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RESUMEN

INTRODUCCION: La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) consiste en la
acumulacién de grasa en el higado en una proporcién superior al 5% en ausencia de causas
secundarias.

La proteina SFRP5 es una adipocitocina antiinflamatoria con papel antagonista en la via no
canonica de WNT. Dado el cruce de adipocinas entre el tejido adiposo y el higado, el objetivo es
evaluar el papel de la via de sefializacién SFRP5/WNT5A/PPARy en tejido adiposo visceral (VAT)
y subcuténeo (SAT), y su relacion con la patogénesis de la EHGNA.

METODOLOGIA: La cohorte estudiada estd compuesta por 60 mujeres con obesidad mérbida
(OM) subclasificadas segun su histopatologia hepatica, y un grupo control de 15 mujeres con
peso normal (PN). Las expresiones relativas de ARNm de SFRP5, WNT5A y PPARy se analizaron
mediante PCR cuantitativa en tiempo real en muestras SAT y VAT,

RESULTADOS: Primero, observamos una expresion aumentada de SFRP5 en VAT y menos
expresion de WNTS5A en SAT, ambas en OM y comparadas con PN. Luego, observamos una
expresion elevada de SFRP5 en EGHNA comparando con pacientes con higado normal (HN) en
ambos tejidos. En SAT una mayor expresion de SFRP5 en esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)
comparado con HN, y mayor expresién de WNT5A en esteatosis simple (ES) comparado con HN.
Y en VAT, mayor expresion de SFRP5 en ES leve y EHNA en comparacién con HN, y aumento
significativo de la expresion de WNT5A en ES leve comparado con HN, ES moderado/grave y
EHNA. No encontramos diferencias significativas en la expresién de PPARy entre los grupos
analizados.

CONCLUSIONES: Estos hechos, sumados a las evidencias previas del papel de SFRP5 y WNT5A
en el higado de pacientes con EHGNA, reafirmaron la evidencia de que la via SFRP5-WNT5A
parece tener un papel clave en los primeros pasos de la patogénesis de la EHGNA.

Palabras clave: SFRP5; EHGNA,; inflamacidn; obesidad; higado graso; via no candnica de WNT.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the accumulation of fat in the liver
in a proportion greater than 5% in the absence of secondary causes.

SFRP5 protein is an anti-inflammatory adipocytokine with an antagonistic role in the non-
canonical WNT pathway. Given the adipokine cross-talk between adipose tissue and liver, we
aim to evaluate the role of the SFRP5/WNT5A/PPARYy signalling pathway in visceral (VAT) and
subcutaneous (SAT) adipose tissue, and its relationship to the pathogenesis of NAFLD.

METHODOLOGY: The studied cohort is composed of 60 morbidly obese (MO) women
subclassified according to their liver histopathology, and a control group of 15 normal weight
(NW) women. Relative mRNA expressions of SFRP5, WNT5A and PPARy were analysed by real-
time quantitative PCR in SAT and VAT samples.

RESULTS: First, we observed increased expression of SFRP5 in VAT and decreased expression of
WNTS5A in SAT, both in MO and compared to NW. Next, we observed elevated SFRP5 expression
in EGHNA compared to patients with normal liver (NL) in both tissues. In SAT, we observed
higher SFRP5 expression in non-alcoholic steatohepatitis (NASH) compared to NL, and higher
WNT5A expression in simple steatosis (SS) compared to NL. And in VAT, we observed higher
SFRP5 expression in mild SS and NASH compared to NL, and significantly increased WNT5A
expression in mild SS compared to NL, moderate/severe SS and NASH. We found no significant
differences in PPARy expression between the groups analysed.

CONCLUSIONS: These facts, added to previous evidence of the role of SFRP5 and WNT5A in the

liver of NASH patients, reaffirmed the evidence that the SFRP5-WNT5A pathway appears to play
a key role in the early steps of NASH pathogenesis.

Keywords: SFRP5; NAFLD; inflammation; obesity; fatty liver; noncanonical WNT pathway.
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RESUM

INTRODUCCIO: La malaltia del fetge gras no alcoholic (MFGNA) consisteix en |'acumulacié de
greix en el fetge en una proporcié superior al 5% en abséncia de causes secundaries.

La proteina SFRP5 és una adipocitocina antiinflamatoria amb paper antagonista en la via no
canonica de WNT. Donat I'encreuament de adipocinas entre el teixit adipds i el fetge, I'objectiu
és avaluar el paper de la via de senyalitzacié SFRP5/WNT5A/PPARy en teixit adipds visceral
(VAT) i subcutani (SAT), i la seva relacié amb la patogénesi de la MFGNA.

METODOLOGIA: La cohorte estudiada esta composta per 60 dones amb obesitat morbida
(OM) subclasificadas segons la seva histopatologia hepatica, i un grup control de 15 dones amb
pes normal (PN). Les expressions relatives de ARNm de SFRP5, WNT5A i PPARy es van analitzar
mitjancant PCR quantitativa en temps real en mostres SAT i VAT.

RESULTATS: Primer, observem una expressié augmentada de SFRP5 en VAT i menys expressio
de WNTS5A en SAT, totes dues en OM i comparades amb PN. Després, observem una expressioé
elevada de SFRP5 en MFGNA comparant amb pacients amb fetge normal (HN) en tots dos teixits.
En SAT observem una major expressi6 de SFRP5 en esteatohepatitis no alcoholica
(EHNA) comparat amb HN, i major expressi6 de WNT5A en esteatosis simple (ES) comparat
amb HN. | en VAT, observem una major expressié de SFRP5 en ES lleu i EHNA en comparacié
amb HN, i un augment significatiu de I'expressid de WNT5A en ES lleu comparat amb NL, ES
moderat/greu i EHNA. No trobem diferéncies significatives en I'expressiéo de PPARy entre els
grups analitzats.

CONCLUSIONS: Aquests fets, sumats a les evidencies previes del paper de SFRP5 i WNT5A en el

fetge de pacients amb MFGNA, van reafirmar I'evidencia que la via SFRP5-WNT5A sembla tenir
un paper clau en els primers passos de la patogenesi de la EHGNA.

Paraules clau: SFRP5; MFGNA,; inflamacio; obesitat; fetge gras; via no candnica de WNT.
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INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO.
GENERALIDADES.

La Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico (EHGNA) es una de las patologias hepaticas mas
comunes hoy en dia, su prevalencia estd aumentando a un rango del 1% por afio, llegando a
afectar a un 30% de la poblacién global actualmente (1,2), y es la principal causa de enfermedad
hepatica cronica hoy en dia (3). Esta patologia se define como el acimulo de grasa en el higado
no causada por un consumo excesivo de alcohol (4). Es una enfermedad bioldgica y
clinicamente heterogénea, un término empleado para describir un amplio espectro de
condiciones histoldgicas que estan caracterizadas por este acimulo graso excesivo en el higado
(5), y que van desde una simple esteatosis hasta fibrosis y cirrosis avanzadas, pudiendo
desencadenar un hepatocarcinoma celular (CHC) (6). El mecanismo molecular responsable del
desarrollo de esta patologia permanece esquivo y, por lo tanto, el principal tratamiento
empleado actualmente esta basado en cambios en la dieta y medicacion administrada para
aliviar los sintomas o enfermedades asociadas como la diabetes (7). La deteccién y el
tratamiento precoz de comorbilidades tienen un gran potencial para reducir la mortalidad
relacionada con la afectacion hepatica y cardiovascular de EHGNA (4), aunque se conoce que
actualmente el desarrollo no controlado de EHGNA es la 32 causa de trasplante hepatico a nivel
mundial, pudiendo llegar a ser la principal causa en 2030 (8).

La patogenia de EHGNA es multifactorial estando relacionada con un aumento en la liberacion
de acidos grasos libres y dislipemia, el desarrollo de inflamaciéon y una exacerbacién de la
resistencia a la insulina (RI), entre otros (2,7).

Su diagndstico se basa en la presencia de esteatosis, que se evalla a partir de biomarcadores,
pruebas de imagen o histologia hepatica, asociado con al menos uno de los siguientes criterios:
un estatus de indice de masa corporal (IMC) de sobrepeso u obesidad, Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2) o sindrome metabdlico (SM) (9).

Dicho esto, existe un subgrupo de pacientes con EHGNA que no presentan obesidad, el lamado
grupo “EHGNA magra” que engloba a un espectro heterogéneo de enfermedades derivadas de
diferentes etiologias, como un aumento de grasa visceral, aumento de ingesta de fructosa y
grasas o variaciones genéticas. Una gran proporcion de este subgrupo probablemente
pertenece al fenotipo descrito como “metabolismo obeso, peso normal” (10,11). Los pacientes
comprendidos en este subgrupo tienden a ser mas jovenes y tener menor prevalencia de
sindrome metabdlico por lo que se consideraba que es una afectacion menos severa que la que
sufren los pacientes con EHGNA y obesidad. Pero estudios recientes sugieren que este tipo de
paciente presenta mayor mortalidad y mas morbilidad, incluso teniendo una supervivencia
media sin trasplante hepatico menor a pacientes obesos con EHGNA (12).

Los cambios en las condiciones socioeconémicas alrededor del mundo han derivado en cambios
ambientales que promueven la evolucion de las principales enfermedades crénicas que afectan
a la poblacién general hoy en dia. En este contexto, se ha observado un rapido e importante
aumento en la prevalencia de la obesidad y la DM2, conductores de las principales causas de
EHGNA (5). Ademas, la progresion de esta patologia también se ve afectada por factores
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genéticos y epigenéticos, sumados a la influencia de la variacion de la microflora intestinal como
comentaremos mds adelante (7).

En cuanto al tratamiento, se ha observado que la reducciéon de mas de un 5-10% del peso a
través de medidas higiénico-dietéticas puede mejorar el grado de esteatohepatitis y fibrosis. La
cirugia bariatrica, que es actualmente el método mas efectivo para la reduccién de peso en
pacientes con obesidad severa, también puede mejorar la histologia hepatica y reducir las
complicaciones hepaticas relacionadas con esteatohepatitis (4). No obstante, no existe en la
actualidad ningun tratamiento especifico aprobado para EHGNA, y se estan llevando a cabo
estudios con terapias cuyo principal objetivo es el tratamiento de las comorbilidades como la
diabetes, el metabolismo lipidico en el higado, la inflamacidn y la fibrosis (13).

2. ESPECTRO HISTOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DEL HiIGADO GRASO
NO ALCOHOLICO.

El higado es un drgano que lleva a cabo diferentes funciones, entre las que destacan el
procesamiento de nutrientes absorbidos por el intestino, el control de los niveles sanguineos de
proteinas y glucosa, y almacenaje de carbohidratos y de grasa (14). Ademads, juega un
importante papel en el sistema de defensa del organismo y en los mecanismos alérgicos e
inmunes (15). La unidad celular del higado son los hepatocitos, células que son capaces de
metabolizar casi todos los nutrientes, forman el 80% de la masa hepatica y estan organizados en
placas interconectadas formando |ébulos hexagonales alrededor de la vena central (16).

El espectro de la enfermedad del higado graso no alcohédlico, como podemos observar en el
Anexo 1, comprende varios estadios histolégicos:

1- En primer lugar, la Esteatosis Simple (ES). Como ya hemos comentado previamente, se
caracteriza por la acumulacion de lipidos en los hepatocitos y niveles anormales de
enzimas hepaticas. Este diagndstico se da cuando al menos un 5% de las células
hepaticas contienen un exceso de grasa. Es un estadio reversible, y su sintomatologia es
inespecifica e imperceptible hasta que el higado presenta un agrandamiento
significativo (7).

