°

, pero lo que si se ha conservado es el nombre de Visfatina que nos
recuerda su origen en la “visceral fat”.

En el presente estudio se han valorado los niveles circulantes y la expresion génica en el
tejido hepatico, el tejido adiposo subcutaneo y visceral de Visfatina en un grupo
homogéneo de mujeres con OM, y su relacion con el desarrollo de de la HGNA.
Ademas, se ha evaluado las interacciones de Visfatina con otras adipocitoquinas
potencialmente implicadas en el desarrollo de la HGNA y de su forma progresiva la
EHNA.

Es importante comentar que el estudio se centré en un grupo de pacientes con obesidad
extrema, lo que determina que el grupo objeto de valoracién presenta una importante Rl
y una elevada presencia de los parametros que definen el SM. Aplicando los criterios de
definicion de la ATP Il para el SM™, el 86% de las mujeres de la cohorte con OM
cumplian con la definicion de SM (cumplian 3 0 mas criterios de este sindrome) frente a
un 2,5% de las mujeres del grupo control normopesas.

Los resultados iniciales del estudio muestran el aumento significativo en los niveles
circulantes de las adipocitoquinas de conocido perfil proinflamatorio: Lipocalina 2%,
Resistina®®, TNFR2™, IL-6*, PCR™ vy Visfatina'™* y la disminucién de las
adipocitoquinas de perfil antiinflamatorio como es la Adiponectina®” en el grupo de
mujeres con OM al compararlos con el grupo control de mujeres con un IMC normal.
Este resultado es acorde con los conocimientos actuales que demuestran que en la
obesidad se produce un estado de disfuncién del tejido adiposo que conduce a un
aumento de los niveles de citoquinas proinflamatorias, proaterogénicas Yy

prodiabetogénicas, generandose un estado inflamatorio crénico de bajo grado®®3%%".
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El aumento en la obesidad de los niveles circulantes de Visfatina ya ha sido reportado
por diferentes autores en la literatura médica™" "% En el estudio prospectivo de
Haider et al.'® se determinaron, entre otras adipocitoquinas, los niveles circulantes de
Visfatina en un grupo de 31 pacientes (28 mujeres) con OM previamente a la
realizacion de cirugia bariatrica con banda gastrica y seis meses después de la
realizacion de dicha cirugia. Basalmente, en este estudio, se observo que los niveles
plasmaticos de Visfatina eran significativamente superiores en las mujeres OM respecto
a un grupo control de mujeres delgadas sanas y que la pérdida de peso tras la realizacién
de la cirugia bariatrica producia un descenso en los niveles circulantes de Visfatina.

1.8 también observaron un descenso en los niveles circulantes de Visfatina

Manco et a
en su estudio de diez mujeres con OM que perdian mas del 20% de su IMC inicial a los
dos afios de haber sido sometidas a una cirugia de derivacion biliopancreatica. En un
trabajo mas reciente, Moschen et al.'”®, estudiando también un grupo pacientes con OM
a los que sometieron a cirugia bariatrica, demostraron el descenso en los niveles
circulantes de Visfatina tras la pérdida de peso conseguida seis meses después de la
colocacion por laparoscopia de una banda gastrica ajustable. Filippatos et al.**’ en su
estudio encuentran un incremento en los niveles circulantes de Visfatina en personas
con sobrespeso y obesidad que cumplen criterios de SM frente a personas con similares
caracteristicas ponderales que no han desarrollado un SM.

Nuestros resultados mostraban claramente el aumento en los niveles circulantes de
Visfatina en la cohorte de mujeres con OM, pero no encontramos correlacion entre los

niveles circulantes de Visfatina y el IMC. Otros autores, como Berndt et al.'>’

en su
estudio en 189 personas con grados variables de obesidad (95 varones/94 mujeres), si
encontraron una correlacion positiva de los niveles circulantes de Visfatina con el IMC
y porcentaje de grasa corporal, pero la correlacion no existia con la masa grasa visceral
cuando ésta fue calculada mediante el uso de TC. En el estudio de Haider et al.'®, antes
mencionado, se concluia que el IMC, los niveles de insulina y el HOMA eran los
factores independientes que mejor predecian los niveles circulantes de Visfatina. En
nuestro estudio tampoco se encontrd correlacion entre los niveles circulantes de
Visfatina y los niveles de los parametros metabdlicos estudiados, incluidos los de
insulinsensibilidad (insulinemia basal, HOMAZ2-IR), ni con los niveles circulantes de
Adiponectina, Lipocalina 2, RBP4, Resistina y TNFR2. En cambio, si se demostrd una
significativa correlacion de los niveles circulantes de Visfatina con las transaminasas

