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1. DADES DEL CENTRE

Aquest projecte s'ha realitzat a la Unitat de Recerca Biomedica (URB) que forma part de I'Hospital
Universitari Sant Joan de Reus i esta adscrita a la Universitat Rovira i Virgili i a I'nstitut
d'Investigacio Sanitaria Pere Virgili. La URB esta localitzada a I'’Antic Hospital Sant Joan de Reus i
actualment esta dirigida pel Dr Jorge Joven amb la col-laboracié del Dr Jordi Camps. El treball ha
estat tutoritzat pel Dr. Jorge Joven i la Dra. Anna Hernandez, qui tambe ha exercit com a tutora

académica.



2. RESUM

INTRODUCCIO: L'obesitat és una de les malalties amb un major increment de prevalenca en
I'actualitat. Una de les comorbiditats associades mes importants és |'esteatohepatitis no alcoholica
(NASH). L'oxid de trimetilamina (TMAQ) és un metabolit derivat de la trimetilamina (TMA), que es

sintetitza en l'intesti per la microbiota a partir de colina i betaina.

HIPOTESIS | OBJECTIUS: L'obesitat i la NASH podrien modificar les concentracions de TMAQO,
TMA, colina i betaina. Els principals objectius del treball sén determinar canvis en les
concentracions d'aquests metabolits deguts a |'obesitat i a la cirurgia bariatrica, canvis associats
al grau de NASH i canvis associats a les condicions histologiques del fetge (esteatosi, fibrosi,

ballooning hepatocel-lular i inflamacio).

MATERIALS | METODES: Les mostres es van obtenir de pacients amb obesitat morbida abans i 1
any despres de la cirurgia bariatrica. Les mostres van ser sotmeses a cromatografia liquida per tal

d'analitzar les concentracions de TMAO, TMA, colina i betaina

RESULTATS: L'obesitat causa una disminucié de la concentracio de TMA, colina i betaina en
pacients amb obesitat morbida pero no hi ha diferencies en la concentracié de TMAO. Quan es
pacients es classifiqguen segons el grau de NASH, no hi ha variacions en cap dels metabolits. Des
del punt de vista histologic, només hi ha variacions en el grau maxim d'esteatosi (augment de

colina i TMA) i en estat avancats de fibrosi (increment de colina).

CONCLUSIONS: L'obesitat modifica les concentracions dels metabolits, probablement a partir de
canvis en la microbiota intestinal. L'estat de NASH no provoca canvis en les concentracions de

metabolits pero estats avancats d'esteatosi i fibrosi poden modular el metabolisme del TMAO.

PARAULES CLAU: TMAO, TMA, colina, betaina, NASH, Obesitat



3. INTRODUCCIO

3.1.  OBESITAT

L'obesitat és un malaltia multifactorial complexa que inclou factors de comportament, genétics,
metabolics i ambientals (1). No obstant, la principal causa de I'obesitat és una desregulacié entre
la ingesta i la despesa energeética, essent major I'entrada que la sortida. Aquesta situacid causa
I'acumulacio de triacilglicerids (TAGs) a les cél-lules adiposes, donant lloc a la hiperplasia de les
cellules (2). L'obesitat és una de les malalties amb major increment de la seva prevalenca en els
darrers anys segons ha informat I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS). Actualment afecta al
voltant de 650 milions de persones i ha fet incrementar els problemes de salut en nens,
adolescents i adults. Tot i que afecta principalment als paisos desenvolupats, també esta en

augment en paisos en desenvolupament (figura 1) (3).
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Figura 1. Mapa de prevalenca de l'obesitat a nivell mundial (3).

L'obesitat representa un factor de risc en el desenvolupament d'altres malalties com la diabetis
Mellitus tipus 2 (DMT2), I'arteriosclerosi, la malaltia del fetge gras no-alcoholica (NAFLD, de
I'angles Non-alcoholic fatty liver disease), asma i fins i tot cancer (4). Aquestes comorbiditats
normalment estan relacionades amb una excessiva acumulacié de TAG, normalment a la regié
abdominal. Aquest augment de TAG produeix alteracions metaboliques, malalties cardiovasculars
i resistencia a la insulina (IR) (5). Totes aquestes alteracions comporten una disminucié de

I'esperanca de vida amb el consequient increment dels costos pel sistema sanitari (6).

L'index de massa corporal (IMC) és el principal métode utilitzat per a la classificacié de I'obesitat.
Es calcula dividint el pes corporal (kg) entre I'alcada (m) al quadrat. Tot i que I'lMC no és el métode

més exacte, esta internacionalment acceptat com a metode estandard de classificacid de



I'obesitat (4). La poblacié es divideix en diferents categories segons el valor de I'lMC: infrapés
(<18.5), pes normal (18.5<BMI< 24.9), sobrepes (25<BMI<29.9) i obesitat (30>BMI). Dins de la

classificacié d'obesitat, es considera obesitat morbida quan I'lMC és superior a 40 (7).
3.1.1. Tractaments de |'obesitat

El principal tractament de |'obesitat és la restriccio calorica junt a un increment de I'activitat fisica
per tal de disminuir la ingesta i augmentar la despesa energetica (8). En els casos més severs, es
pot recorrer a tractaments farmacologics o bé quirdrgics, com la cirurgia bariatrica (9). Altres
estrategies es basen en la utilitzacié de compostos naturals que han demostrat que tenen
propietats en la disminucio dels efectes de I'obesitat. Aquest productes naturals poden presentar
una gran diversitat d'efectes com interferir amb I'absorcié de nutrients, disminuir I'adipogenesi,
incrementar el consum d’energia per termogenesi, supressio de la gana, modificar la composicio
de la microbiota intestinal i incrementar I'excrecié de greix per via fecal (10). S'utilitzen, per
exemple, extractes naturals provinents de plantes com |'extracte de proantocianidines de la llavor
del raim (GSPE, grape-seed proanthocyanidin extrac) que presenta una millora dels efectes de

I'obesitat (11-13).