2- En segundo lugar, la Esteatohepatitis no Alcohdlica (EHNA). Se caracteriza por el
acumulo de grasa hepatica junto con inflamaciéon crénica e infiltracion de neutrdfilos
(15). En este estadio, en ocasiones también reversible, se observa degeneracion
balonizante e inflamacién mas alla de la esteatosis hepatocitaria causada por el estrés
oxidativo y la inflamacién (17), incluso, se puede llegar a observar la presencia de
cuerpos de Mallory-Denk (18). La principal diferencia con la esteatosis simple es la
presencia de infiltrado inflamatorio (19), y estd asociada con un aumento de la
morbilidad y mortalidad, tanto hepatica como no hepatica (5). Alrededor del 20% de
pacientes con ES desarrollan EHNA, y de este grupo, alrededor del 40% progresara a
fibrosis hepatica (13). Histoldgicamente esta diagnosticada por la presencia de grasa
hepatica en conjuncion con el dafio celular hepatico, presencia de inflamacion lobulillar
y/o portal, asi como la degeneracién balonizante ya comentada. En ocasiones, se puede
acompafiar de fibrosis (5,13), siendo la presencia de fibrosis el Unico factor histolégico
asociado con la mortalidad (18). La transicién de la ES a EHNA es un paso crucial en el
desarrollo de enfermedad hepdtica severa con mal prondstico y con mayor riesgo de
progresar a fibrosis y a enfermedad hepatica terminal (19).
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3- Por ultimo, la cirrosis hepatica. Es un estadio irreversible en el que la funcion hepatica
se ve comprometida debido al acimulo de hepatocitos muertos (14) y la sustitucion del
parénquima hepatico normal por lesiones fibrosas de gran extension alrededor de
nddulos hepdaticos en regeneracién (20). Tiene un alto riesgo de progresar a disfuncion
hepatica y CHC (14). Ademas, existe la posibilidad de desarrollar CHC en ausencia de
cirrosis (13).

Se tiene evidencia de que la progresién en EHGNA de esteatosis a EHNA y fibrosis no es linear,
presentando un patrén dindmico. Datos publicados en los ultimos afos sugieren que el riesgo
de mortalidad asociado a EHGNA crece exponencialmente a medida que el estadio de fibrosis
aumenta (10,11).

Alrededor del 40% de los pacientes con EHGNA progresan de EHNA a cirrosis hepdatica y a CHC,
que es una de las principales causas de mortalidad de EHGNA. La cirrosis hepatica no es un
prerrequisito para padecer CHC, pero los pacientes con fibrosis y cirrosis avanzada presentan un
mayor riesgo de sufrirla (21).

Anexo 1: Espectro histoldgico de la enfermedad del higado graso no alcohdlico.

3. EPIDEMIOLOGIA.

Se estima que la prevalencia global de EHGNA es de un 25-30% (17), siendo la prevalencia
basada en un metaandlisis de un 25.24%. Ademds, la prevalencia de EHNA se encuentra entre
un 3-5% (21). EHGNA tiene un impacto que se observa principalmente en las comunidades
marginadas socialmente debido al estigma y estrés social, su alta exposicién a comida ultra
procesada y los patrones sedentarios (4). Esta nueva epidemia de enfermedad hepatica crénica
crece en paralelo con el aumento a nivel global de obesidad (10). Los ultimos estudios
demuestran que la prevalencia de EHGNA estd relacionada con la edad, la obesidad y la DM2, y
varia en funcion de la etnia y regién geografica (13).

Conforme la poblacién crece, mayor es la prevalencia de EHGNA y de fibrosis hepatica
relacionada con esta esta patologia (12), se ha observado que EHGNA es una patologia mds
comun en gente de edad avanzada, y que los hombres tienden a demostrar mayor frecuencia y
severidad que las mujeres. Pero, la EHNA en estadios avanzados de fibrosis es mas frecuente en
mujeres (6). Ademas, se ha observado que la incidencia de EHGNA tiende a aumentar en las
mujeres postmenopausicas (7), de entre las cuales aquellas que no estdn tomando un
tratamiento hormonal sustitutivo tienden a tener una mayor prevalencia que aquellas que si lo
toman. Consecuentemente, una mayor duracion de déficit estrogénico se asocia con una mayor
probabilidad de fibrosis entre la poblacidon de mujeres postmenopausicas afectadas por EHGNA
(22). La prevalencia de EHGNA es de 34% en individuos mayores de 70 afios y de 22.4% en
individuos entre 30 y 39 afios (21).

La raza y etnicidad es también importante a la hora de considerar el riesgo de padecer EHGNA
(12). Esta condicidn tiende a ser generalizada en paises Occidentales y es mas prevalente en
poblaciones con ascendencia asiatica, hispanica o nativo-americana (7). Los datos de mayor
prevalencia se han observado en Sur América (31%), Oriente Medio (32%), y Asia (27%). Tan solo
en los Estados Unidos la prevalencia asciende al 24%, mientras que en Europa se tienen datos
de un 23%, quedando Africa en ultimo lugar con un 14% (10). Se observado que la incidencia es
mayor, como ya hemos comentado, en poblaciones con mayor prevalencia de obesidad y
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diabetes (5), siendo esto un ejemplo de la posible implicacidn del tipo de dieta en el desarrollo
y evolucién de la patologia y suponiendo esto que la obesidad y la diabetes son factores de
riesgo para EHGNA (7). En el Anexo 2 podemos observar una comparativa de los individuos con
EHGNA en funcién de su pais y de su estado de obesidad.

Anexo 2: Proporcion de individuos con EHGNA estratificados por pais y estado de obesidad.

Se han llevado a cabo estudios que confirman que la EHGNA es la enfermedad hepatica crdénica
mas comun en los paises occidentales (6). La prevalencia de EHGNA esta en constante
aumento, y del mismo modo, la de EHNA ha casi doblado sus datos en el mismo periodo de
tiempo (10). Este aumento en la prevalencia ha supuesto un aumento remarcable en el nimero
de casos de cirrosis, carcinoma hepatocelular, descompensacién hepatica y de la mortalidad
relacionada con patologia hepatica (11).

Como hemos comentado, existe un subtipo de EHGNA que aparece en pacientes sin obesidad,
los llamados “EHGNA magra”. En este subgrupo de pacientes, la prevalencia de EHNA es menos
comun que en aquellos pacientes que ademds de EHGNA presentan obesidad, siendo esta
prevalencia de un 54.1% en comparacién con el 71.2% de los pacientes obesos. Y, por lo tanto,
el diagnéstico de fibrosis avanzada es menos comun. (11). EI CHC se ha convertido en la tercera
causa de muerte por cancer a nivel mundial, y es una de las principales y mdas importantes
complicaciones EHGNA (12).

En cuanto a la poblacién pediatrica, la EHGNA se esta viendo alimentada por la pandemia de
obesidad infantil. En las ultimas décadas se ha observado un aumento de la prevalencia de
EHGNA pediatrica de entre 3-10% hasta un 45%, prevalencia que varia en funcién de la edad,
razay era (11).

4. FISIOPATOLOGIA.

El conocimiento de la fisiopatologia de EHGNA es un campo de estudio que continla
desarrollandose, dada la no completa comprensién de este (4). La EHGNA presenta una
compleja variabilidad interindividual dependiente de muchos factores que podrian ser
englobados en 3 grandes grupos: factores ambientales, SM y predisposicién genética. Esta
variabilidad interindividual, provocada por la diferente interaccidn entre estos grupos, es la que
hace tan complejo el abordaje de esta patologia (22).

Anexo 3: Variabilidad interindividual de los factores conductores de EHGNA.

Como ya hemos comentado, EHGNA estd muy relacionada con la DM2, pero también se
relaciona con el desarrollo de SM, hipertensidn e hiperlipidemia (7,10). Ademas, se espera que
la incidencia de EHGNA siga aumentando en paralelo con la incidencia de obesidad y DM2 (10),
ya que en EHGNA se observa un estado perturbado del balance de energia sistémica, existiendo
un superavit de sustrato, principalmente carbohidratos y acidos grasos (18).

En la teoria del “doble impacto”, postulada por Day y James, se considera que EHGNA empieza
con el desarrollo de esteatosis simple como “primer impacto” causado principalmente por el
acimulo de lipidos en el higado provocando la apoptosis celular y un excesivo estrés oxidativo,
que no es suficiente para inducir la fibrosis e inflamacién. Pero, el progreso de la enfermedad
produce un “segundo impacto”, en el que, debido a la sensibilizacion del higado, se propicia el
desarrollo de EHNA derivado de la infiltracion de células inmunitarias que liberan mediadores
proinflamatorios como las citoquinas necesarias para agravar el dafio hepatico (19). La teoria
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del “multiple impacto” propone que el desarrollo de esta enfermedad se produce por la sinergia
de diversos factores que inducirian el estrés hepatocelular, la lesién y la muerte de los
hepatocitos, que derivara en fibrogénesis e inestabilidad gendmica que hace susceptibles a los
pacientes de sufrir cirrosis y carcinoma hepatocelular (13). Dicho esto, la evolucién de EHGNA
hacia la fibrosis, cirrosis y desarrollo de CHC no es linear y depende de multiples factores (19).
En el Anexo 4 podemos ver un esquema de la patogénesis de EHGNA.

Anexo 4: Esquema de la patogénesis y de la diafonia entre drganos que se produce en EHGNA
y EHNA.

Los principales factores fisiopatolégicos que afectan a la progresion histolégica de EHGNA son:

1- Acumulo de acidos grasos libres (AGLs): La dieta occidental, rica en productos de alto

contenido en grasa y sacarosa, puede derivar en un aumento del acimulo de AGLs y, en
consecuencia, en el desarrollo de desérdenes hepaticos como EHGNA (7). Esta ingesta
excesiva de acidos grasos (AGs) vy triglicéridos (TGs) a través de la dieta, unida a la
lipogénesis de novo, produce un exceso de lipidos en el almacén graso, provocando la
hipertrofia de los adipocitos del tejido adiposo visceral, causando un aumento en el
influjo de AGLs al higado (4). La formacion de los TGs, una forma de almacenamiento
relativamente inerte parece deberse a un mecanismo adaptativo para proteger el
higado de la toxicidad lipidica (18). El consecuente aumento de la grasa visceral fomenta
la hipoxia y el estrés oxidativo del tejido adiposo, promoviendo la liberaciéon de
citoquinas proinflamatorias y quimiocinas, provocando ademads la disfuncidn
mitocondrial en los hepatocitos (2,4). Los principales mecanismos de acumulo de grasa
hepatica observados en la progresién de EHGNA son:

- Exceso de aportacién exégena de grasa y carbohidratos, a través de la ingesta por la
dieta (7).

- Elevada sintesis de novo de AGLs en los hepatocitos y -oxidacion de AGLs. La
oxidacion de los AGs esta principalmente regulada por PPAR-y (receptor de
peroxisoma-proliferador-activado gamma) que reduce los niveles intrahepaticos de
grasa utilizando los lipidos como recurso energético. Diversos estudios muestran
gue la activacion de PPAR-y esta relacionada con un mayor intercambio lipidico,
sugiriendo que un tratamiento farmacolégico con PPAR-y mejora el medio
metabdlico y la esteatosis (7).

- Retencién de lipidos debido al dafio de la apolipoproteina del hepatocito, con
reduccion de la secrecidn de los lipidos VLDL (lipoproteina de muy baja densidad)(7).

Ademds, debido a la disfuncién provocada en el tejido adiposo de pacientes obesos y/o
diabéticos, los niveles de adiponectina disminuyen, promoviendo el estado de RI. Esta
reduccion provoca la inhibicién del proceso oxidativo de los AGLs, permitiendo su flujo
hacia el higado, y estimulando la glucogendlisis y la lipogénesis de novo (9). Este
desequilibrio entre el consumo de lipidos y la lipogénesis, la oxidacion y la secrecién
lipidica en el higado es la principal caracteristica de la patogenia de EHGNA (2).