(AST, ALT y GGT) vy con los niveles circulantes de IL-6 y la PCR.
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El aumento de los niveles circulantes de Visfatina en las personas con DM2 que se
observa en nuestros resultados, también ha sido observado en estudios previos'*!#18°.
Ademas, el subgrupo de pacientes con OM y DM2, presentaba unas cifras de
transaminasas (ALT, AST y GGT) significativamente aumentadas y clinicamente
patoldgicas en comparacion con las del subgrupo con OM no diabético. El resto de
adipocitoquinas analizadas, Lipocalina 2, RBP4, Resistina, TNFR2, IL-6 no mostraron
diferencias en relacion con la presencia de DM2, a excepcion de Adiponectina que
estaba significativamente disminuida y de la PCR que estaba significativamente
aumentada en las mujeres diabéticas. Es dificil encontrar una Gnica razon que permita
entender el por qué del aumento de los niveles de Visfatina en la diabetes mellitus.
Interesante es el estudio de Lopez-Bermejo y colaboradores'®® donde demuestran que
los niveles circulantes de Visfatina estan aumentados en la DM2 y en la DM1 de larga
evolucién, en comparacién con los de personas no diabéticas o con una DM2 de
reciente diagndstico. Para estos autores, los niveles circulantes de Visfatina no estan
determinados por la sensibilidad a la insulina, sino por la capacidad de secrecién de
insulina de la célula B-pancreatica. Asi, como conclusion lanzan la hipotesis que
relaciona el aumento de los niveles circulantes de Visfatina con el deterioro progresivo
de la funcion B-pancreatica que se produce durante el curso evolutivo en el tiempo de la
DM2. En el estudio de Retnakaran et al.'® también encuentran unos niveles circulantes
de Visfatina significativamente mayores en las personas con DM2, pero estos autores no
encuentran correlacion entre los niveles circulantes de Visfatina y los parametros
antropométricos (IMC, PC), los niveles de ALT, el perfil lipidico, la glucemia basal, el
HOMA-IR, la funcién B-pancredtica medida mediante el HOMA-B, o los niveles
circulantes de Adiponectina. Ademas, en este estudio los niveles circulantes de
Visfatina correlacionan de forma independiente con los niveles circulantes de Resistina.
Otros autores han sugerido que Visfatina podria tener una actividad insulinmimética y
ello explicaria el aumento de sus niveles circulantes en la DM2, por un mecanismo
similar al que en estos pacientes produce el hiperinsulimismo de las fases iniciales de la
enfermedad*®*851%°_ Esta actividad insulinmimética no ha podido ser confirmada ni in
vivo ni in vitro por otros investigadores*®®. Lo que si ha sido demostrado es que
Visfatina a nivel de la célula B-pancreatica es un factor critico en la via biosintética de
NAD. La inhibiciéon de la actividad de Visfatina a nivel de la célula B-pancreética se

traduce en un déficit en la secrecion de la insulina estimulada por la glucosa, sugiriendo
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todo ello que la sintesis de NAD mediada por Visfatina es de vital importancia en la
regulacion de la homeostasis de la glucosa™.

En este contexto, decidimos abordar el estudio sobre la posible relacién entre Visfatina
y la manifestacion hepatica del SM, la HGNA. Existen en la literatura médica diversos
trabajos que relacionan los niveles circulantes de Visfatina y la inflamacion hepética. En
este sentido, es interesante un reciente estudio polaco que analizd los niveles circulantes
de Visfatina en un grupo de pacientes con hepatitis C crénica sin sobrepeso, ni DM2,
demostrando que estaban significativamente aumentados en estos pacientes con

1 En sus

hepatitis cronica al compararlos con individuos sanos sin hepatitis
conclusiones, los autores sugieren que Visfatina podria jugar un papel clave en la
regulacion del proceso inflamatorio hepéatico. Muy recientemente, Moschen y
colaboradores™® han publicado un estudio donde relacionan a Visfatina con la
inflamacién hepética, tanto aguda como crénica. Estudiaron 83 pacientes con cirrosis
hepatica de diferentes etiologias (alcohdlica, virica, idiopatica) y observaron un
aumento significativo de los niveles circulantes y de la expresion hepatica de Visfatina
en estos pacientes, comparandolos con un grupo control individuos sanos. No
observaron diferencias en los niveles circulantes de Visfatina en funcion de la etiologia
de la hepatopatia, ni en funcién de la severidad de la misma, valorada mediante la escala
de Child-Turcotte-Pugh. En la segunda parte de este estudio, se trabajé con un modelo
experimental de hepatitis en ratones. Primero se inducia una sobreexpresion hepatica de
Visfatina en los ratones y, posteriormente, se les producia una hepatitis aguda mediante
la administracion endovenosa de concanavalina A. Los ratones asi tratados aumentaban
mas de 40 veces sus niveles de expresion hepatica de Visfatina a las 6 horas de haber
recibido el tratamiento. Este aumento en la expresion de ARNm procedia de los
hepatocitos, las células de Kupffer y las células endoteliales de los sinusoides hepaticos.
Los ratones, a los que previo a la administracion de concanavalina A se les habia
inducido la expresion hepatica de Visfatina, desarrollaron unas lesiones histologicas
hepéaticas mas severas, unas cifras superiores de AST y ALT, y una mayor expresion
hepética de la quimiogquina murina de accion proangiogénica 1 (CXCL-1), IL-6 e IL-1B
que los ratones que no habian sufrido la induccion. En cambio, no hubo diferencias en
la expresion hepatica de TNF-a, INF-y e IL-10. A otro grupo de ratones se administrd
FK866 previa a la induccion de la hepatitis aguda. FK866 es un inhibidor no
competitivo especifico de Visfatina capaz de producir un déficit intracelular de NAD".