S'ha demostrat que la cirurgia bariatrica és un dels tractaments més eficagcos contra I'obesitat,
reduint el pes dels pacients i millorant les comorbiditats associades, com ara la hipertensio, la
DMT2, la NAFLD, els problemes cardiopulmonars entre d'altres (14). D'entre els diferents tipus de
cirurgia bariatrica, n'hi ha dos tipus que sén els més utilitzats actualment (figura 2). En el bypass
gastric Roux-en-Y es deixa una cavitat estomacal petita que s'uneix directament al jeju, sense
eliminar I'estdbmac ni el duode. Pel que fa a la gastrectomia vertical (en angles, vertical sleeve
gastrectomy), aquesta tecnica es basa en la reduccid6 de l'estdbmac deixant-lo en forma
principalment tubular. Aquest procediment aconsegueix reduir la concentracié de I'hormona
ghrelina i disminuir la sensacié de gana en el pacient. Es el tipus de cirurgia més utilitzat

actua | ment (1 5). a Roux-en-Y gastric bypass b Vertical sleeve gastrectomy
|
i
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Figura 2. Representacio esquematica del procediment de cirurgia bariatrica. Extret de Evers et al. (15)



3.1.2. Obesitat i fetge: Malaltia del fetge gras no alcoholic (NAFLD) i esteatohepatitis
no alcoholica (NASH)

S’ha demostrat que els pacients amb obesitat i amb presencia de sindrome metabolica presenten
un risc major de patir malalties secundaries com la malaltia de fetge gras no alcoholic (NAFLD)
(16). La NAFLD pot estar acompanyada d'inflamacio i fibrosi, i llavors evoluciona cap a un estat
d'esteatohepatitis no alcoholica (NASH). Si I'estat de NASH és molt perllongat en el temps, pot

donar lloc a cirrosis i processos cancerosos.

En els darrers anys la prevalenca de la NAFLD al mon ha augmentat igual que la d'obesitat. La
prevalenca de NAFLD en els paisos més desenvolupats és superior comparada amb paisos en

desenvolupament, encara que aquests han patit un increment dels casos diagnosticats (figura 3).
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Figura 3. Prevalenca global de NAFLD. Adaptacio de Younssi et al (17)

La NAFLD es pot diagnosticar per una desregulacio de la concentracié dels enzims hepatics
(aspartat transaminasa - AST, alanina aminotransferasa - ALT, gamma glutamil transpeptidasa -
GGT) al plasma sanguini, tot i que el millor metode per a la seva diagnosi és la biopsia hepatica.
Aquesta tecnica és la que s'utilitza per valorar el fetge dels pacients i poder-los classificar segons

el seu estat (18).

L'increment de la concentracié de TAGs al plasma provoca I'acumulacié de greixos al fetge.
Aquest increment de TAGs prové principalment d'un increment de la lipolisi i de la resistencia a
la insulina. L'obesitat inhibeix la B-oxidacio dels acids grassos i I'activitat mitocondrial i déna lloc
a aquesta acumulacio de greix al fetge (19). En estadis inicials, I'acumulacié de greix al fetge es
pot considerar una condicié “benigna”, perd en estadis com la NASH, representa un factor de risc

per patir altres malalties.



L'evolucio d'esteatosi simple cap a NASH es produeix per I'excessiva quantitat de TAGs lliures que
son absorbits pels hepatocits i acaben formant gotes lipidiques (/jpid droplets). Aixd acaba portant
a les cel-lules a estats de “ballooning’, on queden inflades, i desemboca a un estat d'inflamacid
cronica en el teixit, desregulacio de I'apoptosi i fibrosi. Si aixd segueix evolucionant, pot provocar

el desenvolupament de cirrosi i, en Ultima instancia, cancer hepatocel-lular (20) (figura 4).
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Figura 4. (A) Progressio esquematica de NAFLD i (B) Mostres histologiques dels diferents estats de progressio de
NAFLD. PT: triada portal; CV: vena central. Extret de Cohen et al (2077) (21).

32. TMAO

El TMAO (N-oxid de trimetilamina) és un metabolit que ha tingut molta rellevancia en els darrers
anys com a marcador biologic de malalties cardiovasculars com I'arteriosclerosi, malalties renals

i també en estadis primaris de la sindrome metabolica (22-24).
3.2.1. Metabolisme del TMAO

El TMAO pot ser generat per diferents vies metaboliques. La principal produccié de TMAO és per
sintesi hepatica a partir de la trimetilamina (TMA) i per acci¢ de la monooxigenasa dependent de

flavines 3 (FMO3) (22). La TMA és una metabolit que es genera a l'intesti per la microbiota a partir



d'una gran varietat de substrats. Els principals precursors que poden generar TMA son la colina i
la L-carnitina. A l'intesti, la L-carnitina i la colina poden ser transformades directament a TMA per
enzims especifics o bé ser transformades a betaina i posteriorment a TMA. La TMA és absorbida
pels enterocits i és transportada fins al fetge, on s'utilitza com a precursor per la FMO3 per
sintetitzar TMAO. EI TMAO és secretat pel fetge al plasma i pot ser absorbit pels diferents teixits

0 bé ser excretat a l'orina (22,25) (figura 5).
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Figura 5. Representacio esquematica del metabolisme del TMAO. TMAO: oxid de trimetilamina, TMA. trimetilamina
FMO3: monooxigenasa dependent de flavines 3.

3.2.2. El paper del TMAO a I'organisme

El TMAO és una molecula amb una gran varietat de funcions entre les que s'inclouen el
manteniment del volum cel-lular en situacions d'estres hidric, pal-liar els efectes de la urea sobre
estructures macromoleculars o promoure el correcte plegament de proteines en el reticle

endoplasmatic (reduint I'estres de reticle i reduint la resposta contra proteines mal plegades) (25).

Com s'’ha mencionat anteriorment, el TMAO és una molecula que s'ha relacionat directament
amb les malalties cardiovasculars. Hi ha diversos mecanismes pels quals el TMAO pot incrementar
el risc de patir malalties com l'arteriosclerosi (23). A nivell hepatic, el TMAO pot causar la inhibicio
dels enzims responsables de la sintesi d'acids biliars (CYP7A1i CYP27A1) provocant una disminucio

del poo/d'acids biliars del fetge (26).