Inflamacién: La obesidad, que como ya hemos comentado, es una de las principales
causas de EHGNA, se caracteriza por aumento de lipidos en el tejido adiposo y hepatico
(7). Bajo condiciones de control normales los adipocitos y las células inmunes juegan un
papel sinérgico en la regulaciéon del almacenaje y consumo energético en el tejido
adiposo (23). Pero los niveles de AGLs elevados resultantes del excesivo acimulo de
grasa son responsables de la aparicién de lipotoxicidad y disfuncién del tejido adiposo.
La consiguiente alteracion en el metabolismo lipidico, asi como la presencia de
endotoxinas derivadas del intestino (secundario a disbiosis intestinal), contribuyen a la
produccidn y liberacién de citocinas proinflamatorias como tumor necrosis factor (TNF),
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interleucina (IL)-1b, e IL-6. Estas citocinas inhiben la sefalizacion de los receptores
insulinicos y reducen la sensibilidad hepatica de la insulina, causando la Rl e induciendo
la esteatosis y fibrosis hepaticas (7). Las citoquinas proinflamatorias son los
componentes clave en la estimulaciéon del proceso de acimulo patolégico de grasa en
los hepatocitos, y en la esteatosis hepatica (23). Estudios recientes evidencian que los
desbalances inmunolégicos en el higado promueven el mantenimiento y la progresién
de la inflamacion de EHGNA (18).

En el higado, el 10% de la masa celular estd compuesta por las células de Kupffer, que
son macréfagos caracterizados por el incremento de produccidon de citoquinas
proinflamatorias. Estos macréfagos median la activacion de las células Ty la regulacion
de la apoptosis de los hepatocitos (7). Las células de Kupffer, que en el higado sano se
encuentran en los sinusoides hepaticos con la funcion de limpiar productos bacterianos
y microbianos del intestino (18), aparecen como células proinflamatorias M1 y células
antiinflamatorias M2 (7). Las primeras, estimuladas por las células Thl y Th17
promueven la esteatosis hepatica, fibrogénesis y la elevacion del acimulo de los lipidos
hepaticos; mientras que las segundas, activadas por las células Th2 y las células T
reguladoras, son macréfagos residentes en el higado responsables de activar la
apoptosis de M1 a través de la caspasa3 (7,23). El balance M1/M2 es importante para
regular la inflamacién del higado y el ratio M1/M2 estd aumentado en la progresidn de
EHGNA (7). Ademas, existe evidencia de que la Rl tiene influencia en la conversién del
estado antiinflamatorio M2 al proinflamatorio M1, presumiblemente a través de un
aumento de los niveles del interferdn-y (INF-y) (9).

Anexo 5: Relacion entre la inflamacién del tejido adiposo causada por la obesidad y
EHGNA.

Otro factor que promueve el estado proinflamatorio y, por ende, participa en la
progresion de EHNA, es el reclutamiento de monocitos derivados de la médula dsea.
Factores derivados de las células de Kupffer facilitan el infiltrado de los monocitos en el
higado de manera sustancial, causando, junto con las células de Kupffer, un estado
proinflamatorio que deriva en la progresion de la enfermedad (18).

Estrés del reticulo endoplasmatico: Los hepatocitos son células ricas en reticulo
endoplasmatico (RE), organulo que juega un papel muy importante en la biosintesis de
proteinas y lipidos. Cualquier variacion o perturbacién en el funcionamiento normal de
éste puede derivar en estrés del reticulo endoplasmatico (7). Este estrés producido en
el RE juega un papel muy importante en la progresion de EHGNA ya que activa la via de
sefializacion UPR (respuesta de proteina desplegada), cuya principal funcién es
recuperar la homeostasis del RE, por lo tanto, un estrés no resuelto causado por la
lipotoxicidad a largo plazo promueve la apoptosis hepatocelular (13,23).

Estrés oxidativo: El estrés oxidativo surge cuando se produce un desbalance entre la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la neutralizacién por parte de los
antioxidantes. Los ROS se producen de manera fisiolégica en bajas concentraciones por
parte de los peroxisomas y las mitocondrias, y juegan un papel importante en las vias
de sefalizacion como factores de control de la transcripcion y del ciclo celular (7). Pero
la capacidad de compensacion de los ROS en EHGNA se ve afectada, ya que la actividad
de la glutatién peroxidasa (GPx), una de las enzimas antioxidantes mas importante para
mantener la homeostasis de ROS, y la de la catalasa, enzima encargada de catabolizar el
peroxido de hidrogeno, estan reducidas (13).
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Ademas, en concentraciones elevadas, los ROS provocan dafios en el ADN celular,
alteraciones de la expresion genética, inestabilidad cromosémica y oxidacion lipidica.
Debido a esto, el estrés oxidativo es uno de los principales factores asociados a la
obesidad y sus trastornos asociados, como la enfermedad cardiovascular, la DM2 o el
sindrome metabdlico (7). Y, por lo tanto, estd directamente relacionado con el
desarrollo y el progreso de EHGNA (19).

Disfuncién mitocondrial: Las mitocondrias son el organulo en el que se lleva a cabo el
almacenaje energético y el metabolismo de 4cidos grasos en las células. Ademas, otra
de sus funciones es mantener la homeostasis energética (7,13).

Como consecuencia de la disfuncién del tejido adiposo ya comentada, y a raiz de la
disminucién de los niveles de adiponectina, se disminuye la oxidacion de los AGLs, lo
gue conduce a su entrada en el higado (9). En el contexto de EHGNA, el principal reto al
que se enfrenta la mitocondria es el manejo de una gran cantidad de acidos grasos
fluyendo hacia el interior de los hepatocitos, ya que esta es la responsable de procesar
los AGLs lipotéxicos, y tiene la capacidad para transformarlos en almacenes de
triglicéridos (7), dando lugar a la formacidon de gotitas en los hepatocitos, o al
empaguetado de las apolipoproteinas en lipoproteinas de muy baja densidad, las VLDLs
(lipoproteina de muy baja densidad), y su envio al suero; o llevar a cabo un proceso de
beta-oxidacidn, que en caso de ser excesivo dara lugar a la formacion de ROS (9), puesto
que en el contexto de R, el ciclo del acido tricarboxilico reduce la eficiencia respiratoria
mitocondrial produciendo este exceso de ROS (13).

Resistencia a la insulina: es una respuesta metabdlica defectuosa de la célula diana,
como por ejemplo los hepatocitos, a la insulina, y se desarrolla a raiz de factores
adquiridos como la obesidad (24). El higado juega un papel muy importante en el
metabolismo de la glucosa, aportando glucosa al resto de 6rganos en el estado de ayuno
a través de la glucogendlisis, proceso regulado por los niveles plasmaticos de insulina.
En el estado postprandial, la insulina es enviada al higado a través de la vena porta,
donde provoca la inhibicion de este proceso. Por ello, cuando se produce una
disminucién en la secrecién de la insulina a causa de la DM2 suficiente como para que
los niveles de insulina sean incapaces de superar la Rl hepatica, se produce la pérdida
de inhibicion de la glucogendlisis, con una sobreproduccion hepatica de glucosa (9). La
RI sistémica reduce la capacidad de almacenaje energético y provoca la progresion del
estado inflamatorio en el tejido adiposo (23).

Un enlace interesante entre Rl y EHGNA es la presencia de ciertos genes, tales como
ENPP1 121GlIn y el polimorfismo 972 Arg del IRS-1, que disminuyen la actividad de la
protein-kinasa B (AKT) de los receptores de insulina de los hepatocitos, derivando en la
afectacion de la sefializacion de la insulina en el higado, y predisponiendo al dafio
hepatico (9).

Factores genéticos: Estudios de asociacién del genoma completo han demostrado la
relacion de polimorfismos de un solo nucleétido con EHGNA (2,8), siendo los genes que
han demostrado mayor relacion y, que ademas juegan un papel en el metabolismo
lipidico, PNPLA3, MBOAT7, GCKR y TM6SF2 (9). En este contexto, los factores
ambientales y mecanismos epigenéticos juegan un papel fundamental en el desarrollo
de EHGNA (8). Ademas, se tiene evidencia de que los parientes de primer grado de
pacientes con EHGNA presentan mayor riesgo para desarrollar la enfermedad (9).
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Diversos autores postulan que la herencia de EHGNA podria estar relacionada con
multiples factores, como una herencia genética que podria afectar directamente al
desarrollo de esteatosis y fibrosis, pero también a la herencia del microbioma intestinal
heredado o a la influencia del estilo de vida compartido de los individuos estudiados y
sus familiares afectados por la patologia (8). Yun Huang et al. obtuvieron resultados que
demostraban una asociacidn significativa entre las variantes PNPLA3, TM6SF2, GPAM y
GCKR con un mayor contenido de grasa a nivel hepdtico y con distintos patrones de
lipidos circulantes en pacientes adultos (25). En el Anexo 6 podemos observar un
pictograma en el que se muestra la localizacion cromosomal de los principales genes
implicados en la patogenia de EHNA.

Anexo 6: Alteraciones genéticas en EHNA.

En cuanto a los polimorfismos comentados anteriormente, destacan:

- PNPLA3: Es el primer gen que demostrd relacién con EHGNA, codifica para la
triacilglicerol lipasa, conocida como adiponutrina, cuya funcidn se relaciona con el
metabolismo de los triglicéridos en los adipocitos y hepatocitos (7,19). El
polimorfismo que codifica para la variante 1148M de la proteina PNPLA3, en la que
se produce la sustitucidn de isoleucina por metionina, (19) es la principal causante
de la predisposicion genética de EHGNA en todas las poblaciones, y ademas es
responsable de la variabilidad inter-étnica de la susceptibilidad a la enfermedad y
estd relacionada con el grado de severidad y progresion de la fibrosis, ademas de la
aparicion de carcinoma hepatocelular (2,11). Se ha visto que reduce la actividad
lipolitica frente a los triglicéridos, por una pérdida de funcién a causa del acimulo
de 1148M mutado en hepatocitos y células estrelladas con el consiguiente acimulo
maligno de triglicéridos (19). Esto lleva a una reducida lipdlisis de las grasas y su
exceso de produccién en el higado (7).

- TMG6SF2: generalmente expresada en el higado y el intestino delgado (19), esta
variante provoca una reduccidn de la secrecién de los lipidos VLDL y un aumento de
la acumulacidn de grasa en las células hepaticas (2), y, por lo tanto, produciendo un
acumulo de triglicéridos en el higado (19).

- MBOAT7: este gen también se ha visto identificado como un modificador del riesgo
de progresién del dafio hepatico, estando asociado su polimorfismo rs641738 C>T
con la severidad de la esteatosis hepdtica y la necroinflamacién por EHGNA (2).
Estudios recientes han relacionado esta mutacion con un descenso de fosfatidil-
inositol que contiene acido araquiddnico sistémico e intrahepatico que aumenta el
riesgo de sufrir EHGNA, EHNA y progresidon a enfermedad hepatica terminal (19).

Dicho esto, existen estudios que muestran la discordancia en la progresién de EHGNA
en gemelos idénticos que la relacionan con los acidos ribonucléicos (ARN)s no
codificantes, que son un grupo de moléculas de ARN sin la capacidad de codificacién de
proteinas involucradas en el remodelado de la cromatina y en la regulacion
transcripcional y postranscripcional de los genes. Dentro de estos ARN no codificantes,
se ha observado una desregulacién de los microARNs en EHGNA (8,10).

Disbiosis: EI 70% del suministro sanguineo del higado procede directamente del
intestino a través de la vena porta, habiendo una estrecha relacién bidireccional entre
estos dos drganos, hecho que contribuye a una mayor exposicion hepatica a los
productos tdxicos intestinales, como son las bacterias y sus derivados (13,23). Este
estado de endotoxemia crea un ambiente inflamatorio a raiz de la produccion de
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citoquinas proinflamatorias, como el receptor toll-like hepatico 4 (TLR4) y la expresion
del inhibidor del activador de plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) plasmatico, que desarrolla RI
y promueve el acumulo de lipidos en el higado (9,21). Varios estudios han demostrado
gue la expresion del TLR4, especialmente en macréfagos, esta aumentada en pacientes
con EHNA (18). Ademas, se tiene evidencia de una relacién bidireccional, dado que el
higado influencia a la composicién y funcién de la microbiota intestinal, regulando la
barrera a través de excrecién de acidos biliares y mediadores antiinflamatorios (13).