La administracion de FK866 redujo las areas de necrosis desarrolladas a nivel hepatico,
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la apoptosis de los hepatocitos y las cifras de AST y ALT. Ademas, se produjo una
disminucion relativa en la expresion hepatica de CXCL-1, IL-1B, TNF-a, INF-y e IL-10.
En este interesante trabajo, se demuestra el aumento de la expresion hepatica y de los
niveles circulantes de Visfatina en la hepatitis humana y en los modelos de hepatitis
experimentales, y se sefiala un papel clave para esta adipocitoquina en los fenémenos
inflamatorios hepéticos. En otro estudio, Aller et al.'”" valoraron pacientes con HGNA
no diabéticos y, entre otros resultados, encontraron que los pacientes que presentaban
inflamacion portal hepéatica tenian unos niveles significativamente mas altos de
Visfatina sérica, insulinemia, HOMA y masa grasa.

Nuestra cohorte de pacientes con OM fue dividida en funcion de la presencia o ausencia
histologica de la HGNA. En presencia de HGNA histoldgica, los niveles circulantes de
Visfatina estaban significativamente aumentados en la cohorte de mujeres con OM.
Dichos niveles eran mayores en la EHNA que en la ES, pero las diferencias no eran
suficientes como para diferenciar entre ambas entidades. Es mas, en el subgrupo de
pacientes con OM que no habian desarrollado una HGNA, los niveles circulantes de
Visfatina eran similares a los de las mujeres del grupo control. No existian diferencias
entre los tres subgrupos (HN, ES y EHNA) en los parametros que definen el SM (PC,
TA, glucemia, TG y HDL-C), y los que valoran la IR (insulinemia, HOMAZ2-IR). Al
afiadir la presencia de DM2 en la valoracion de la HGNA, Visfatina estaba aumentada
en la EHNA en comparacion con la ES, tanto en las DM2 como en las no DM2 y en
este Gltimo subgrupo de OM no diabéticas los niveles circulantes de Visfatina, si eran

.12 obtuvieron unos resultados

capaces de diferenciar entre EHNA y ES. Jarrar et a
bastante diferentes, ya que no encontraron diferencias en los niveles plasmaticos de
Visfatina en pacientes OM en funcion de la presencia o ausencia de una HGNA.
Ademas, en este estudio, en los pacientes con una EHNA los niveles de Visfatina y de
IL-6 eran menores que en la ES. Estos autores llegan a postular que Visfatina e 1L-6
tendrian un papel hepatoprotector y que su disminucion favoreceria el paso desde la ES
a la EHNA.

Resumiendo lo expuesto hasta ahora, los niveles circulantes de Visfatina estan
aumentados en la OM vy, en especial, en las pacientes que ademas son diabéticas. No
parece existir consenso en la literatura sobre si realmente la obesidad y/o la DM2 son
las directamente responsables de la elevacion de los niveles circulantes de Visfatina, ya
que los resultados de las investigaciones actuales sobre su posible correlacién con el

IMC, PC y con los pardametros de medicion de la IR son cuanto menos contradictorios.
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En nuestro estudio, los niveles circulantes de Visfatina muestran una excelente
correlacion con las transaminasas, pardmetro de utilidad clinica en la valoracion de la
inflamacion hepatica, y con los niveles circulantes de IL-6 y PCR. IL-6 y la PCR son
citoquinas de un conocido perfil proinflamatorio y, en los seres humanos, IL-6 esta
reconocida como el principal factor estimulador de la sintesis y secrecion de PCR por
parte de los hepatocitos®®. En nuestros resultados, los niveles circulantes de Visfatina
estdn aumentados en la OM en presencia de la HGNA. En la OM no diabética, dichos
niveles elevados de Visfatina son significativamente superiores en la EHNA en
comparacion con la ES. Globalmente, el conjunto de nuestros resultados parecen
relacionar los niveles circulantes de Visfatina con la presencia de la HGNA en su forma

progresiva que es la EHNA, mas que con la existencia de una obesidad extrema y la RI.

En la segunda parte de nuestro estudio, valoramos cdmo era la expresion génica de
Visfatina a nivel hepético. Se observo un aumento significativo de su expresion hepatica
en el grupo de mujeres con OM comparado con al grupo control. A nivel hepatico, la
expresion génica de Visfatina no se mostré influenciada por la presencia de DM2.
Nuevamente, la presencia histoldgica de HGNA se asociaba a una expresion hepatica de
Visfatina mayor que la existente en la poblacion con OM que no habia desarrollado una
HGNA, siendo esta Gltima similar a la que mostraba el grupo control. Ademas, en
presencia de HGNA, la expresion hepatica de Visfatina fue significativamente superior
en las mujeres con OM que habian desarrollado una EHNA en comparacion a las que
presentaban una ES, y este mismo patron de expresion se mantenia en el subgrupo de
OM no diabéticas. Por dltimo, se establecia una correlacién positiva entre la expresion
hepética de Visfatina y los parametros que valoran la Rl (insulinemia y HOMA2-IR),
no encontrandose correlacion con el resto de parametros valorados, incluidos los
parametros de adiposidad (IMC y PC) y las transaminasas. Estos resultados parecen
sefialar como nexo de union entre la expresion hepatica de Visfatina y la EHNA al
factor fisiopatogénico méas importante y reconocido en el desarrollo de la HGNA que es
laRI.