S'ha vist que el TMAO també pot incrementar la quantitat de receptors de tipus Scavenger en
macrofags (CD36 i SRA), augmentant la quantitat de celllules escumoses. Aixd podria provocar
una modificacié del flux de colesterol modificant-ne els nivells, tant del colesterol HDL com
colesterol LDL en plasma (26). De forma indirecta, I'enzim responsable de la conversié de TMA a
TMAO, FMO3, pot regular elements com els receptors PPARa (peroxisome proliferator-activated
receptor) i LXR (/iver receptor X) reduint aixi la inflamacid hepatica i incrementant la
gluconeogenesi i la lipogenesi (26). S'ha vist que FMO3 pot tenir un paper inhibitori en la ruta
d'excrecid de colesterol transintestinal no biliar o TICE (nonbiliary transintestinal cholestero/
export pathway). Aquesta combinacidé de mecanismes podria portar a un increment del colesterol

retingut en les cellules escumoses i incrementar el risc de patir arteriosclerosi (26) (figura 6).
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Figura 6. Representacio esquematica dels efectes del TMAO sobre el metabolisme del colesterol. TMAO: oxid de
trimetilamina, TMA: trimetilamina, FMO3: monooxigenasa dependent de flavines 3, BA: acids biliars, HDL:
lipoproteines d'alta densitat: LDL: ljpoproteines de baixa densitat. Extret de Canyelles et al. (26)

3.2.3. TMAOQ i altres malalties croniques

S'ha vist que hi ha una correlacié positiva entre la concentracié de TMAQ i I'lMC dels pacients, la
resistencia a insulina, la massa de greix visceral i la quantitat de greix en el fetge. A més, s'han
trobat correlacions positives entre els nivells en plasma de TMAO, colina i betaina i la presencia i
severitat de la NAFLD i la sindrome metabolica. Aquests fets donen al TMAO bones perspectives

per ser usat com a biomarcador per a aquest tips de patologies (24).
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4. HIPOTESIS | OBJECTIUS

L'obesitat i I'esteatohepatitis no alcoholica (NASH) son dues malalties que es troben estretament
relaciones. Provoquen canvis en la microbiota intestinal i també poden modificar la funcionalitat
del fetge. Si no es realitza el diagnostic i tractament adient, aquestes patologies poden causar

greus problemes al pacient.

La nostra hipotesi principal és que els canvis generats per la NASH en el fetge i per I'obesitat a la
microbiota intestinal modifiquen els nivells de TMAO i dels seus derivats, ja que el seu
metabolisme es desenvolupa entre aquests dos organs. Creiem també que la cirurgia bariatrica,
que reverteix les comorbiditats associades a I'obesitat, podria restablir el metabolisme del TMAO

i fer que aquests metabolits tornin a nivells similars als de persones amb normopes i sense NASH.
Per tant els objectius principals d'estudi consisteixen en:

- Avaluar si I'obesitat morbida genera canvis a nivell plasmatic de les concentracions de
TMAO, TMA, betaina i colina respecte pacients control amb normopeés. Avaluar tambeé si
la cirurgia bariatrica restaura les modificacions provocades per I'obesitat.

- Determinar si, en pacients amb obesitat, la presencia de NASH té implicacions en les
concentracions de TMAO, TMA, betaina i colina. Comprovar si algun d’aquests metabolits
és viable com a possible marcador plasmatic de NASH.

- Comprovar si hi ha una possible correlacio entre les concentracions de metabolits i el
valor de NAFLD Activity Score (NAS). Avaluar també una possible relacié amb la resta de

parametres histologics del fetge.

11



5. MATERIALS | METODES

5.1.  DISSENY DE L'ESTUDI

En aquest estudi es van incloure pacients amb obesitat morbida que eren sotmesos a cirurgia
bariatrica (n=50), pacients control amb normopes (n=30) i pacients un any després de ser operats
(n=50). El total de participants va ser de 130 (figura 7). Els criteris d'inclusié per als pacients amb

obesitat van ser tenir un BMI igual o superior a 35 i ser majors d'edat.

N
Total pacients
(n=130)
J
|
| | |
N
. Pacients amb Pacients 12 mesos
Pacients contol : o Y
(n=30) obesitat morbida després de ser
(n=50) operats (n=50)

J

Figura 7. Representacio esquematica de /a distribucio dels pacients de I'estudi.

5.2.  PROCESSAMENT DE LES MOSTRES

Les mostres de sang i fetge dels pacients amb obesitat es van recol-lectar en el moment de la
cirurgia bariatrica i un any després (en el cas dels pacients que acceptaven donar mostra de
seguiment). Les mostres de sang es van centrifugar a 2500rpm durant 15 minuts a 4°C per tal
d'obtenir el plasma i serum. Les mostres es van aliquotar i es van emmagatzemar a -80°C per al

seu Us posterior.

Les mostres de fetge es van mantenir en tubs amb formaldehid durant un temps prudencial per
tal de fixar el teixit. Després es van dipositar en cassettes que van passar a través d'un processador
on es va deshidratar la mostra mitjancant diferents solucions d'etanol, xilol/etanol, xilol, i per ultim
es van incloure en parafina. Els blocs de parafina es van tallar utilitzant el microtom fent talls de

3um de gruix per a I'analisi histologica.

12



5.3. CARACTERISTIQUES BIOQUIMIQUES

Els parametres bioquimics com la glucosa, insulina, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,
triglicerids i transaminases (ALT, AST i GGT) es van analitzar mitjangant un analitzador automatic
COBAS8000 (Roche Farma). Les mostres de plasma van ser sotmeses a analisis
quimioluminscents, immunoanalisis 0 assajos enzimatics seguint els protocols estandards del
Laboratori de Referéncia del Camp de Tarragona i Terres de I'Ebre. A més es va realitzar una
avaluacié del model homeostatic de resistencia a la insulina (HOMA- IR) per estimar la resistencia

a la insulina.

54.  ANALISIS HISTOLOGIQUES

Els talls de fetge es van desparafinar i hidratar mitjancant una bateria de xilols i alcohols i
posteriorment es van sotmetre a diferents tincions que permetien l'avaluacié del seu estat
histologic utilitzant el grau de NAS. Aquest permet la classificacio dels pacients en No NASH (NAS
0, 1, 2), NASH dubtds (NAS 3, 4) i NASH (NAS 5, 6, 7, 8). Les tincions que es van realitzar per

estimar aquest NAS son:

- Sirius Red: permet la tincié del collagen present en talls histologics ja que el colorant
Sirius Red s'uneix a les fibres de collagen de tipus | i lll permetent I'estudi de fibrosi i la
seva quantificacio.

- Tricromic de Masson: aquests colorants permeten la tincié diferenciada dels nuclis, els
citoplasma i el colllagen present en talls histologics. S'utilitza per observar la disposicio
del col-lagen i altres tipus cel-lulars en els talls histologics.