La desregulacion de la flora intestinal juega un papel muy importante en el desarrollo
de EHGNA, dado que, como hemos comentado, se ha observado que la microbiota
intestinal tiene una estrecha relacion con la permeabilidad del intestino y su
desregulacion juega un papel muy importante en el desarrollo de la enfermedad (2,23).
Anexo 7: Eje hepatico-intestinal en EHGNA/EHNA.

Las dietas occidentales, que tienen en comun un alto contenido en grasas y azucares,
representan el punto de partida del proceso patoldgico de la obesidad, DM2 y EHGNA.
Ademas, también comparten alteraciones del microbioma intestinal, que tiende hacia
el acumulo de bacterias negativas, como Proteobacteria, y un descenso en la poblacién
de Lactobacillus. Se ha observado que en pacientes con EHGNA, el ratio
Firmicutes/Bacteroidetes estd disminuido, y que muestran una menor diversidad
microbial. Esta alteracion es un marcador de disbiosis, y estd correlacionado
positivamente con la esteatosis (9,13). Miele et al. observaron relacién entre la
severidad de la esteatosis hepatica y la permeabilidad intestinal y el sobrecrecimiento
de pequefias bacterias intestinales, y en estudios llevados a cabo por Lichtman et al. y
Bergheim et al. se observd que el uso de antibidticos mejora el dafio hepdtico y la
esteatosis en modelos con rodeadores (15).

Otro mecanismo incluye la participacion de los inflamasomas, que constan de dominios
de unidén a nucleédtidos (NLRPs) y de proteinas que contienen repeticiones ricas en
leucinas, en la progresion de EHGNA. Concretamente la activacion del inflamasoma
NLRP3 (21), que se ha visto aumentada en modelos animales y humanos con EHNA (18),
se desencadena por la produccion de ROS mediada por patrones moleculares asociados
a patoégenos (PAMP) y patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs) (21), y se
encuentra predominantemente expresado en hepatocitos dafados, células de Kupffer
y en las células endoteliales sinusoidales del higado (18). Un estudio demostré que la
disbiosis de la microbiota intestinal mediada por los inflamasomas promovia la
progresion de EHGNA (21).

Todos estos factores alterados conducen al desarrollo de trastornos metabdlicos como la R, la
DM 2y la obesidad, que son conductores patogénicos clave en el desarrollo y la progresién de
EHGNA. La resistencia hepatica y periférica a la insulina, provocada por el desajuste metabdlico
caracteristico de la pato fisiologia de EHGNA causa la liberacion sistémica de citoquinas y
hepatoquinas proinflamatorias, que promueven el desarrollo de DM2 (5).

Los trastornos metabdlicos que conducen al desarrollo de EHGNA, es decir, la
hipertrigliceridemia, la obesidad abdominal y |a resistencia a la insulina, estan asociadas las unas
con las otras, pero cada una tiene un efecto distinto en EHGNA cuando las otras estan dentro
de la normalidad (6).
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FACTORES DE RIESGO.

Son muchos los factores que juegan un papel importante en el desarrollo de EHGNA, factores
modificables y no modificables, como el IMC, los niveles de insulina en plasma, el sexo
masculino, el contexto genético o el bajo peso al nacer (10). Los factores que han mostrado una
mayor asociacién con el progreso de EHGNA son la edad avanzada, la presencia de obesidad
visceral, la DM2 o la Rl, y la etnia hispanica (12).

1-

OBESIDAD: de acuerdo con los Ultimos datos aportados por la Asociacion Mundial de la
Salud (OMS), entre 1975 y 2016, la prevalencia de obesidad se ha casi triplicado, y
alrededor de 2.8 millones de personas murieron por sobrepeso y obesidad cada ano
(23). Otro dato de especial relevancia es que mas de 340 millones de nifios vy
adolescentes entre 5y 19 afios presentaban sobrepeso u obesidad en 2016 (12). La OMS
clasificé la obesidad en clase I (IMC 30.0-34.9 kg/m?2), clase Il (IMC 35.0-39.9 kg/m2), y
clase Il (IMC 240.0 kg/m2) (11).

La obesidad, que es una enfermedad compleja y multifactorial, con factores
ambientales y socioeconémicos implicados en su etiologia (26), aparece acompafiada
por el remodelado del tejido adiposo, que cambia el numero y el tamano de los
adipocitos. Y debido a que el tamafio de los adipocitos afecta profundamente a su
habilidad de almacenaje de lipidos, este aumento deriva en cambios funcionales v,
finalmente, en disfuncidn celular, incluso muerte (23).

Esta patologia aumenta el riesgo de sufrir EHGNA (12), entre los pacientes con esta
enfermedad, un 75% sufre sobrepeso y entre un 90-95% son obesos (21). Ademds,
estudios recientes han demostrado que el grado de esteatosis se relacionado
positivamente con el IMC (2,7), y el riesgo de desarrollar EHGNA es mucho mayor en un
contexto de obesidad, en comparacién con individuos no obesos (27). Dicho esto, no
todos los pacientes con obesidad desarrollan EHGNA (22).

La relacién entre obesidad, SM y EHGNA es claramente evidenciable debido a que todas
estas afectaciones derivan directamente de un estilo de vida sedentario y una dieta rica
en grasas e hidratos de carbono (7). La obesidad estd asociada con un estado
inflamatorio crénico del tejido adiposo, y un mayor riesgo de sufrir DM2, dislipemia,
enfermedades cardiovasculares, y ciertos tipos de malignidades (26).

El diagndstico de EHGNA ayuda a la deteccién de otras complicaciones serias
relacionadas con la obesidad, como son las enfermedades cardiovasculares (23).

DIABETES MELLITUS TIPO 2: |a prevalencia de diabetes mellitus se estima en un 10.5%
entre todos los adultos con 20-79 afios, de los cuales un 90% tienen DM2 (9). En
pacientes con DM2, la prevalencia global de EHGNA es de un 55%, y se ha relacionado
con una progresion mas rapida de la enfermedad a estados fibréticos y de cirrosis (13).
Datos obtenidos de un metaanalisis, que incluyd aproximadamente a 300.000
individuos seguidos durante un periodo de 5 afios, demuestran que los pacientes con
EHGNA tienen el doble de riesgo de padecer DM2 en comparacién con aquellos que no
sufren EHGNA, y se tiene evidencia de que la presencia de DM2 aumenta el riesgo de
desarrollar EHNA, cirrosis y hepatocarcinoma (9). El estudio de Portillo-Sanchez et al.
obtuvo resultados que demostraban que los pacientes con EHGNA presentaban mayor
Rl en comparacion con aquellos que no tenian EHGNA. Ademas, la esteatosis hepatica
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en pacientes con DM2 se asocia con una mayor dificultad en el control de la
hiperglicemia, mayor Rl y la necesidad de mayores dosis de insulina (27).

La presencia de EHGNA estd estrechamente asociada con un estado del tejido adiposo
patoldgico, disfuncional y resistente a la insulina. Ademas, la lipotoxicidad juega un
papel de gran importancia en la patogénesis de EHGNA en pacientes con DM2 (27).

3- SINDROME METABOLICO: la EHGNA es considerada actualmente la manifestacién
hepatica del sindrome metabdlico (28), que incluye obesidad central, hipertension,
hipertrigliceridemia, bajos niveles de c-HDL e hiperglicemia (6). La cantidad de grasa
hepatica es remarcablemente superior en pacientes con SM en comparacion con la
poblacién general (21), incluso, se tiene evidencia de que la presencia de SM puede
incrementar la progresion de la fibrosis, derivando en cirrosis, CHC y la muerte. Un
estudio realizado con datos del US National Health and Nutrition Examination Surveys
(NHANES) observé que la presencia de al menos un componente de SM doblaba el
riesgo de mortalidad (12). Ademas, se conoce que el principal factor de relacién entre
EHGNA y SM es la RI (7).

6. CLINICA'Y MANIFESTACIONES EXTRAHEPATICAS.

La presentacion clinica de EHGNA es muy variable (21). Hay muchos signos y sintomas
tempranos que indican la aparicién de esta patologia, entre los que se encuentran la obesidad
central, niveles elevados de triglicéridos en suero y valores de glucosa en ayunas alterados. Otros
sintomas como anorexia, nduseas y vOmitos, malestar, dolor de cabeza, e incluso dolor
epigastrico y del cuadrante superior derecho del abdomen, ictericia leve y trombocitopenia
indicarian un inicio de EHGNA (19).

La EHNA vy la fibrosis tipicamente avanzan de forma asintomatica hasta que progresan a un
estado final de enfermedad hepatica en que la Unica solucidn curativa es el trasplante de higado
(19).

EHGNA es una enfermedad multisistémica con complicaciones extrahepaticas como la
enfermedad cardiovascular, enfermedad renal crénica (ERC), DM2, cdnceres extrahepaticos
como el cancer de colon, cancer de esdfago, colangiocarcinoma, enfermedad del ovario
poliquistico y enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (21). Este hecho puede ser a consecuencia
de la propia enfermedad pero, ademads, supone un aumento en la severidad de ésta, ya que la
mayoria de las manifestaciones empeoran el pronéstico por ser factores de riesgo de progresion
de la fibrosis hepatica (11). Un metaanalisis obtuvo resultados en los que un 51% de los
pacientes de EHGNA eran obesos, el 23% tenia DM2, el 69% sufria de hiperlipidemia, el 39%
tenia hipertensién y el 42% SM (12).

Se tiene evidencia de la fuerte asociacion entre EHGNA y la enfermedad cardiovascular, estando
asociada con hipertensién arterial, rigidez arterial, ateroesclerosis, enfermedad de arteria
coronaria, fibrilacién atrial y esclerosis valvular adrtica (11), y siendo esta patologia la principal
causa de muerte entre los pacientes de EHGNA. Las principales complicaciones cardiacas de
EHGNA son la hipertrofia ventricular, calcificacion de las valvulas cardiacas y las arritmias, y
dependen de la severidad de la enfermedad (21)
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La asociacion entre EHGNA y la ERC se debe parcialmente a sus morbilidades cardio metabdlicas
compartidas (11), como son la agresién a la estabilidad de la microbiota intestinal, el estado
protrombdtico, la activacion plaquetar y un aumento en los niveles de acido urico (21). Se han
observado porcentajes mas elevados de afectacidn, y con mas severidad, en pacientes con
EHGNA de ERC. Y, ademads, se observo una afectacion mas agresiva de EHGNA en pacientes con
estadios avanzados de dafio renal (11). Los pacientes con EHGNA pueden presentar una
reduccion de la tasa de filtrado glomerular estimada (GFR) o albuminuria (21).

También se ha observado asociacién entre EHGNA vy trastornos hormonales severos,
especialmente en mujeres, por ejemplo, la duracién del déficit estrogénico postmenopausico
confiere mayor riesgo de fibrosis entre las mujeres afectas por EHGNA. También se ha observado
una asociacién directa entre el sindrome de ovario poliquistico y el desarrollo de EHNA mas
severo, y mayor relacion con estadios avanzados de fibrosis (11).

Las 3 causas mds comunes de muerte en pacientes con EHGNA son las enfermedades
cardiovasculares, seguidas de malignidades y muertes relacionadas con el higado, (11) siendo la
enfermedad cardiovascular la principal causa de muerte en EHGNA. Se ha estimado que un 5-
10% de los pacientes de EHGNA muere por esta causa (12). La mortalidad relacionada con el
cancer es la segunda causa de muerte en pacientes con EHGNA, ya que esta patologia hepatica
se ha visto relacionada con una aumento moderado del riesgo a largo plazo de canceres
extrahepaticos (especialmente gastrointestinales, de mama y ginecolégicos) (11).

Anexo 8: Principales manifestaciones extrahepaticas de EHGNA.

7. DIAGNOSTICO.

El diagndstico de EHGNA se basa en la deteccidn de esteatosis hepatica y la exclusion de otras
enfermedades del higado como el consumo patolégico de alcohol y causas secundarias de
higado graso (4).