Escasos son los estudios publicados que hacen referencia a como es la expresion en el
tejido hepatico de Visfatina. EI mas interesante y completo es probablemente el de
Moschen et al.”®. Estos autores estudiaron 30 pacientes obesos (IMC > 35) a los que se
les realiz6 una cirugia bariatrica, objetivando una disminucion significativa en los

niveles séricos y de la expresion hepatica de Visfatina tras la pérdida de peso
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conseguida seis meses después de someter a los pacientes a la cirugia. Tras la cirugia,
también mejoraron de forma significativa los niveles de AST, ALT y GGT, la glucemia
en ayunas, la insulinemia, el HOMA, la PCR y el TNF-a. Del mismo, modo se observo,
que tras la cirugia y la péerdida de peso, se producia una mejoria en el grado de
esteatosis y de EHNA en las biopsias hepéticas de control realizadas. Se realizé una
valoracion semicuantitativa de la presencia de Visfatina en el tejido hepatico mediante
técnicas de inmunohistoquimica a partir del estudio de las biopsias pareadas de 18
pacientes, observandose una disminucién en la expresién de esta proteina en las
biopsias obtenidas al conseguirse la reduccion ponderal seis meses después de la
colocacion de la banda gastrica ajustable por cirugia laparoscopica. En sus
conclusiones, estos autores sugieren que el tejido hepatico puede ser una fuente de
origen importante de la Visfatina circulante en los pacientes obesos. EI estudio de
Catalan et al.'”®, abordé también el tema de la expresién en el tejido hepatico de
Visfatina en un nimero pequefio de pacientes (11 casos). Estos autores describieron que
los niveles circulantes y la expresion hepéatica de Visfatina correlacionaban de forma
positiva con las concentraciones de AST y ALT. Ademas, vieron como los niveles
circulantes de Visfatina correlacionaban con el IMC y con los niveles circulantes de TG,
colesterol total y LDL-colesterol. Finalmente, estos autores comentan que la asociacion
de Visfatina con los niveles de los TG y los enzimas hepaticos invitan a creer en la
participacion por parte de esta proteina en el desarrollo de la dislipemia, la HGNA y la
inflamacion crénica de bajo grado que acompafia a la obesidad. Kukla et al'***, también
estudiaron la expresion hepéatica de Visfatina en la HGNA en pacientes con OM.
Obtuvieron una biopsia hepéatica en 40 pacientes con obesidad extrema que fueron
sometidos a cirugia bariatrica. La expresion hepatica de Visfatina fue mayor en
presencia de fibrosis hepatica y dicha expresion establecia una buena correlacion con el
grado de fibrosis. No encontraron diferencias en la expresion hepatica de Visfatina entre
la ES y la EHNA v, al valorar la actividad inflamatoria hepatica mediante el NAS
(NAFLD Activity Score), ésta no correlacion6 con la expresion hepatica de Visfatina.
Estos autores sugieren la participacion de Visfatina en la patogénesis y progresion de la
HGNA, pero no encontraron una asociacion de la expresion hepatica de esta proteina, ni
con la esteatosis ni con la inflamacion hepética. En este trabajo, Ilama la atencion que la
expresion de Visfatina fue determinada usando técnicas de inmunohistoquimica y que
no se menciona cémo eran los niveles circulantes de Visfatina de los pacientes

estudiados.
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Llegado este punto, habia una cuestion que no podiamos eludir y es la que hace
referencia a como es la expresion de Visfatina en el tejido graso de nuestra cohorte de
estudio, y por ello nos decidimos a analizar en paralelo ambos tejidos: el adiposo vy el
hepatico. Los conocimientos sobre la expresion de Visfatina en el tejido adiposo que
tenemos hasta el momento actual son nuevamente contradictorios. Inicialmente, se
sugirio que la expresion génica de Visfatina estaba preferentemente representada por el

tejido adiposo visceral**®

, pero esta observacion no ha sido confirmada por otros
investigadores como Berndt et al.”™>" y Chang et al.*® que no encontraron diferencias en
la expresion de mARN de Visfatina entre el tejido graso visceral y el subcuténeo.
Recientemente, nuestro grupo ha analizado la expresion génica de Visfatina en el tejido
graso visceral y subcutaneo trabajando sobre la misma cohorte de pacientes con OM
que hemos descrito en el actual estudio'’*. Este trabajo mostraba el aumento de la
expresion génica de Visfatina en el tejido graso en las pacientes con OM respecto a un
grupo control, con independencia de la presencia de DM2. La expresion de Visfatina en
el tejido adiposo no correlacionaba con el IMC en la cohorte de OM y no se hallaron
diferencias de expresion entre el tejido graso visceral y el subcutaneo. Si existié una
fuerte correlacion entre la expresion en el tejido graso de Visfatina con la de TNF-a e
IL-6. Asi, disponiamos de este estudio ya publicado, los datos de la expresion en tejido
adiposo en la cohorte de mujeres con OM Yy los analizamos en funcién de la presencia
de la HGNA. La expresion relativa de Visfatina en el tejido graso subcutaneo y visceral
era mayor que la del tejido hepatico, casi unas tres veces superior. En el tejido adiposo
subcutaneo y visceral, la expresion de Visfatina era independiente de la histologia
hepética (HN, ES 0 EHNA).