- Hematoxilina — Eosina: els colorants de I'hematoxilina i I'eosina s'uneixen a les diferents

estructures cellulars permetent la seva observacié en els teixits.

Un cop tenyits, aquests talls es van deshidratar utilitzant una cadena de xilols i alcohols de forma
inversa a I'esmentat anteriorment i es van muntar utilitzant el medi DPX, permetent la preservacio
del tall histologic en el temps. Els talls es van observar al microscopi i amb les diferents tincions
es van puntuar els diferents parametres de la NAS. Els parametres que s'observen i es valoren
son: esteatosi, inflamacié lobular i efecte ballooning. A més, també s'observa si hi ha fibrosi en el
teixit. La puntuacié d'aquests parametres es realitza segons Kleiner et a/ (27) Els pacients amb

obesitat morbida es van dividir segons el seu valor de NAS. Hi havia 86 pacients sense NASH (36

13



pacients amb NAS=0 i 50 pacients amb NAS=1/2), 100 pacients amb NASH dubtods (50 pacients
amb NAS=3i 50 pacients amb NAS=4) i 50 pacients amb NASH (NAS >5) (figura 8).

Pacients amb
obesitat morbida
(n=236)

No NASH NASH dubtés NASH (n=50)

NAS=0 (n=36) NAS=1/2 (n=50) NAS=3 (n=50) NAS=4 (n=50)

Figura 8 Representacio esquematica de la classificacio dels pacients amb obesitat.

5.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA

5.5.1. Preparaci6 de les mostres

Es va realitzar I'extraccio de metabolits a partir de 100uL de plasma. Les mostres de plasma es van
barrejar amb 900uL de metanol:aigua en proporci6 8:2, es van vortejar i mantenir a -20°C durant
2h per tal de precipitar proteines. Posteriorment, les mostres van ser centrifugades a 14 000 rpm
durant 10 minuts a 4°C i es va recollir el sobrenedant. Posteriorment, les mostres de plasma van
ser barrejades amb els estandards interns, tert-butil bromoacetat en acetonitril (ACN) i hidroxid
d'amoni. Després les mostres es van vortejar durant un minut i van ser derivatitzades durant 30
minuts a temperatura ambient. Després s'hi va afegir acid formic en ACN i les mostres es van
vortejar i centrifugar durant 5 minuts a 15000 rpm a 4°C. El sobrenedant es va transferir a un vial

de vidre per a la seva posterior analisi.
5.5.2. Analisis metabolomiques

Les mostres es van injectar en un UHPLC 1290 /nfinity || Series acoblat a un espectrometre de

masses de triple quadrupol que usa una font d'ionitzacié en electroesprai (UHPLC-ESI-QqQ-MS).
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L'UHPLC estava equipat amb una columna ACQUITY UPLC BAH HILIC. Les fases mobils consistien
en A: ACN:H-0 (10:90) i B: ACN:H>O (90:10), ambdues en una solucié de format d’amoni i d'acid
formic. La separacié cromatografica va ser realitzada amb un flux de 0.5mL/min i un gradient de

concentracié ascendent de B.

La deteccid dels metabolits es va realitzar mitjancant Multiple Reaction Monitoring (MRM)
treballant en un mode positiu. La quantificacid de cada metabolit va ser realitzada corregint les
arees dels pics amb els seu estandard intern corresponent i la corba de calibratge. La quantificacio
es va realitzar utilitzant el software MassHunter Workstation Quantitative Analysis B.10.0 (Agilent

Technologies, Santa Clara, USA).

5.6. ANALISIS ESTADISTIQUES

Les analisis estadistiques es van realitzar amb el programa SPSS 26 (IBM Corp., Chicago, USA) i
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, USA). Els valors erronis (outliers) es van detectar
mitjangant el métode de Iglewicz and Hoaglin's i es van reemplacar per la mediana del grup. Per
tal de comparar les diferents variables no-parametriques es va aplicar el test de I'U de Mann-
Whitney. Les dades també es van analitzat mitjancant el servidor MetaboAnalyst

(www.metaboanalyst.ca) i es van obtenir heatmaps, Partial Least Squares — Discriminant Analysis

(PLS-DA) i VIP (Variable Importance in the Projection) Scores. El heatmap és un grafic visual per
observar possibles patrons entre els diferents grups i compostos. Els PLS-DA és un analisi
estadistic que intenta separar i maximitzar distancies entre els grups combinant diverses variables
i el VIP Scores indica les variables que sén més discriminants per separar els grups (28,29). Es va
considerar com a diferéncies significatives aquelles comparacions en les que el p-valor era inferior

a 0,05.

15



6. RESULTATS

6.1.  Estudi de la poblaci

Les caracteristiques cliniques i bioquimiques dels participants es troben recollides a la Taula 1.
Degut a la seva condicid d'obesitat, el valor de I'lMC era diferent en els tres grups, essent el grup
control el que tenia un menor valor i el grup de pre-cirurgia (pacients amb obesitat morbida) el
que presentava el valor més elevat. Un any després de la cirurgia bariatrica, s'observava una
disminucio del valor de I''MC pero sense arribar al nivell dels pacients sans. Respecte les
comorbiditats associades a |'obesitat (DMT2, hipertensio i dislipemia), el grup de pacients obesos
(pre-cirurgia) presentava un percentatge significativament més alt de pacients amb patologies,

que la resta.

Si ens fixem en les variables bioquimiques, s'observava un augment de la glucosa i insulina en el
grup de pacients obesos (pre-cirurgia) comparat als grups control i pacients post-cirurgia. En
relacio, I'index de resistencia a la insulina (HOMA IR) també era més elevat en els pacients amb

obesitat que en el grup control i en el grup de pacients post-cirurgia.

Les variables bioquimiques associades al metabolisme lipidic presentaven comportaments
oposats entre elles: el colesterol total i el colesterol LDL estaven augmentats en els pacients amb
obesitat (pre-cirurgia) mentre que els triglicerids (TAGs) i el colesterol HDL estaven mes disminuits
en aquests pacients. Les transaminases (ALT, AST i GGT) en plasma presentaven una major
activitat en el grup pre-cirurgia respecte el grup control i el grup post-cirurgia. L'aspartat
transaminasa (AST) també presentava diferencies entre el grup control i el grup post-cirurgia,

essent el valor d'activitat d’aquesta inferior en els pacients post-cirurgia.
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Taula 1. Caracteristiques cliniques i variables bioquimiques dels pacients segregats per grup d'estudi.