De acuerdo con la Asociacidn Europea para el Estudio del Higado (EASL) los criterios diagndsticos
de EHGNA son: presentar una esteatosis del 5% en los hepatocitos, evidenciable por pruebas de
imagen o histoldgicas, sin otra posible causa para la esteatosis, resistencia a la insulina y
umbrales de consumo de alcohol para hombres y mujeres de <30g/dia y <20g/dia,
respectivamente (21).

Los estadios precoces de EHGNA carecen de una sintomatologia clara, por lo que la inflamacién
asociada a la obesidad es de gran utilidad para una identificacion precoz y, por tanto, para el
inicio del estudio para el diagndstico de EHGNA con mayor antelacién (23). Los pacientes
asintomaticos son diagnosticados con tests de la funcionalidad hepatica alterados o pruebas de
imagen que muestran esteatosis, generalmente en contextos de exdmenes rutinarios o de
seguimiento (21). La identificacién de individuos presintomaticos o pacientes de alto riesgo, a
través de los signos y sintomas ya comentados, o biomarcadores de la enfermedad, es la mejor
opcion a la hora de aplicar un temprano abordaje y tratamiento de la enfermedad, pero
actualmente existen limitaciones, como la baja sensibilidad y especificidad de los programas de
screening de la poblacién general, que impiden su implementaciéon para EHGNA (19). En este
sentido, las guias europeas proponen el screening para EHGNA utilizando pruebas de imagen
basadas en ultrasonidos y/o tests hepaticos en individuos con alto riesgo como son aquellos
pacientes con obesidad o SM (21).
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La esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) se define como un acimulo de triglicéridos en al menos
>5% de los hepatocitos (5), confirmandose con la presencia de esteatosis, inflamacién lobulillar
y degeneracién balonizante (17).

Actualmente, la prueba diagndstica de eleccién para EHGNA es la biopsia hepatica (19). A través
de ésta se permite la interpretacidn de la muestra para valorar la presencia de elementos
sugestivos de esta patologia. Concretamente, para EHNA, estos elementos son:

- Esteatosis.

- Inflamacién lobulillar y portal.

- Degeneracion balonizante.

- Fibrosis.

El estadio de la fibrosis se valora desde el punto de vista histoldgico segun los estadios de Kleiner
(17). Debido a que la fibrosis tiene una importante correlacion a nivel histoldgico con el
prondstico de EHGNA, en los pacientes que muestran scores de fibrosis anormales sera
necesario llevar a cabo tests no invasivos mas especificos o, incluso biopsia hepatica en aquellos
pacientes con mal pronéstico (4).

No obstante, debido a las limitaciones de la biopsia hepatica (causadas por su invasividad, coste,
riesgos (5) y, el hecho de que una muestra del higado no siempre representa el estado de todo
el érgano, factor que supone un riesgo de infradiagnosticar la severidad de la enfermedad) (19),
se esta promoviendo el uso de pruebas menos invasivas, que puedan determinar y estudiar el
grado de fibrosis hepdtica. Entre estas pruebas se encuentran las pruebas de biomarcadores
sanguineos simples como Fibrosis-4 (FIB-4), la puntuacidn del indice de proporcion de aspartato
aminotransferasa a plaquetas (APRI) o el NAFLD Fibrosis Score (NFS); y tests no invasivos que
incorporan marcadores indirectos de fibrosis, como las aminotransferasas, acompafiados de
parametros clinicos (5).

El score FIB-4 se basa en patrones clinicos de facil acceso, como es la edad, y en patrones
bioldgicos, como el recuento de plaquetas y transaminasas (9). Se calcula con la siguiente
operacion matematica: edad (en afios) x AST (aspartato aminotransferasa en U/L) / recuento
plaguetario (en 103/uL) x VALT (alanina aminotransferasa en U/L) ((29). En cuanto al resultado,
se asume que un valor <1.45 supone un bajo riesgo de fibrosis hepatica, un valor >3.25 indica
un alto riesgo de fibrosis, y los valores intermedios darian un resultado indeterminado de la
prueba (30). Sin embargo, Kasturiratne et al. observaron que, pese a que EHGNA es una de las
principales causas de elevacién de ALT en plasma, esta enfermedad puede desarrollarse con
valores normales de ALT (5)

Ademas, la valoracién de la rigidez hepatica a través de la elastografia se ha incorporado como
una prueba radiolégica no invasiva (5). Se ha observado que, en ciertas condiciones de la
enfermedad, la combinacién de las técnicas de elastografia con los indices de EHGNA,
compuestos por medidas simples de las caracteristicas del paciente y pardmetros bioquimicos y
clinicos, aumentan la precisién diagndstica en la evaluaciéon de la fibrosis clinicamente
significativa de EHGNA (19). La estratificaciéon del riesgo de fibrosis avanzada en pacientes con
diversos factores metabdlicos de riesgo se lleva a cabo a través del score FIB-4 y la elastografia.
De esta forma, a través del score FIB-4 se identifica a los pacientes que podrian beneficiarse de
la elastografia para el cribado mas preciso de la patologia (9).

La resonancia magnética (RM) permite detectar y cuantificar la esteatosis hepatica, los
depdsitos de hierro y la fibrosis hepdatica a través de la densidad protdnica de la fraccién grasa
(17). El uso de técnicas avanzadas de RM, como el RM con fraccién protdnica de densidad grasa
(MRI -PDFF), se han desarrollado para detectar de una forma mas especifica la presencia de
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esteatosis hepdtica, y para evaluar la grasa hepatica en todo el higado (19). Ultimamente, se
estd empezando a emplear la elastografia por resonancia magnética (ERM) para un diagnédstico
mas preciso (17). Se piensa que esta modalidad diagndstica es especialmente util para
determinar la rigidez hepatica y dar una mayor precisidn en el diagndstico de fibrosis y cirrosis
avanzadas (19).

Actualmente, ademas, se estd estudiando la relacién de EHGNA con la expresién de diversos
biomarcadores (2), aunque normalmente los paneles de biomarcadores no pueden discernir
entre la esteatosis leve y moderada, ni entre esteatosis simple y esteatohepatitis no alcohdlica.
En este sentido, se intenta combinar el uso de biomarcadores con pruebas de imagen como la
ultrasonografia o resonancia magnética (21). Por ejemplo, estudios recientes sugieren la
relacion de esta patologia con un aumento de la expresion de la proteina circulante CK-18, que
puede ser detectada en sangre (2). Incluso, pese a que no se conoce el mecanismo, se piensa
que las caracteristicas de la microbiota intestinal pueden ser utilizadas como marcadores
diagndsticos o prondsticos. El uso de una coleccidon de marcadores microbiales, desarrollados a
partir de la secuenciacién metagendmica, combinados con el IMC y la edad, pueden identificar
de forma precisa pacientes con EHGNA que presenten estadios avanzados de fibrosis. Se estan
llevando a cabo multiples estudios sobre el tema, como Caussy et al. que llevé a cabo un andlisis
metagendmico que concluyd que los pacientes que progresaron a un estadio de cirrosis
presentaban una microbiota caracteristica (21). Sin embargo, en la actualidad, todavia no
disponemos de un algoritmo diagndstico especifico para discernir entre esteatosis simple y
EHNA.

En cuanto a los marcadores analiticos de EHGNA, los marcadores bioquimicos que indican dafio
hepdtico o disfuncion son AST, ALT, bilirrubina, el recuento plaquetar y los niveles de
haptoglobina. Ademas, la expresion de ferritina estd elevada en los pacientes con EHGNA y SM.
También se pueden valorar comorbilidades de EHGNA analizando los valores relacionados con
la diabetes o la inflamacién. Dicho esto, la gran mayoria de marcadores bioquimicos no miden
la fibrogénesis o fibrinolisis de forma directa (19).

8. TRATAMIENTO Y CONTROL DE ENFERMEDADES RELACIONADAS.

Pese a que actualmente no estd aprobado ningln tratamiento especifico por las agencias
reguladoras para EHGNA, se sabe que la histologia hepatica presenta una mejora relacionada
con las modificaciones en el estilo de vida, y tiene una importante relacién con la cantidad de
peso perdido, independientemente de la dieta empleada (4). Ademds, dada la gran evidencia de
afectacion extrahepatica, a la hora de tratar pacientes con EHGNA es imprescindible llevar a
cabo un estudio clinico completo para diagnosticar y tratar enfermedades extrahepaticas
asociadas (11).

- Maedidas higiénico-dietéticas:

Se tiene una gran evidencia cientifica de que la pérdida de peso es la principal diana terapéutica
de EHGNA (9). Se ha observado que la pérdida de un 3-5% del peso puede mejorar la esteatosis
hepatica, que la pérdida del 5-7% es necesaria para reducir la actividad inflamatoria, y que la
pérdida de peso debe ser de al menos un 7-10% para que suponga una mejora tanto en el grado
de esteatohepatitis como el de fibrosis (5,13). Se ha observado que, tras la pérdida de peso en
pacientes con obesidad, los niveles circulantes de mediadores proinflamatorios, como son las
citoquinas y quimiocinas, habian disminuido (23).
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El consumo excesivo de alimentos ultra procesados y de carne roja y el sedentarismo se han
visto relacionados con una mayor prevalencia de sindrome metabdlico, marcadores de EHNA y
fibrosis (2,4). Por ello, se ha establecido que el ejercicio es una importante forma de reduccién
de grasa hepatica. Ademas, la dieta mediterranea ha sido recomendada para el tratamiento de
EHGNA por las guias europeas, ya que este patrdn dietético, incluso mas alla de la pérdida de
peso, proporciona beneficios para la salud hepatica y extrahepatica (4). Esto es debido a que
esta dieta contiene grandes cantidades de cereales integrales, acidos grasos monoinsaturados y
acidos grasos omega-3 (13,21). Se tiene evidencia de que los acidos grasos monoinsaturados
aportados por el acido palmitoleico y el acido oleico pueden reducir la toxicidad lipidica en los
hepatocitos, porque, pese a promover la formacidn de TGs, tienen un efecto citoprotector
frente a los efectos nocivos de otros AGs, como el del 4cido palmitico, en el tejido hepatico (18).
Ryan et al. describieron que, comparada con una dieta de control, la dieta mediterranea obtuvo
una mayor reduccién en la esteatosis hepatica mejorando la Rl (21). Pero, conseguir y mantener
esta pérdida de peso es un desafio para los pacientes debido a los multiples factores que influyen
en una pérdida de peso sostenida (5).

Se ha demostrado que la actividad fisica, con una duracion media de >150 minutos/semana,
estaba asociada con un 44% menos de riesgo de desarrollo de EHGNA, y que aquellos individuos
gue son fisicamente activos mas de 150 minutos/semana o que aumentaron su actividad fisica
en al menos 60 minutos/semana durante un periodo de 3 meses, presentaron una mejora en
las enzimas hepaticas, independientemente de la pérdida de peso (9).

Por todo ello, podemos afirmar que la modificacidn de los habitos y del estilo de vida contintdan
siendo el principal tratamiento de EHGNA. Esta modificacién e implementaciéon de nuevos
habitos debe ser individualizada para como opcién terapéutica (2).

- Tratamiento farmacoldgico:

Se ha observado una mejoria clinica con las medidas higiénico-dietéticas, pero en estadios
avanzados de la enfermedad, como un higado con gran contenido fibrético, es necesaria la
implantaciéon de medidas farmacoldgicas (13). Muchos tratamientos farmacoldgicos estan
siendo estudiados en ensayos clinicos y estan mostrando resultados prometedores en el
tratamiento y manejo de esta patologia (5).

Podemos dividir estos tratamientos en funcién de cudl es la diana farmacoldgica:

1- Metabolismo de los lipidos y de la glucosa: una posible diana terapéutica es abordar el
metabolismo anormal de los acidos grasos y la glucosa, y prevenir la acumulacién de
grasa hepdtica y la produccién de un ambiente profibrético (13).

Dentro del metabolismo lipidico de novo, que es la sintesis enddgena de lipidos a partir
de los nutrientes aportados por la dieta, se estan estudiando farmacos como el acido
bempedoico, el orlistat o el firsocostat (cada uno en diferentes estadios clinicos o
preclinicos de estudio). Estos farmacos actuan sobre diferentes enzimas y estan
obteniendo resultados prometedores como por ejemplo la reduccion de TGs hepdaticos
y colesterol total, un buen control de la glicemia o la reduccion de fibrosis hepatica (13).