En resumen, los hallazgos mas sobresalientes de nuestro estudio son los que hacen
referencia, por un lado, al aumento significativo de los niveles circulantes y la expresion
hepatica de Visfatina en el grupo de mujeres con OM no diabéticas que presentan una
HGNA en su forma histologia mas severa y progresiva que es la EHNA. Ademas,
apoyando estos resultados, encontramos una fuerte correlacion entre los niveles
circulantes y la expresion génica hepatica de Visfatina con el grado de histologico de la
EHNA, en el grupo de mujeres con obesidad extrema no diabéticas. En el analisis
multivariado de regresion logistica, se sefialaba de nuevo a los niveles circulantes de
Visfatina como el factor mas determinante para la presencia de una EHNA. Un segundo
hallazgo que queremos destacar es la circunstancia de que en ausencia de HGNA los
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niveles circulantes y la expresion génica hepatica de Visfatina en las mujeres con OM

eran similares a las de las mujeres sanas sin sobrepeso.

Los factores de riesgo mas claramente identificados como asociados a la HGNA son la

obesidad, la DM2 y la hipertriglicerinemia® %,

Estimaciones realizadas calculan que
entre un 70-80% de los pacientes con DM2 desarrollan una HGNA®. El contenido
graso hepatico es en promedio un 80% superior en las personas con DM2 respecto a las
no diabéticas, siendo ello independiente del grado de obesidad y la distribucién grasa'®.
Existe un conjunto de factores que se han relacionado con la severidad de la HGNA,
siendo los mas importantes nuevamente, el desarrollo de DM2, la existencia de un SM,
la obesidad y la edad. EI desarrollo de una EHNA y la posibilidad de su progresion a
cirrosis y fallo hepatico son méas frecuentes en los pacientes con DM2 que en los
individuos no diabéticos®. En nuestra cohorte de estudio, el 100 % de la mujeres con
OM y DM2 presentaban una HGNA: el 44,8% una ES y el 55,2% una EHNA. En la
poblacién diabética estudiada, los niveles circulantes de Visfatina eran mayores que los
de las mujeres no diabéticas, pero en cambio la expresion hepética de Visfatina fue
independiente de la presencia de la DM2. Ante esta situacion, decidimos valorar cuél de
los dos factores, la DM2 y/o la histologia hepética, tenia una mayor influencia en la
determinacion de los niveles circulantes y la expresion hepatica de esta adipocitoquina.
En ambas ocasiones fue la histologia hepatica el factor que de forma estadisticamente
significativa mas pesaba en la determinacién de los niveles y la expresion hepética de
Visfatina. No creemos, sin embargo que la respuesta a la pregunta pueda ser tan
sencilla, ya que no debemos olvidar la existencia demostrada, en diferentes trabajos, de
una estrecha relacion entre los niveles extracelulares de Visfatina por un lado y su
actividad enzimaética intracelular por otro, en la compleja regulacion de la homeostasis
de la glucosa™®*®. En conclusién, pensamos que seran necesarios la realizacién de
nuevos estudios que ayuden a concretar el verdadero caracter y profundidad de la

relacién entre Visfatina, HGNA vy la diabetes mellitus.

Finalmente, evaluamos la utilidad clinica de la determinacion de los niveles circulantes
de Visfatina en el diagndstico de la EHNA. Los niveles circulantes de Visfatina
mostraron tener una alta precision global en el diagnostico de la EHNA. Asi, el AUC
de Visfatina en la cohorte de mujeres con OM no diabéticas fue de 0,79, lo cual es

elevado si lo comparamos con el estandar de referencia que es la biopsia hepatica, cuyo
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AUC seria de 1. Este valor fue sélo ligeramente inferior de 0,70, cudndo se valord en
conjunto toda la cohorte con OM. En la cohorte de mujeres con OM no diabéticas se
calculo un valor de corte para los niveles circulantes de Visfatina de 2,43 ng/ml, siendo
la sensibilidad y especificidad del 64% y 84%, respectivamente. Muy interesante es el
valor predictivo negativo (VPN) del 91% para diagnosticar o descartar EHNA (HN,
ES, EHNA), que encontramos entre las mujeres con OM no diabéticas. Este VPN,
también era de un 91% cuando se valord la cohorte al completo. Este elevado VPN
indica que los niveles circulantes de Visfatina serian de una utilidad mayor para excluir
una EHNA que para asegurar su diagnostico. Asi, en las mujeres con OM, la
determinacion de los niveles circulantes de Visfatina podria ser considerada de utilidad
como biomarcador de preevaluacion de EHNA, permitiendo decidir de forma mas
objetiva la necesidad de realizar una biopsia hepatica. En nuestro conocimiento, esta
seria la primera vez que Visfatina es evaluada de forma satisfactoria como un marcador
biologico de EHNA. Recientemente, otros potenciales marcadores de EHNA han sido