Control (n=30) Pre-cirurgia (n=50) Post-cirurgia (n=50) jp-valor
Caracteristiques Cliniques
IMC (kg/m?) 256(@2312-3126) 4594 (4163-4951) 34,49 (311-3836) a*, b,
DMT2 (n, %) 13.33) 23 (460) 5(100) a,
Hipertensio (n, %) 2(667) 22(440) 8(22.2) c
Dislipémia (n, %) 2 (6,67) 34.(68,0) 3(8) ar
Caracteristiques bioquimiques generals
Glucosa (mmol/L) 4,60 (4,20 - 4,98) 710(616-891 472 (4,33-5.30) ar, ¢
insulina (prol/L) 5464 (2948-8528) 8195382015140 4341(29,86-68,76) act
HOMA IR 165 (089 -2,74) 3/0(188-853) 137 (0,92 2,05) ar, o
Colesterol total 110 (0,70 1,325) 433(375-519 1,00 (0,85-1,13) ac
(mmol/L)
Colesterol 4,95 (4,10-582) 101(0,78-127) 4,85 (4,49 6,02) a** b* o+
HDL (mmol/L)
Colesterol 2,53 (2,00 2,95)
olestero 1,56 (1,14 —1,68) 1,66 (1,44 —2,22) a
LDL (mmol/L)
TAG (mmol/L) 2,98 (2,21-3,77) 163 (125-259) 2,75(196-332) ar,
Transaminases
ALT (UKat/L) 0,24 (021-0,43) 053(0,34-099) 0,24 (019 -0,29) ar, c
AST(UKat/L) 0,32 (029-0,38) 056 (036-0,93) 0,29 (022-033) ™, b, ¢
GGT (UKat/L) 0,25 (0,16—0,34) 041(0,26-059) 0,26 (0,18—0,38) at o

IMC: index de massa corporal, DMT2: diabetis mellitus tipus 2, HOMA-IR: index de resistencia a la insulina, HDL:
lipoproteines d'alta densitat, LDL: lipoproteines de baixa densitat, TAG: triacilglicérids, ALT alanina transaminasa, AST:
aspartat transaminasa, GGT: gamma-glutamil transferasa. Les lletres a, b i ¢ indiquen un p valor < 0,05 (a entre control
i pre-cirurgia, b entre control i post-cirurgia i ¢ entre pre-cirurgia i post-cirurgia), * indica p valor < 0,011 ** p valor <
0,001.
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El grup de pacients amb obesitat morbida (pre-cirurgia) es va dividir segons la presencia de NASH
al fetge: No-NASH (pacients sense NASH, NAS<2), NASH dubtés (NAS=3 o 4) i pacients amb
NASH (NAS>5) (taula 2). Es va observar que el grup de pacients sense NASH tenia un major
percentatge de dones que els grups de pacients amb NASH dubtds o pacients amb NASH. Els
pacients sense NASH presentaven una edat inferior quan es comparaven amb el grup amb NASH
dubtos i el grup amb NASH. Solament la DMT2 era major en el pacients amb NASH dubtds quan

es comparava amb el grup sense NASH.

Si ens centrem en les variables bioquimiques, es podia observar una augment de les
concentracions de glucosa, insulina i 'HOMA-IR en el grup de pacients amb NASH. Els altres
parametres bioquimics no presentaven diferencies significatives a excepcié d'un augment en la
quantitat de TAGs en el grup de pacients amb NASH. Les variables bioquimiques associades al

metabolisme lipidic no presentaven diferéncies entre grups.

L'activitat de les transaminases en plasma presentaven un augment progressiu en els tres grups:
a major gravetat de NASH, major concentracio de transaminases. Pel que fa a la medicacio
administrada, no es van observar diferencies entre els grups a excepcid de la metformina, que

s'administrava en mes pacients del grup de NASH dubtds que del grup sense NASH.

18



Taula 2. Caracteristiques cliniques i variables bioquimiques dels pacients segregats en funcio de la presencia de

NASH.
No—NASH (n=86)  NASH dubts (n=100) NASH (n=50) p-valor
Caracteristiques Cliniques
Sexe dones (n, %) 69 (821) 68 (68) 34 (69) b
Edat (anys) 47 (40— 58) 52 (44,5~ 59,5) 51(48 - 56,.2) ab
IMC (Kg/md) 4450 (393-4773) 4487 (4110-4859) 44,86 (40,11-49,95)
DMT2 (n, %) 19(36,5) 27 (422) 21(58,3) a
Hipertensio (n, %) 24 (462) 39(619) 23 (65,7)
Dislipemia (n, %) 18 (34.6) 25 (39,1) 16 (44,4)
Caracteristiques bioquimiques generals
Glucosa (mmol/L) 616 (533-7,72) 7,00 (5,77 - 8,83) 711 (584—-9,48) ab
Insulina (pmol/L) 4827 (27,42 —90-98) 7917 (47-1570) 8542 (6077-22953) | @™ Db*
HOMA IR 2,01(125-3,54) 369 (221-7.21) 3,70 2,78 —14,25) a*, b
Colesterol total 41356 - 481) 470 351-4,57) 3,79 3,34 —449)
(mmol/L)
Colesterol 097 (0,85—138) 091(0,79—120) 096 (0.78—11)
HDL (mmol/L)
Colesterol 246 (187 —2,95) 237 (1,71-2,86) 211 (1,65 -2,80)
LDL (mmol/L)
TAG (mmol/L) 127 (0,98 -1,68) 159 (118-2718) 1,58 (126 —2,11) a*, b
Transaminases
ALT (uKat/L) 048 (036-0,64) 054 (037-094) 0,87 (046 —129) av,c
AST(uKat/L) 046 (0,36 -0,64) 0,58 (0,37-0,83) 0,72 (039-093) b
GGT (uKat/L) 029 (021-0,58) 0,36 (0,23 -0,50) 0,52 (035-073) a%, ¢
Medicacid
Metformin (n, %) 1212 20 (313) 17 (47.2) a* b
Sulfonilurees (n, %) 238 347) 2 (56)
Insulina (n, %) 4(7.7) 7(10,9) 6 (16,7)
ACE ARBS (n, %) 9327 1(16,7) -
Didirétic (n, %) 3237 8(125) 5(139)
Estatines (n, %) 12237 16 (25) 12 (33.3)