Las estatinas también juegan un papel muy importante, ya que restringen la sintesis de
colesterol a través de la inhibicién de la HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima
A). Aunque no se tiene total evidencia del efecto de las estatinas sobre la evolucion de
EHGNA (13), si que se ha observado que el uso de estatinas es recomendable para
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reducir el riesgo cardiovascular, y estd asociado con alrededor el 50% de reduccién de
la descompensacion hepatica y la mortalidad (4).

La sefializacion PPAR tiene tres isotipos (a, B/8, y v), que estan involucrados en la
homeostasis del metabolismo lipidico y de la glucosa (13), y juega un papel muy
importante en la patogénesis de EHGNA (15). La expresion del gen PPARa en el higado
de pacientes obesos se relaciond negativamente con la esteatosis, severidad de EHNA y
la RI. Por otro lado, la expresién del mARN de PPARB/S se vio reducida en las muestras
de biopsias hepaticas de pacientes con esteatosis moderada o severa. También se ha
visto que los agonistas de PPARy redujeron la esteatosis hepatica (13), la inflamacion y
la fibrosis (15) en pacientes con EHGNA, ya que la activacién de PPARy promueve la
adipogénesis en el tejido adiposo para reducir la entrada de acidos grasos al higado (13).
En resumen, la sefializacion de los isotipos de PPAR esta relacionada con el metabolismo
de los lipidos y la glucosa en diferentes érganos y contribuye a la respuesta
antiinflamatoria de EHGNA. Por ello, actualmente, existen diversos farmacos que estan
siendo estudiados como posibles candidatos para la activacion de PPAR, como son la
pioglitazona, un agonista de PPARy que mejora la sensibilidad a la insulina en el tejido
adiposo de pacientes diabéticos; o elafibranor, un agonista dual de PPARa/§, que
tendria efectos protectores sobre la esteatosis, inflamacién y fibrosis en muchos
modelos animales de EHGNA (13)

Por otro lado, dado que EHGNA es una enfermedad hepdtica con una relacién
bidireccional muy importante con la obesidad y la DM2, los farmacos antidiabéticos
juegan un papel crucial en el control de la enfermedad (13). Estos agentes son efectivos
para revertir la Rl y, en consecuencia, la disfuncidn del tejido hepatico causada por la
lipotoxicidad que ésta causa (4). Estos farmacos pueden ser conceptualizados en dos
espectros de mecanismos de accion:

- Restauraciéon de la biologia normal del tejido adiposo, con la redistribucién de la
grasa desde el compartimento de grasa visceral y hepatica, al compartimento de
grasa subcutanea.

- Agentes de pérdida de grasa, donde la reduccién del exceso de tejido adiposo
también restablece la biologia, la funcién y la respuesta a insulina del tejido adiposo

(4).

Los tratamientos antidiabéticos, como por ejemplo los farmacos agonistas de GLP-1
(glucagon-like peptide-1) o los inhibidores de SGLT2 (sodium-glucose cotransport
protein 2), estdn demostrando ser efectivos en la mejora de la esteatosis y la fibrosis de
pacientes con EHGNA y DM2 (13). Ademas, la metformina, pese a ser un tratamiento
sin impacto significativo en la lipotoxicidad (4), tiene un beneficio en el control de la RI,
disminuyendo la glucogendlisis y estimulando la captacion muscular de glucosa (9). Se
ha observado que disminuye el grado de esteatosis en pacientes con EHNA y que
previene los eventos hepaticos en pacientes con DM2 y EHNA avanzada (21). Sin
embargo, no mejora de forma significativa ni la necroinflamacion ni la fibrosis (4).

EHGNA puede estar asociado con una alteracién en la homeostasis de los acidos biliares
(AB). Los ABs promueven la absorcion intestinal de las sustancias lipidicas y mejoran la
hidrolisis lipidica (13), previenen el sobrecrecimiento bacteriano intestinal y ejercen un
fuerte efecto antimicrobiano en la homeostasis intestinal (15). Dicho esto, un exceso de
acumulo de ABs en los hepatocitos podria estar asociado con un aumento de la
inflamacidn, del estrés oxidativo y el empeoramiento y la progresion de EHGNA. En este
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contexto, se estdn llevando a cabo estudios del posible rol terapéutico de los BAs en el
control de EHGNA (13).

Prevencion del estrés celular: como ya hemos comentado, los trastornos crénicos del
metabolismo lipidico que caracterizan a la progresién de EHGNA presentan una
asociaciodn clara con las alteraciones del balance oxidativo celular, y la pérdida de esta
estabilidad provoca lipotoxicidad celular, peroxidacion lipidica, estrés del reticulo
endoplasmatico y disfuncién mitocondrial (13). Para abordar este proceso, se emplea el
tratamiento con agentes antioxidantes. Se tiene evidencia de que la vitamina E, que
cuenta con los efectos antioxidantes del a-tocoferol, inhibe la expresion de factor de
crecimiento transformador beta (TGF-B) en el higado de pacientes con EHGNA,
reduciendo asi la esteatosis, inflamacion y fibrosis. A parte de la vitamina E, otros
antioxidantes, como el carotenoide betacriptoxantina, la melatonina o la curcumina;
estan siendo estudiados como posibles terapias para EHGNA (13)

Abordaje de la muerte celular hepatica: se ha observado la asociacion directa de
EHGNA con multiples tipos de muerte celular, como por ejemplo la apoptosis,
necroptosis o ferroptosis (13). Un estudio multiomico identific6 la apoptosis
hepatocitica como un evento de sefializacidn precoz clave en la EHNA inducida por una
dieta de alto contenido graso en modelos con animales (18).

En este contexto, se ha observado una reduccién de la inflamacién y de la apoptosis
fibrotica empleando agentes antiapoptéticos como el emricasan, un inhibidor de la pan-
caspasa. Selonsertib, un inhibidor de ASK1 (apoptosis signal-regulated kinase 1), ha
demostrado en modelos preclinicos que previene la apoptosis hepatocitica y puede
revertir la fibrosis y la inflamacion hepaticas (13). Para el abordaje de la necroptosis, se
estan llevando a cabo estudios de la inhibicién de la quinasa de linaje mezclado (MLKL),
el receptor de interaccion de la proteina 3 (RIP3) o el receptor de interaccion de la
proteina 1 (RIP1), y todos mostraron una mejoria de EHNA en los modelos animales (13).
También se ha observado relacién de la patogenia de EHGNA con la hipoferritinemia,
mostrando con una correlacién positiva con el desarrollo de una fibrosis mas avanzada
con respecto a los pacientes con niveles normales de ferritina. Esto podria estar
relacionado con la ferroptosis, un tipo de muerte celular programada hierro-
dependiente caracterizada por la acumulacién de ROS y peréxido. En este campo se
estan estudiando diversas vias metabdlicas para frenar el avance de la fibrosis (13).

Terapia antiinflamatoria: como hemos comentado anteriormente, la inflamacion juega
un papel clave en la aparicién, desarrollo y evolucién de EHGNA. La apoptosis y la
muerte celular, junto con la extensa liberacion de mediadores inflamatorios,
promueven la patogénesis de EHGNA. En este contexto se estan estudiando diversas
vias que podrian ser abordadas para frenar la progresién de la enfermedad como el
tratamiento con antagonistas de los receptores de las quimiocinas, o con
inmunomoduladores antiinflamatorios como la diacereina (13).

Fibrosis: la fibrosis hepatica esta causada principalmente por el depédsito de coldgeno
tipo | en la matriz extracelular, que afecta a la correcta fisiologia del higado, y las células
estrelladas son su principal fuente. Se estan estudiando diversos posibles abordajes,
como la reduccién del nimero de células estrelladas promoviendo su apoptosis de
forma farmacoldgica, empleando inhibidores del TGF-B, o aplicando tratamientos que
controlan o revierten directamente la fibrosis hepdtica, como galectin-3 o simtuzumab
(23).
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Por otro lado, el uso de prebidticos y probidticos para la flora intestinal ha demostrado una
contribucidn positiva a la pérdida de peso. Diversos estudios con lactobacillus rhamnose en
EHGNA han puesto en evidencia que puede modular la flora intestinal, revertir la barrera
intestinal, reducir la hepatitis, mejorar el metabolismo lipidico, y provocar un decrecimiento
progresivo en el peso y la fibrosis hepatica (23). Incluso el uso de probidticos podria estar
relacionado con una reduccion de la concentracion de triglicéridos intrahepaticos (13).
Loguercio et al. observé que la administracion de probidticos reduce el dafio hepatico en
pacientes con EHGNA, y Duseja et al. obtuvo resultados en los que se observaba una reduccién
significativa de la degeneracidn balonizante y fibrosis en las muestras de biopsia hepatica de
pacientes con EHGNA tratados con probiéticos multicepa durante 1 afio (15).

Ademas, se ha postulado que la suplementacién con vitamina D podria ser beneficiosa teniendo
un efecto antifibrdtico. Se ha observado en estudios con modelos animales que la vitamina D
mejora los mecanismos intracelulares de la accién de la insulina, facilitando la captacién
muscular de glucosa y promoviendo la expresion del transportador GLUT4 en los adipocitos.
Adicionalmente, a nivel hepatico, la vitamina D inhibe la proliferacidn de células estrelladas y la
expresion de mediadores profibréticos (9).

No obstante, por el momento, no disponemos de ningtlin tratamiento especifico aprobado. Por
ello, dada la extrema complejidad de la patofisiologia de EHGNA, el abordaje mas efectivo es
aquel que incluya diversos objetivos y dianas farmacoldgicas para mejorar la efectividad del
tratamiento farmacoldgico (13). Se ha postulado que un tratamiento efectivo de EHGNA
requiere ser dirigido con precisién, basado en el fenotipo del paciente y del contexto genético
(22).

- Abordaje quirurgico:

La cirugia bariatrica ha demostrado ser una posible solucidon a la obesidad moérbida pero
también para la EHGNA. Recientes revisiones sistematicas sobre esta intervencién han
documentado una completa resolucién de EHGNA en pacientes obesos mdrbidos intervenidos
(4). Datos clinicos de pacientes con obesidad y esteatosis hepatica muestran que tras 1 afio de
la intervencién se produjo mejoria en el SM y la esteatosis hepatica (9), dado que esta
intervencién mejora el metabolismo lipidico y las vias inflamatorias, que estan asociadas con la
patofisiologia de EHGNA (21). Esta intervencidn quirdrgica supone una pérdida de peso de
alrededor del 10%, hecho que, como ya hemos comentado, esta asociado con la resolucion de
EHNA y una mejora del estado de fibrosis hepatica (4).

Por tanto, la cirugia bariatrica puede ser una alternativa viable para aquellos pacientes con
obesidad mérbida, aunque no deberia ser la primera opcién terapéutica ofrecida, las medidas
higiénico-dietéticas deben ser el primer paso (5). Incluso, la cirugia bariatrica debe ser
considerada solo en aquellos individuos con obesidad mdrbida candidatos a dicha intervencién
(12).

9. PREVENCION DE LA ENFERMEDAD.

La compleja naturaleza fisiopatoldogica de EHGNA implica una gran dificultad a la hora de
desarrollar estrategias de prevencién de la propia enfermedad. Como hemos comentado
anteriormente, las técnicas de screening no estdn completamente caracterizadas vy
determinadas. Dicho esto, es importante que se desarrollen campanas de concienciacién sobre
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la enfermedad y los alimentos y habitos a los que se encuentra asociada, para frenar la
progresion de esta patologia en auge (21).