evaluados. Shen et al.'®

realizaron un estudio en poblacion china con sobrepeso
valorando la utilidad de la determinacion de la citoqueratina 18 (CK-18), que es un
marcador apoptosis celular, rasgo caracteristico de la EHNA. Sus resultados indicaron
que la determinacion de CK-18 era un mejor marcador bioldgico para el diagndstico de
HGNA y EHNA que los otros dos marcadores valorados en este estudio: la proteina de
unién a acidos grasos adipocitaria (AFABP) y el factor de crecimiento de fibroblastos
21 (FGF21). CK-18 obtuvo una AUC de 0,70 en el diagndstico de EHNA, con una
sensibilidad y especificidad del 66%, valores sensiblemente inferiores a los obtenidos
en nuestro estudio para Visfatina. Estos autores concluyeron que el uso de la
determinacion de CK-18 podia tener importantes implicaciones clinicas en el
diagnostico de la EHNA y ahorrar la realizacidn de hasta un 30% de biopsias hepéticas

.17 también intentaron definir en su

en pacientes en seguimiento por HGNA. Aller et a
estudio un valor de Visfatina circulante con significado histoldgico. Estos autores
estudiaron a un grupo de pacientes con HGNA no diabéticos encontrando la presencia
de inflamacién portal en los pacientes con unos niveles significativamente mas altos de
Visfatina, insulinemia, HOMA y masa grasa. La probabilidad de presentar inflamacién
portal aumentaba 1,11 veces por cada aumento de 1 ng/ml en la concentracion
circulante de Visfatina. Finalmente, definieron como un nivel elevado de Visfatina

circulante aquel que superaba los 13,07 ng/ml. Con este criterio el 62,5% de los
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pacientes que presentaban una inflamacion portal en la histologia hepatica superaban el
valor de corte establecido.

Los resultados del presente estudio en una cohorte especifica de mujeres con OM han
permitido establecer una relacion entre la EHNA con los niveles circulantes y la
expresion genica hepéatica de Visfatina sin la interferencia de factores de confusion.
Respecto a la existencia de diferencias entre sexos en relacion a los niveles de
circulantes y la expresidn génica en los tejidos de Visfatina es, como no podia ser de

1.1% evaluaron la

otro modo, un tema en debate. En este sentido, MacLaren et a
regulacion de las hormonas sexuales sobre la expresion de Visfatina en 3T3-L1
preadipocitos y adipocitos sugiriendo que la progesterona (15%) y la testosterona (33-
44%) disminuian la expresion in vitro de Visfatina en los preadipocitos murinos,
mientras que no afectaba a la de los adipocitos maduros. En estudios con humanos,
Chen et al.'™ no encontré diferencias en los niveles circulantes de Visfatina entre

hombres y mujeres. Berndt et al.™>’

tampoco encontré diferencias entre ambos sexos, ni
en los niveles circulantes de Visfatina, ni en su expresion de mARN en el tejido graso

visceral o subcutaneo.

Un punto que creemos necesita un comentario es el que hace referencia a la enorme
cantidad de resultados paraddjicos que sobre Visfatina se han publicado en la literatura.
Una de las razones que hoy sabemos justifican en parte estos resultados contradictorios
es la relacionada con las diferentes metodologias que se han utilizado en la medicién de
los niveles de Visfatina. Los estudios clinicos iniciales utilizaban técnicas comerciales
de ELISA que sélo reconocian la region carboxiterminal de Visfatina y que mostraban
una gran variabilidad en el valor de sus determinaciones. Asi, se determinaron
asociaciones fisiopatoldgicas inconsistentes como fue el relacionar los niveles
circulantes de Visfatina con la obesidad central y el IMC. Actualmente, se usan
técnicas de ELISA que reconocen la molécula completa de esta proteina humana. Estos
kits mas modernos, exactos y menos variables han sido comparados con los usados
inicialmente y se ha constatado que las determinaciones antiguas infravaloraban los

niveles circulantes de Visfatina del orden de entre 100 y 200 veces'®°.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que los niveles circulantes de Visfatina en

mujeres con OM estan significativamente aumentados y ello se encuentra relacionado
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con la presencia en estas pacientes de una HGNA. El hallazgo més sobresaliente es que,
en el subgrupo de mujeres con OM no diabéticas, los niveles circulantes y la expresion
hepatica de Visfatina estan significativamente aumentados en la forma progresiva y mas
grave de esta enfermedad, la ENHA. Ademas, hemos demostrado la existencia de una
correlacion firme entre los niveles circulantes y la expresion hepética de Visfatina con
el grado histoldgico de la EHNA. Por Gltimo, nuestros resultados sugieren que los
niveles circulantes de Visfatina podrian ser de utilidad como biomarcador de EHNA en
las mujeres con OM no diabéticas con el objetivo de evitar la realizacion de biopsias
hepéticas innecesarias en las pacientes en estudio por una HGNA.