IMC: index de massa corporal, DMT2: diabetis mellitus tipus 2, HOMA-IR: index de resistencia a la insulina, HDL:
lipoproteines d'alta densitat, LDL: lipoproteines de baixa densitat, TAG: triacilglicérids, ALT alanina transaminasa, AST:
aspartat transaminasa, GGT: gamma-glutamil transferasa. Les lletres a, b i ¢ indiquen un p valor < 0,05 (a entre no-
NASH i NASH, b entre no-NASH i NASH dubtés i ¢ entre NASH dubtds i NASH), * indica p valor < 0,01 ** pvalor <
0,001.
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6.2.  Analisi de les concentracions de TMAO, TMA, colina i betaina en pacients amb

obesitat morbida

Es van determinar les concentracions de TMAO, TMA, betaina i colina en controls, en pacients
amb obesitat (pre-cirurgia) i un any després de la cirurgia bariatrica (figura 9). El grup de pacients
pre-cirurgia presentava una disminucio de la concentracié de TMAO plasmatica respecte el grup
post-cirurgia i també respecte el grup control (p<0,01 en ambdds casos) (figura 9A). Pel que fa al
TMA, vam observar que el grup control presentava una concentracié significativament superior
tant al grup de pacients amb obesitat (pre-cirurgia) com al grup de pacients post-cirurgia
(p<0,001 en ambdods casos) (figura 9B). Alhora el grup post-cirurgia també tenia una major
concentracio de TMA que el grup pre-cirurgia (p<0,001). En els pacients amb obesitat, la colina
es trobava augmentada respecte el grup post-cirurgia (p<0,05) pero tenia una concentracio
inferior a la del grup control (p<0,001). El grup post-cirurgia, també tenia una concentracié de
colina inferior al grup control (p<0,001) (figura 9C). La betaina es trobava augmentada en el grup
post-cirurgia i el grup control quan es comparaven amb el grup pre-cirurgia (p<0,001 i p<0,01

respectivament) (figura 9D).
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Figura 9. Representacio grafica de la concentracio de TMAQO, TMA, colina i betaina dels pacients amb obesitat (pre-
cirurgia), post-cirurgia i controls. *: p valor < 0,05, **. p valor < 0,01 *** p valor < 0001
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Vam realitzar un analisi multivariant per veure el potencial d’aquests metabolits a I'hora de
distingir entre ambdds grups (figura 10). Amb el Heatmap, vam observar que la Colina i la TMA
es trobaven augmentats en el grup control i que la Colina era inferior en el grup post-cirurgia.
D’altra banda, el grup de pacients amb obesitat (pre-cirurgia) semblava tenir una menor quantitat
de TMA en plasma (figura 10A). Amb I'analisi del PLS-DA, vam observar que el grup control diferia
bastant dels grups pre i post-cirurgia, mentre que aquests dos tenien una gran area de
solapament (figura 10B). Amb el V/P Scores vam analitzar quin compost era el que tenia més
importancia en la separaci¢ de grups i vam observar que era la TMA (figura 10C), que tal i com

es veia en el heatmap, diferia bastant (figura 10A).
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Figura 10. Heatmap (A), PLS-DA (B) i VIP Scores (C) dels diversos metabolits en els grups control, pre-cirurgia i post-
clrurgia.
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6.3.  Analisi de les concentracions de TMAO, TMA, colina i betaina en pacients amb

i sense NASH

Es van determinar les concentracions de TMAO, TMA, betaina i colina en pacients amb obesitat
morbida dividits segons la preséncia de NASH al fetge (no-NASH, NASH dubtds i NASH) (figura
11). Tot i que cap dels compostos analitzats presentava diferéncies significatives entre els 3 grups

d'estudi, la colina tendia a augmentar a mesura que empitjorava |'estat de la NASH.
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Figura 71. Representacio grafica de la concentracio de TMAO, TMA, colina i betaina segons la presencia de NASH (no-
NASH, NASH dubtos i NASH).

En aquest cas, també vam realitzar un analisi multivariant entre els graus mes oposats de malaltia
(pacients amb i sense NASH) (figura 12). Ni el Heatmap (figura 12A) ni el PLS-DA (figura 12B)
mostraven patrons especifics entre grups ni separacié, hi havia un solapament practicament total
entre pacients amb i sense NASH. Tot i aixi, la colina va resultar el metabolit amb més capacitat

per separar els grups (figura 12C).
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Figura 12. Heatmap (A), PLS-DA (B) i VIP Scores (C) dels diversos metabolits en els grups amb | sense NASH.

6.4. Variacions de les concentracions de TMAO, TMA, colina i betaina en funci6 de

les caracteristiques histologiques del fetge

La concentracié dels diversos metabolits es va analitzar en funcié dels diferents parametres
histologics que conformen la NAS (grau d'esteatosi, inflamacié i ballooning) i també la fibrosi

(figura 13).

Pel que fa a I'esteatosi, tant la TMA com la colina estaven augmentats (p<0,001) en els pacients
que presentaven un percentatge d'esteatosi major al 66%, és a dir, en els grau més avancgats. En
canvi, els altres compostos no presentaven cap relaci6 amb el grau d'esteatosi ja que no

augmentaven ni disminuien a major acumulacio hepatica de lipids.
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Quan es separaven els pacients segons el grau de fibrosi del fetge, Unicament la colina presentava
un increment en un dels graus de fibrosi més elevat, F3, quan es comparava amb graus inferiors
com F1iF2 (p<0,05 en ambdos casos). De forma contraria, els altres metabolits no presentaven

increments o descensos en estats on el fetge tenia un percentatge de fibrosi més alt.

Si es separaven els pacients segons el nombre de focus inflamatoris, es podien observar
increments en la TMA i la colina en diferents condicions. La TMA es trobava incrementat en els
pacients que tenien un focus respecte els que no en tenien cap (p<0,05). La colina semblava que
seguia una tendéncia: incrementava com major era el nombre de focus inflamatoris, tot i que
I'increment era Unicament significatiu entre els pacients sense cap focus i els que en tenien entre
2 i 4 (p<0,05). Els altres metabolits no presentaven diferéncies significatives ja que ni

augmentaven ni disminuien amb I'increment de focus inflamatoris.