10. PRONOSTICO.

La EHGNA esta asociada con una alta mortalidad multicausal y cardiovascular. Existe evidencia
de que alrededor de un 33% de los pacientes que sufren EHGNA murieron o se sometieron a
trasplante hepatico tras un seguimiento de 12 afios. Ademas, la presencia de DM2 o un estado
avanzado de fibrosis afiade riesgo de muerte cardiovascular (9), siendo el riesgo de muerte de
los pacientes con estadio F4 de 104.9 mientras que aquellos con estadio FO presentan un ratio
de 1.9 (12). La mortalidad especifica hepatica entre los pacientes con EHGNA se calcula en una
cifra de 0.77 por 1000 personas-afio, y entre los pacientes con EHNA de 11.77 personas-afio
(12).

11. MOLECULA SFRP5.

La molécula secreted frizzled-related protein (SFRP)5 pertenece a la familia SFRP (3), es una
proteina secretada por los adipocitos (31), y contiene un dominio rico en cisteina homélogo al
sitio de unién de la via de sefializacién Wnt (3). Se trata de una adipoquina antiinflamatoria que
antagoniza la via de sefalizacion Wnt5a (32). Se ha observado asociacidon entre SFRP5 e
inflamacidn y Rl en modelos animales con obesidad y DM2. Ademas, |la expresidn de SFRP5 estd
regulada a la baja en estos modelos animales (32), por lo que se ha identificado como una
adipoquina con propiedades antiinflamatorias y de sensibilizacién a la insulina, siendo secretada
por adipocitos sanos (26). SFRP5 neutraliza la activacion no candnica de cinasas c-Jun N-terminal
(INK)1 en la via Wnt5a en macrdéfagos y adipocitos, via mecanismos paracrinos y autocrinos (31).

SFRP son un grupo de proteinas solubles con aproximadamente 300 aminodcidos consistiendo
en un dominio N-terminal rico en cistina, que es altamente homélogo con el receptor de Wnt.
Concretamente, SFRP5 se une a Wnt5a extracelularmente e inhibe su interaccidn con el receptor
Frz, mitigando la accién inflamatoria causada por Wnt5a (26). Estudios recientes han
descubierto que SFRP5 puede inhibir la union de Wnt5A a su receptor, resultando en la
inhibicidn de la via Wnt que inhibe la activacién de los macréfagos en la grasa, mucosa gdstrica
y otros tejidos (3). Ademds, se tiene evidencia de que Wnt5a puede inhibir la adipogénesis,
mientras que SFRP5 la promueve y actia como un marcador de adipocitos maduros (26). La
expresion aumentada de Wnt5a a causa de la obesidad, sumada al descenso de la expresién de
SFRP5 por este mismo motivo, parece conducir a un estado aumentado de sefializacion
inflamatoria y de RI (33).

La via de seializacion Wnt5a actia como una adipoquina proinflamatoria y esta expresada en
el tejido adiposo, en los macrofagos y en los monocitos CD14+ (26). La familia Wnt consta de
glucopéptidos secretados que pueden actuar de una forma autocrina o paracrina, y esta
préximamente asociado con el proceso de proliferaciéon y diferenciacion celular (34). La
sefializacién Wnt consta principalmente de dos vias: la candnica o B-catenina dependiente y la
no canodnica o B-catenina independiente. La via de sefalizacidn candnica estabiliza la proteina
citoplasmatica B-catenina, derivando en una transcripcién aumentada de determinados genes,
e inhibe la transcripcién del factor PPARy, que es responsable de la diferenciacién de las células
progenitoras en adipocitos maduros. En consecuencia, la funcién de almacenamiento de los
adipocitos maduros es limitada, y los lipidos son desviados al higado y los musculos, causando
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las complicaciones metabdlicas de la obesidad. Por otro lado, la via no candnica estd
principalmente relacionada con la Rl y la inflamacién endotelial (26).

En conclusidn, se piensa que SFRP5 es una adipoquina que podria jugar un papel protector
frente a la Rl y DM2 relacionadas con la obesidad al unirse con Wnt5A y mejorar la sensibilidad
a lainsulina (26). Anexo 9: Seiializacién Wnt5a y la molécula SFRP5 en el tejido adiposo.

12. SFRP5 Y LA EHGNA.

Varias adipoquinas, entre las que se incluyen la leptina, la adiponectina, TNF-alfa y la resistina,
presentan relacion con la patologia hepatica. Considerando esta diafonia entre las adipoquinas
y el higado, se ha hipotetizado una relacién entre SFRP5/Wnt5A y la enfermedad hepatica (26).
Se ha demostrado que SFRP5 se une y antagoniza a la sefalizacion de Wnt5a, que Wnt5a se
encuentra elevada con la obesidad, y que una sefializacién elevada de Wnt inhibe la expresién
del mRNA de SFRP5 (35,36).

PPARYy, es un factor de transcripcion del ligando activado que pertenece a una subfamilia de
receptores nucleares implicados en la regulacion del metabolismo, la homeostasis de la glucosa,
la inflamacidn y el crecimiento celular (36). Se ha observado, en modelos animales con EHNA,
gue la activacién de PPARy regula la polarizacion de los macréfagos al subtipo M2, previniendo
el desarrollo de EHNA (36).

Sin embargo, el papel de SFRP5 y su via de sefializacidn en la progresién de EHNA se ha estudiado
escasamente. Recientemente, Bertran et al. han estudiado la expresién hepatica y los niveles
circulantes de SFRP5 en pacientes con EHGNA. Estos autores han descrito que los niveles
circulantes de SFRP5 dependen de la dieta, y que el SFRP5 hepdtico parece tener un papel
protector en las primeras etapas de EHGNA tratando de inhibir la via Wnt no candnica. Sin
embargo, en etapas avanzadas de la enfermedad, SFRP5 podria desregularse, mientras Wnt5A
y JNK se activan promoviendo dafio hepatico (37). Otro estudio demostré que SFRP5 estaba
altamente elevado en los hepatocitos, y que el nivel de expresién de SFRP5 en las células
hepaticas en EHGNA estaba anormalmente disminuido con respecto a los pacientes con EHNA y
sin patologia, sugiriendo que la activacidon anormal de las células de Kupffer podria deberse a
una secrecién disminuida de SFRP5 en las células hepaticas. Se ha sugerido que PPARy y SFRP5
pueden participar en la transformacion de EHGNA a EHNA mediando la activacion de las células
de Kupffer (3).

La SFRP5 es una citocina antiinflamatoria producida y secretada por los adipocitos del tejido
adiposo (38,39). Teniendo en cuenta la interrelacion de las adipoquinas entre el tejido adiposo
y el higado (40), algunos autores han relacionado las funciones de SFRP5 con EHGNA (26,41).
Esta adipocina actua inhibiendo la activacién de la via Wnt. Por un lado, la sefializacion de Wnt
suprime la adipogénesis durante varias etapas de la diferenciacién de los adipocitos (42). Por
otro lado, en los adipocitos maduros, la via Wnt desencadena resultados proinflamatorios,
proliferativos (41,43) y lipogénicos (44). Estos estimulos en el tejido adiposo dan como resultado
la liberacién de factores proinflamatorios y AGs libres que podrian contribuir a la aparicién y
progresion de EHGNA (45). Se piensa que Wnt5a podria actuar como una importante molécula
proinflamatoria en la inflamacién de bajo grado en el tejido adiposo de humanos obesos (34).

Sin embargo, aun se desconoce el mecanismo molecular por el cual se produce esta posible

interaccion, y se han reportado resultados contradictorios con respecto a la funcién del SFRP5
en el tejido adiposo (46).
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HIPOTESIS

Dado que se conoce que:

- SFRP5 es una adipoquina antiinflamatoria que antagoniza la via de sefalizacion
Wnt5a y es secretada por los adipocitos,

- SFRP5 parece jugar un papel protector frente a la Rl y DM2 relacionadas con la
obesidad al unirse con Wnt5A,

- el desarrollo de EHGNA guarda relacioén con la liberacion de adipoquinas del tejido
adiposo,

- el SFRP5 hepatico parece tener un papel protector en las primeras etapas de EHGNA
tratando de inhibir la via Wnt no candnica, y en etapas avanzadas de la enfermedad
SFRP5 parece estar desregulado, mientras Wnt5A y JNK se activarian promoviendo
dafo hepatico.

Hipotetizamos que:
Los pacientes con EHGNA tienen una expresion de SFRP5 en tejido adiposo subcutaneo y

visceral desregulada en relacion con la expresidn que presentan las personas con histologia
hepatica normal.

OBIJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL:

Evaluar el papel de la via SFRP5/WNT5A/PPARy en tejido adiposo subcutdneo y visceral y su
vinculo con la patogénesis de EHGNA en una cohorte de mujeres con normo peso y obesidad
morbida.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Comparar la expresion génica de SFRP5/WNT5A/PPARy en tejido adiposo visceral y
subcutdneo de personas con normo peso y obesidad mérbida.

2. Comparar la expresion génica de SFRP5/WNT5A/PPARy en tejido adiposo visceral y
subcutdneo de pacientes obesos modrbidos con histologia hepatica normal versus
EHGNA.

3. Comparar la expresion génica de SFRP5/WNT5A/PPARy en tejido adiposo visceral y
subcutdneo de pacientes obesos mérbidos con higado normal, esteatosis simple o

esteatohepatitis no alcohdlica.

4. Correlacionar los resultados de expresidén génica de SFRP5/WNT5A/PPARYy en tejidos
adiposos con parametros del sindrome metabdlico.
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MATERIALES Y METODOS

1. SUIJETOS.

El Comité ético de investigaciéon con medicamentos del Institut Investigacié Sanitaria Pere Virgili
(ISPV) aprobé este estudio (CEIm; 23c/2015). La cohorte estudiada estd compuesta por 60
mujeres caucdsicas con obesidad modrbida (OM) (IMC > 40 kg/m?), y el grupo control por 15
mujeres caucasicas normo peso (PN) (IMC 19-25 kg/m?); todas ellas firmaron el consentimiento
informado. Las biopsias de higado, tejido adiposo subcutaneo (SAT) y tejido adiposo visceral
(VAT) de las pacientes con OM se obtuvieron durante la intervencién de cirugia bariatrica
programada, mientras que las biopsias de SAT y VAT del grupo de pacientes PN fueron obtenidas
durante otras intervenciones quirdrgicas programadas (como por ejemplo colecistectomia
electiva). Las biopsias hepaticas estaban indicadas solamente cuando el diagndstico clinico era
necesario. Las pacientes que se sometieron a cirugia bariatrica (sujetos con OM) siguieron una
dieta muy baja en calorias las 3 semanas previas a la intervencion, mientras que la cohorte NP
no se sometiod a ninguna dieta especial previa a la intervencidn quirurgica.

Los criterios de exclusidn en el estudio eran mujeres que: 1- tuvieran un consumo de alcohol
superior a 10g/dia u otras toxinas; 2- tuvieran enfermedad hepatica aguda o crénica de otras
etiologias, enfermedad inflamatoria, infecciosa o neopldsica; 3- tuvieran la menopausia o se
encontrasen en tratamiento con anticonceptivos; y 4- que hubiesen tomado tratamiento
antibidtico las 4 semanas previas a la intervencion.

En este estudio se incluyeron solo a mujeres para evaluar una cohorte homogénea y de este
modo evitar la interferencia de factores de confusién como el género, ya que existe evidencia
de que los hombres y las mujeres difieren sustancialmente en cuanto a la composicidn corporal,
desequilibrio energético y hormonas. Ademas, diversos estudios han mostrado diferencias
especificas, segun el género, en cuanto al metabolismo lipidico y de la glucosa (47,48) y en el
perfil de las adipocinas (49).

2. EVALUACION HISTOLOGICA HEPATICA.

Las mujeres con OM, de las cuales se obtuvo biopsia hepatica, se clasificaron por un patdlogo
experimentado de acuerdo con la clasificacion histopatoldgica siguiendo los criterios de Brunt,
descritos previamente (50,51), en pacientes con higado normal (HN) (n=20) o EHGNA (n=40);
ademads, la cohorte con EHGNA se subclasific6 en esteatosis simple (ES) (esteatosis
micro/macrovesicular sin inflamacién o fibrosis, n=21) o EHNA (grados de Brunt 1-2, n=19). Se
debe tener en cuenta que ninguna de las pacientes con EHNA en nuestra cohorte presentaba
fibrosis.