La importancia clinica de nuestros actuales resultados debe ser confirmada mediante la
futura realizacién de nuevos estudios prospectivos en cohortes poblacionales que
incluyan pacientes con diferentes grados de obesidad y pertenecientes a ambos sexos.
Solo asi, seré& posible obtener la confirmacién de si los niveles circulantes de Visfatina
son Utiles como biomarcador independiente de la existencia de una EHNA, y de si esta

adipocitoquina juega un papel protagonista en la fisiopatologia de la HGNA.
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VI. CONCLUSIONES
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VI. CONCLUSIONES

En la cohorte estudiada de mujeres con obesidad morbida:

1. Los niveles circulantes y la expresion hepética de Visfatina estan aumentados de
forma significativa comparados con los de las mujeres del grupo control
normopeso. Asi mismo, se encuentran aumentados significativamente los niveles
circulantes de Lipocalina 2, Resistina, del receptor de tipo 2 del Factor de necrosis
tumoral-a, Interlequina-6 y de la proteina C reactiva y disminuidos los niveles
circulantes de Adiponectina. Estos resultados concuerdan con la presencia de un estado

inflamatorio crénico de bajo grado existente en la obesidad.

2. Los niveles circulantes de Visfatina correlacionan positivamente con los valores
séricos de las transaminasas (Aspartato aminotransferasa, Alanina
aminotransferasa, gammaglutamiltransferasa y Fosfatasa alcalina) y con los
niveles circulantes de Interleuquina-6 y de la proteina C reactiva. Estas
correlaciones sugieren una posible relacion entre Visfatina y el fendmeno de

inflamacion hepética.

3. La expresion hepética de Visfatina correlaciona positivamente con la
insulinemia y el HOMAZ2-IR. Esta relaciéon es de gran relevancia clinica ya que la
resistencia a la insulina es el factor fisiopatoldgico mas reconocido en el desarrollo de

la hepatopatia grasa no alcohdlica.

4. En presencia de diabetes mellitus tipo 2, los niveles circulantes de Visfatina, de
la proteina C reactiva y de transaminasas (Aspartato aminotransferasa, Alanina
aminotransferasa, gammaglutamiltransferasa) son significativamente mas altos
que los hallados en las mujeres con obesidad morbida no diabéticas. Los niveles
circulantes de Adiponectina se encuentran significativamente disminuidos en presencia
de diabetes mellitus tipo 2. En cambio, no se han observado diferencias en la expresion
hepética de Visfatina en relacion con la presencia de diabetes mellitus tipo 2.

La existencia de elevados niveles circulantes de Visfatina en los pacientes con DM2 ha
sido constatada en diferentes estudios, aunque ésta no parece estar relacionada con la

expresion hepética de esta adipocitoquina en las pacientes con obesidad morbida.
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Nuevos estudios son necesarios para analizar en profundidad la relacion entre Visfatina

y la enfermedad diabética.

5. En presencia de hepatopatia grasa no alcohdlica, demostrada histolégicamente,
los niveles circulantes y la expresion hepética de Visfatina estdn aumentados de
forma significativa respecto a los de las pacientes con obesidad morbida con

histologia hepatica normal.

6. Aunque los niveles circulantes de Visfatina son mayores en la esteatohepatitis no
alcohdlica que en la esteatosis simple, las diferencias no permiten distinguir entre
estas dos formas histoldgicas de la hepatopatia grasa no alcohdlica. En cambio, la
expresion hepatica de Visfatina es significativamente mayor en la esteatohepatitis

no alcohodlica que en la esteatosis simple.

7. Las mujeres con una histologia hepatica normal, sean obesas morbidas o
normopeso tienen unos niveles circulantes y una expresion hepética de Visfatina

similares.

8. La expresion génica de Visfatina en el tejido adiposo subcutaneo y visceral no
presenta diferencias en relacién a la histologia hepatica presente (higado normal,

esteatosis simple o esteatohepatitis no alcohdlica).

9. Las pacientes con obesidad mdrbida no diabéticas tienen los niveles circulantes y
la expresion hepatica de Visfatina significativamente mayores en la esteatohepatitis
no alcohdlica comparados con la esteatosis simple. Existe una fuerte correlacion
entre los niveles circulantes y la expresion hepatica de Visfatina con el grado
histologico de esteatohepatitis no alcohdlica en el subgrupo de mujeres no diabéticas. El
analisis multivariado de regresion logistica sefiala a los niveles circulantes de Visfatina
como el factor mas determinante en relacion con la presencia histoldgica de
esteatohepatitis no alcohdlica, por encima del resto de pardmetros metabolicos
(glucemia e insulinemia basal, indice de masa corporal, trigliceridos, HDL-C, Alanina
aminotransferasa) y adipocitoquinas (Adiponectina, Resistina, Lipocalina 2,
Interlequina-6, proteina transportadora del retinol tipo 4, receptor de tipo 2 del Factor de

necrosis tumoral-a).
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10. Los niveles circulantes de Visfatina muestran una elevada especificidad para el
diagnostico de esteatohepatitis no alcoholica en la poblacién no diabética. Este
hallazgo nos sugiere que esta adipocitoquina puede tener utilidad clinica como
biomarcador. Ademas, su elevado valor predictivo negativo nos sefiala a los niveles
circulantes de Visfatina como una util herramienta de exclusion de la existencia de una
esteatohepatits no alcoholica, permitiéndonos decidir de forma mas objetiva la

necesidad de realizar una biopsia hepética en este grupo de pacientes.