Pel que fa al ballooning cel-lular, en cap dels compostos analitzats es podien observar diferencies
significatives. Tot i aixo, en la colina si es podia observar una tendéencia a incrementar a mesura
que augmentava l'estat de ballooning, pero les comparacions no van ser estadisticament

significatives.
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INFLAMACIO FIBROSI ESTEATOSI

BALLOONING
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Figura 13. Representacio grafica de la concentracio de TMAO, TMA, colina i betaina segons les caracteristiques
principals de progressio de la NASH i I'estat del fetge (esteatosi, fibrosi, inflamacio i ballooning).
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7. DISCUSSIO

L'obesitat, i en concret I'obesitat morbida, és una malaltia que ha augmentat en els Ultims anys
representant un greu problema de salut publica. L'increment de I'obesitat no és un fet casual,
sind que és degut a un increment del sedentarisme per part de I'esser huma, acompanyat de
I'increment del consum de sucre, majoritariament associat a la ingesta de productes ultra-
processats. L'aparicio de comorbiditats associades a |'obesitat representa cada cop un dels majors
costos de la sanitat publica del mén actual (6). La major implicaciod de I'obesitat morbida és un
augment de I'lMC, que comporta a un augment de I'adipositat general. En consequencia, es
produeixen certes alteracions metaboliques a nivell sistemic que acaben provocant les

comorbiditats associades a 'obesitat (30).

Una de les comorbiditats més comuns que pateixen els pacients amb obesitat és I'aparicié de la
resistencia a la insulina que pot portar al desenvolupament de malalties com la DMT2. Mitjancant
I'HOMA-IR, vam observar que els pacients amb obesitat (pre-cirurgia) presentaven resistencia a
la insulina i aquesta es revertia 1 any després de la cirurgia bariatrica, arribant a valors similars als
del grup control. La resistencia a la insulina comporta un augment de la glucosa plasmatica
acompanyat de l'increment d'insulina plasmatica. El principal tractament és I'administracié de
metformina. La metformina és I'antidiabétic oral per excel-léncia, i ha demostrat tenir efectes en
el pes corporal en models animals d'obesitat i NAFLD quan es combina amb restriccid calorica
(32). Aquesta relacio estreta entre obesitat, resistencia a la insulina i canvis en la glicemia ja ha

estat demostrada en altres experiments amb anterioritat (33-35)

La cirurgia bariatrica, també coneguda com a cirurgia metabolica, presenta grans efectes
beneficiosos per als pacients amb obesitat ja que permet revertir en gran mesura els efectes
causats per aquesta malaltia i restaurar la normalitat metabolica dels pacients (15). Aixo es pot
observar en el grup de pacients post-cirurgia, i a mes aquests efectes han estat descrits tambeé
amb anterioritat en altres estudis (15,31). A nivell bioquimic, es pot apreciar aquest comportament
concret que se sol repetir en totes les variables: Els parametres bioquimics empitjoren en els
pacients amb obesitat i solen millorar després de la cirurgia bariatrica, assimilant-se als del grup
control. En els parametres del metabolisme lipidic, s'observa un increment del colesterol total
lligat a un descens del Colesterol HDL i a un augment del Colesterol LDL. L'increment de colesterol
es troba lligat a I'augment dels acids grassos lliures en el plasma que en arribar al fetge es

metabolitzen en TAGs. Aix0 causa que la sintesi de les lipoproteines de molt baixa densitat es
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vegi augmentada portant a un increment del colesterol LDL i disminuint el colesterol HDL (36,37).
Les transaminases o aminotransferases son enzims del metabolisme intermedi del fetge que
donen informacié de lesié hepatocel-lular (38). L'acumulacié de lipids, acids grassos, cristalls de
colesterol pot portar a una alteracio de I'homeostasi de les cel-lules causant dany cel-lular. Aixo
porta a I'activacio dels sistemes de proteccio del fetge, que en ultim terme acaben amb la secrecid
de citocines pro-infamatories. Aquestes poden activen cascades d'enzims pro-apoptotics i
agreujar el desenvolupament de malalties com NASH (39). L'increment d’enzims apoptotics
comporta la lisi de cel'lules hepatiques i en consequencia es déna un increment de d'activitat
d'aquests enzims (ALT, AST i GGT) en el plasma, indicant per tant, lesié hepatica, caracteristica en

els pacients amb NASH.

Quan analitzem les concentracions de TMAO, TMA, colina i betaina podem observar clars efectes
de l'obesitat sobre aquestes concentracions. Aquests efectes observats son molt similars als
obtinguts per Aragones et a/, que també van observar una disminucid de TMA i betaina en
pacients obesos respecte pacients sans. Contrariament, van observar un increment de la colina
(40), mentre que en els nostres pacients aquesta es troba reduida. Altres autors també han
observat una reduccio de les quantitats de colina en pacients amb NAFDL quan es comparen

amb pacients sans (41).

El metabolisme del TMAO comenca pel processament de la betaina i la colina a l'intesti per la
microbiota bacteriana. Es sabut que les dietes altes en greixos causen una modificacio de la
microbiota (42,43) i aix0 podria provocar una modificacid de la taxa de sintesi de TMA per part
de la microbiota i una disminucié de I'absorcié d'aquesta a causa de les alteracions provocades
per I'obesitat. Els efectes d'una menor absorcid de certs micronutrients ha estat descrita amb
anterioritat (44). Aquest fets combinats podrien causar una disminucié de la concentracié de TMA,
colina i betaina en sang en els pacients pre-cirurgia si es comparen amb els pacients sans. Aquesta
disminucio de la TMA en sang és contradictoria amb la concentracié del TMAO que es manté

similar entre pacients amb obesitat (pre-cirurgia i sans).

El manteniment de la concentracié del TMAO podria ser degut a un increment de I'expressio, la
quantitat o bé l'activitat de la FMO3 que catalitza la conversié de TMA a TMAO. L'increment de
I'activitat de la FMO3 junt a l'increment de I''MC ja ha estat descrita en altres estudis (45).
L'augment de l'activitat de la FMO3 a més portaria a un disminucié de la TMA plasmatica i

possiblement una major metabolitzacid de colina, reduint els nivells encara més. Els nivells de
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betaina, que també és un precursor de la TMA i TMAO també es troben disminuits en el grup

pre-cirurgia i podrien donar suport a la hipotesi plantejada anteriorment.