Conclusion final

La importancia de estos resultados radica en que se establece una relacion entre
Visfatina y el desarrollo de la hepatopatia grasa no alcohdlica, independiente de la
existencia de una obesidad extrema y de una insulin resistencia manifiesta, ya que en
ausencia del desarrollo de una hepatopatia grasa, ni los niveles circulantes ni la
expresion hepatica de esta adipocitoquina se ven incrementados respecto a los de la
poblacion sana no obesa.

La importancia clinica de nuestros resultados deberia ser confirmada mediante la
realizacion de este estudio en otros grupos de obesidad para determinar si los niveles
séricos de Visfatina pueden ser utilizados como un marcador no invasivo que nos
permita determinar la presencia en la hepatopatia grasa no alcoholica de su forma mas

grave y evolutiva, la esteatohepatitis no alcohélica.
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A1. ANEXO 1. ABREVIATURAS

AG Acidos grasos

AFABP Proteina de union a &cidos grasos adipocitaria
ALT Alanina aminotransferasa

AMP Adenosin monofosfato

ApoB Apolipoproteina B

AST Aspartato aminotransferasa

ATP Adenosin trifosfato

AUC Area bajo la curva

CD40 Scavenger receptor CD40

CHC Carcinoma hepatocelular

CK-18 Citoqueratina 18

CXCL-1 Quimioquina murina de accion proangiogénica 1
CYP2E1 Citrocromo P450 2E1

DM1 Diabetes mellitus tipo 1

DM?2 Diabetes mellitus tipo 2

ECV Enfermedad cardiovascular

EHNA Esteatohepatitis no alcohdlica

ERK1/2 Quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2
ERO Especies reactivas de oxigeno

ES Esteatosis simple

FA Fosfatasa alcalina

FGF21 Factor de crecimiento de fibroblastos 21
FRCV Factores de riesgo cardiovasculares

FTO Gen asociado con la masa grasa y la obesidad
GGT Gamma glutamiltransferasa

HbAlc Hemoglobina glicosilada

HDL-C Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
HGNA Hepatopatia grasa no alcohdlica

HKSA Heat-killed Staphylococcus aureus

HN Histologia hepética normal

HNE Hidroxialquileno

HOMAZ2-IR Modelo de evaluacion de la insulin resistencia, version 2
HTA Hipertension arterial

ICAM-1 Molécula de adhesion intercelular-1

IDF International Diabetes Federation

IKK-p Quinasa IKK-f

IL-1,1B,6,7,10,18 Interleuquina-1,6,710,18

IMC indice de masa corporal

INF-y Interferon gamma

IRS1y?2 Substrato del receptor de la insulina

JNK 1 Quinasa c-Jun N-terminal 1

MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos-1
MDA Malonildialdehido

NAD Nicotinamida adenina dinucle6tido

Nampt Nicotinamida fosforribosiltransferasa

NAFLD Nonalcoholic fatty liver disease

NCBI National Center for Biotechnology Information
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NCEP/ATPIII National Cholesterol Education Program

NHANES Il Third National Health and Nutritional Examination Survey

NMN Nicotinamida mononucleétido

NF- «B Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas

NIH National Institutes of Health

LHS Lipasa hormono-sensible

LPL Lipoproteinlipasa

oM Obesidad morbida

OMS Organizacién Mundial de la Salud

ONSI Oxido nitrico sintasa inducible

PAI-1 Inhibidor del activador del plasmin6geno-1

PARPs Poli-ADP ribosiltransferasas

PBEF Pre-B cell colony enhancing factor

PC Perimetro de cintura

PCR Proteina C reactiva

PKC-épsilon Proteina quinasa C-épsilon

PK13 Proteina quinasa 13

PPAR o,y Receptor activador de proliferancion de los peroxisomas tipo a, y

p53 Proteina tumoral 53

RBP4 Proteina transportadora de retinol tipo 4

RCV Riesgo cardiovascular

RI Resistencia a la insulina

RLO Radicales libres de oxigeno

RM Resonancia magnética

RT-PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real

SIRTY, 3,4 Sirtuinatipo 1, 3, 4

SM Sindrome metabdlico

TAs Tension arterial sistolica

TAd Tension arterial diastdlica

TC Tomografia computarizada

TG Triglicéridos

TGF-p Factor de crecimiento transformante-beta

TNF-a Factor de necrosis tumoral-alfa

TNFR1y 2 Receptor de membrana de TNF-a tipol y 2

UCP1 Proteina desacoplante 1

VCAM-1 Molécula de citoadhesion vascular-1

VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad

VPN Valor predictivo negativo

VPP Valor predictivo positivo
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