En els pacients post-cirurgia es pot apreciar que no hi ha una recuperacié de la normalitat en les
concentracions dels metabolits, com si es podia observar amb altres parametres bioquimics i
histoldgics. Unicament la betaina presenta valors similars en sang al grup control mentre que la
TMA i la colina es mantenen disminuides amb concentracions similars a les del grup de pacients
amb obesitat. El TMAO, per contra presenta una concentracid major 1 any després de la
intervencio de cirurgia bariatrica. Una possible explicacié es que la disrupcié de la microbiota i
I'afectacid en l'intesti per I'obesitat en els pacients es podria mantenir en el temps tot i la
realitzacid de cirurgia bariatrica. Les dades referents a la composicid de la microbiota intestinal
després de la cirurgia son limitades pel moment, pel que no es pot es pot saber amb certesa si la
taxa de sintesi de TMA es podria veure afectada (46). En referéncia a 'augment del TMAO, es
podria explicar degut a que la FMO3 podria mantenir uns nivells d'activitat semblants als que
tenia quan el pacient era obes. Aquest fet, juntament amb la recuperacié del metabolisme hepatic

post-cirurgia bariatrica, portaria a un increment en la sintesi de TMAO a partir de TMA.

Els pacients amb obesitat solen ser complexos perque, a banda de I'obesitat i la resistencia a la
insulina, també n’'hi ha molts amb afectacions hepatiques, sobretot amb NASH. Quan es
profunditza sobre els pacients amb obesitat morbida i es classifiquen segons I'estat del fetge, es
pot veure que no hi ha grans diferencies significatives en les caracteristiques cliniques ni en les
variables bioquimiques. El que vam observar és que la majoria de variables augmentaven (o
disminuien, segons el cas) de forma gradual d'acord a un empitjorament de la NASH. Els que més
destaquen sén un increment en la glucosa, la insulina i 'THOMA-IR en pacients amb NASH. A més,
la concentracio de les transaminases hepatiques (AST, ALT, GGT) tambeé era superior en aquests
pacients, ja que la progressio de la malaltia empitjora la funcionalitat del fetge, fet que es reflecteix

en canvis metabolics i fibrosi (47,48)

Pel que fa al TMAO, la TMA, la betaina i la colina, en aquest cas no hi havia diferéncies
significatives entre pacients amb diferent grau d'afectacié de NASH. En altres estudis pero, s'havia
vist que els nivells de betaina es troben reduits en pacients amb NASH quan es comparen amb
pacients que pateixen NAFLD (49). Els nostres resultats poden resultar sorprenents, ja que a la
literatura s'ha relacionat el TMAO amb la disminucio del poo/d'acids biliars causant, entre d'altres

efectes, un major increment i progressio de la NAFLD (41,50). Es per aix0 que s'esperava un
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increment més marcat d'aquest metabolit en pacients amb NASH. Degut a que no hi havia

diferencies significatives no va valorar a cap dels metabolits com a marcador plasmatic de NASH.

A banda de I'estat de NASH, ens vam preguntar si alguna de les caracteristiques histologiques
del fetge durant la NASH (esteatosi, ballooning hepatocel-lular, inflamacid lobular i fibrosi)
podrien associar-se a canvis en les concentracions de TMAO i derivats. Vam observar que cap
dels metabolits estudiats presentava tendencies clares i significatives a augmentar o disminuir a
mesura que empitjorava l'estat del fetge. Només la colina i la TMA estaven incrementades en els
pacients amb major grau d'esteatosi, mentre que els nivells de TMAO es mantenen similars.
Aquest resultat resulta interessant, ja que segons la literatura, el TMAO es relaciona amb la
progressio de la NASH i per tant s'esperaria observa un augment del TMAO en pacients amb un
major grau d'esteatosi i una disminucid progressiva de la TMA, la colina i la betaina. Aquestes
dades permeten deduir que la FMO3 no és dependent del grau d'esteatosi (I'afecta negativament
quan els nivells son molt elevats) sind que és controlada principalment per I'IlMC i/o 'augment
d'adipositat del pacient. En el cas de la fibrosi, vam observar que en graus elevats d'aquesta
(estadi F3) la colina estava incrementada. Contrariament, se sap que dietes deficients en colina
poden provocar esteatosi hepatica i fibrosi (52). Aquest resultat pero, es pot relacionar amb la
disminucio de la colina en els pacients pre-cirurgia respecte els pacients control i la tendencia

dels pacients a patir un major grau de fibrosi en el fetge a causa de I'obesitat (53).

El nostre estudi presenta algunes limitacions. Per exemple, el baix nombre de pacients que es van
analitzar per cada grup (n=50) i la limitacié d'estudiar Unicament els metabolits i no pas els enzims
responsables de la seva metabolitzacid. En aquest estudi també ens trobem limitats a una Unica
perspectiva (plasma) ja que les concentracions dels metabolits no es va analitzar ni al fetge ni a

I'intesti, que junt al plasma, son els espais on es desenvolupa el metabolisme del TMAO.

Com a perspectives futures, és molt recomanable augmentar el nombre de participants, que
permetrien una visio més acurada dels resultats. També es podria realitzar un estudi d'expressio
genica de FMOS3 en cellules hepatiques i una quantificacié de I'activitat de I'enzim FMO3. A més,
seria interessant repetir la determinacio dels metabolits al fetge i intesti. També es podria analitzar
si hi ha diferencies en el poo/ d'acids biliars, ja que és un de les principals dianes del TMAO i

aquest es podria trobar modificat, tot i no trobar diferencies en les concentracions del TMAO.
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8. CONCLUSIONS

- L'obesitat produeix canvis en les concentracions dels metabolits relacionats amb el TMAO
(TMA, betaina i colina), probablement a través de canvis en la microbiota intestinal. La
cirurgia bariatrica modifica aquests canvis encara que no retorna les concentracions a
nivells similars als de la poblacié control en tots els metabolits (Unicament la betaina
recupera valors similars als pacients controls). L'enzim FMO3 podria tenir un paper
important en aquestes variacions i seria un candidat per a futurs estudis.

- La presencia i el grau de NASH no provoca canvis significatius en les concentracions de
TMAO, TMA, betaina i colina. Degut a I'absencia de diferencies significatives, cap dels
metabolits és podria considerar un bon marcador plasmatic de NASH.

- Quant a les caracteristiques histologiques del fetge, hem vist que |'esteatosi en el seu
maxim grau d'afectacié provoca un increment de la concentracié de TMA i colina en
plasma. D'altra banda, estats de fibrosi avancats causen un increment en la concentracio

de colina.
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