3. TAMANO DE LA MUESTRA

Este estudio estd principalmente centrado en definir la especificidad del rol de SFRP5 en EHGNA.
En este sentido, el tamafio de la muestra se calculd utilizando el enfoque ARCSINUS, con un
riesgo de error a de 0.05 y un riesgo de error  de 0.01 en un contraste bilateral. Por eso, un
minimo de 15 sujetos era necesario para el primer grupo (NP) y 45 en el segundo (OM) para
detectar las diferencias entre ellos con significacién estadistica.
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4. ANALISIS BIOQUIMICO

Todas las participantes se sometieron a evaluaciones fisicas, antropométricas y bioguimicas. Las
analiticas de sangre fueron extraidas por un equipo de enfermeria especializado a través del
sistema BD Vacutainer ®, tras el ayuno de la noche previa a la cirugia. Las muestras de sangre
venosa se obtuvieron empleando tubos vacios y recubiertos de dcido etilendiaminotetraacético,
que fueron, respectivamente, separados en alicuotas de serum y plasma por centrifugacion
(3500 rpm, 42C, 15 min) (Fisher Scientific SL, Madrid, Spain). Los parametros bioquimicos fueron
analizados empleando un analizador convencional automatizado. La Rl fue estimada empleando
HOMAI1-IR.

5. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

Las biopsias de SAT, VAT y tejido hepatico fueron recogidas en tubos con RNAlater (Qiagen,
Hilden, Germany) durante la intervencidn quirdrgica, y fueron conservados a 42C y, después,
procesados y almacenados a -802C. El mini kit RNAeasy (Qiagen, Barcelona, Espaiia) fue utilizado
para extraer el ARN total de los tejidos SAT y VAT. La retro transcripciéon a cDNA se llevd a cabo
con el kit High-Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Madrid, Espana). La PCR cuantitativa
en tiempo real se realizé con el TagMan Assay predisefiado por Applied Biosystems para la
deteccion de SFRP5 (Hs00169366_m1), WNT5A (Hs00998537_m1), PPARy (Hs01115513 m1)en
muestras de tejido adiposo. La expresion de cada gen era primero normalizada con la expresién
de la deshidrogenasa gliceraldehido-3-fosfatasa (GAPDH, Hs02786624 gl1), y después
estandarizada con el grupo control. Todas las reacciones se realizaron por duplicado en placas
de 96 pocillos utilizando el QuantStudio™ 7 Pro Real-Time PCR System (Applied Biosystem,
Madrid, Espafia).

6. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd para el analisis de los datos el pack estadistico SPSS/PC+ para Windows 8 (version 27.0;
SPSS, Chicago, IL, USA). La prueba Kolmogorov-Smirnov fue empleada para conocer la
distribucidon de las variables. Las variables se presentan como la mediana y el percentil 25-75 o
la media y el error estdndar de la media cuando se analizan expresiones relativas de genes. Los
diferentes analisis comparativos entre grupos se llevaron a cabo utilizando la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney. La fuerza de asociacidn entre las variables se calculé utilizando
la prueba de correlacién o de Spearman. Los valores de p < 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos. Las graficas se crearon utilizando GraphPad Prism (version 7.04;
San Diego, CA, USA).
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RESULTADOS

1. Caracteristicas basicas de los pacientes:

Las caracteristicas antropométricas y bioquimicas de la cohorte estudiada se muestran en la
Tabla 1 (Anexo 10). Las pacientes fueron primero clasificadas entre PN (n=15) y OM (n=60) de
acuerpo con su indice de masa corporal (IMC). Los grupos eran comparables en términos de
presién arterial sistélica (PAS), presion arterial diastdlica (PAD) y colesterol de lipoproteinas de
baja densidad (LDL-C). Después, el grupo de OM fue subclasificado de acuerdo con su histologia
hepatica en HN (n=20), esteatosis simple (ES) (n=21) y esteatohepatitis no alcohédlica (EHNA)
(n=19), grupos que eran comparables en términos de peso, IMC, PAS, PAD, insulina,
hemoglobina glicosiladas (HbA1lc), triglicéridos (TG), colesterol, colesterol de lipoproteinas de
alta densidad (HDL-C), LDL-C, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa
(AST).

El analisis de las medidas antropométricas y bioquimicas mostré que las participantes con PN
presentaron menor peso, IMC, HbAlc y TG que las pacientes con OM; incluso, los valores de
glucosa, insulina, el método de evaluacion del modelo homeostatico-resistencia a la insulina
(HOMAZ1-IR), AST y ALT fueron menores que en los grupos de ES y EHNA; ademas, los niveles de
gamma-glutamiltransferasa (GGT) se vieron disminuidos en relacién con las mujeres con EHNA.
Por otro lado, la cohorte PN presentd mayores de niveles de HDL-C en comparacidn con el grupo
de OM y mostroé niveles superiores de colesterol con respecto a las pacientes con ES. En cuanto
a las pacientes con OM, se ha observado que la cohorte de HN presentd niveles menores de
fosfatasa alcalina (ALP) con respecto a las pacientes con ES, niveles disminuidos de GGT en
comparacion con el grupo de EHNA, y niveles mds bajos de glucosa que en las pacientes con ES
y EHNA. El grupo con ES presentd niveles superiores de ALP en comparacidn con la cohorte de
EHNA.

2. Evaluacion de la abundancia relativa de mRNA de SFRP5, WNT5A y PPARy en SAT y VAT:

En primer lugar, comparamos la expresion de mRNA de SFRP5, WNT5A y PPARy entre SATy VAT.
Como se puede observar en la Figura 1 (Anexo 11), la expresién del mRNA de SFRP5y de WNT5A
en VAT eran notablemente superiores que en SAT, mientras que no se observaron diferencias
significativas en la expresidn del mRNA de PPARY cuando ambos tejidos fueron comparados. Se
debe tener en cuenta que la expresiéon del mMRNA de SFRP5 era detectable en el 85.5% de las
muestras de SAT y el 97.2% de las muestras de VAT, WNT5A fue detectado en el 87.0% de las
muestras de SAT y en el 100% de VAT, y PPARy fue detectado en el 100% de las muestras de SAT
y VAT.

3. Evaluacion de la abundancia relativa de mRNA de SFRP5, WNT5A y PPARY en relacion con
el IMC:
Para poder evaluar el rol de SFRP5, WNT5A y PPARy en SAT y VAT, hemos estudiado la expresidn

relativa de mRNA de estos genes, primero en una cohorte clasificada de acuerdo con el IMC en
PNy OM.
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El andlisis del mRNA de SFRP5 de acuerdo con el IMC mostré diferencias no significativas entre
los grupos PN y OM en SAT (Figura 2A), pero se encontré un aumento significativo de la
expresion del mMRNA de SFPRS5 en las pacientes con OM en comparacidn con el grupo PN en SAT,
como se puede ver representado en la grafica en la Figura 2C, pero no se observaron diferencias
significativas entre los grupos de VAT (Figura 2D). En cuanto a la expresién del mRNA de PPARy,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos analizados (Figura
2 E, F). Anexo 12.

4. Evaluacién de la abundancia relativa de mRNA de SFRP5, WNT5A y PPARYy en funcion de
la presencia de EGHNA:

Para comprobar si habia diferencias significativas en la expresién de mRNA de SFRP5, WNT5A y
PPARYy en el tejido adiposo (SAT y VAT) de acuerdo con la presencia de EHGNA, en primer lugar,
clasificamos la cohorte de OM (la Unica con biopsia hepatica diagndstica) en HN y EHGNA. En
cuanto a SFRP5, observamos una mayor expresion relativa de mRNA en pacientes con EHGNA
con respecto a HN en SAT (Figura 3A) y en VAT (Figura 3B). Por otro lado, no observamos
diferencias entre las cohortes en SAT o VAT en el andlisis de WNT5A (Figura 3 C, D) y PPARy
(Figura 3 E, F). Anexo 13.

5. Evaluacion de la abundancia relativa de mRNA de SFRP5, WNT5A y PPARY de acuerdo con
la clasificacion por grados de EGHNA:

Para lograr el principal objetivo del estudio, evaluamos la expresion de mRNA de SFRP5, WNT5A
y PPARYy en tejido adiposo (SAT y VAT) clasificando la cohorte en los diferentes grados de EHGNA.
Centrandonos en SAT, nuestros resultados mostraron un aumento de la expresion de mRNA de
SFRP5 en EHNA comparado con HN (Figura 4 A, B; esta ultima desglosando el estadio de SS en
leve y moderado/grave (mod/sev)). Ademas, observamos que SFRP5 en SAT estaba aumentado
en aquellas pacientes que presentaban ballooning (p=0.046), una de las principales
caracteristicas de EHNA, en comparacidon con aquellas pacientes que carecian de esta
caracteristica. En cuanto a la expresion de WNT5A en SAT, encontramos una mayor expresion
en ES en comparacion con el grupo HN (Figura 4C); mientras que, cuando separamos el grupo
ES en leve y mod/sev, no encontramos diferencias entre los diferentes grupos (Figura 4D). No
obstante, no se observaron diferencias en la expresion de PPARY, como se muestra en la Figura
4 E, F. Anexo 14.

Cuando analizamos la expresidn génica en VAT, encontramos una mayor expresion de SFRP5
en pacientes con ES y EHNA, con respecto a aquellas con HN (Figura5A); pero, cuando
desglosamos el grupo ES, la expresion aumentada de SFRP5 se observé en el estadio leve de ES
y EHNA en comparacidn con el grupo HN (Figura 5B). En referencia a la expresién de mRNA de
WNT5A, cuando clasificamos a las pacientes en HN, ES y EHNA, no se observaron diferencias
relevantes (Figura 5C); dicho esto, cuando se subdivide el grupo de ES, observamos un aumento
significativo de la expresion de este gen en el estadio leve de ES en comparacidn con el resto
de los grupos, como se puede observar en la Figura 5D. Con respecto a PPARy, no observamos
diferencias significativas, como podemos ver representado en la Figura 5 E, F. Anexo 15.

Puesto que observamos un pico en la expresion de SFRP5 y WNT5A en el estadio leve de ES en
las muestras de VAT, decidimos estudiar la relacidn de estos genes centrandonos en los grados
de esteatosis, independientemente de la presencia de inflamacién o ballooning, en la cohorte
analizada. Por lo tanto, encontramos una expresion significativamente mayor de SFRP5 en la
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esteatosis leve comparada con aquellas pacientes sin esteatosis (p=0.001) o grados mod/sev
8p=0.032); ademas, el grupo mod/sev presentaba una expresién aumentada en comparacion
con la cohorte que carecia de esteatosis (p=0.014). En cuanto a la expresion de WNT5A, era
mayor en el grupo de esteatosis leve que en el grupo de pacientes con esteatosis mod/sev
(p=0.025).

6. Evaluacion de la abundancia relativa de mRNA de SFRP5, WNT5A y PPARY de acuerdo con
los parametros de Sindrome Metabdlico:

También quisimos evaluar la expresiéon del mRNA de SFRP5, WNT5A y PPARY basdndonos en la
presencia de sindrome metabdlico (SM) y sus principales caracteristicas de acuerdo con la
clasificacion de Alberti et al. (52). Asi, encontramos una expresion disminuida de WNT5A en las
muestras de VAT (p=0.034) y de PPARy en las muestras de SAT (p=0.035) en pacientes que
presentaban SM. En cuanto a la DM2, solo encontramos niveles inferiores de la abundancia
relativa de mRNA de WNT5A en las muestras de SAT (p=0.030) del grupo diabético. Ademas,
observamos una disminucion en la expresidon de PPARy en las muestras de SAT (p=0.020) de
pacientes que presentaban dislipemia. Sin embargo, no encontramos diferencias significativas
entre estos genes en relacion con la hipertensién. Centrandonos en SFRP5, no encontramos
asociaciones significativas con estos trastornos.

DISCUSION

En este trabajo se ha hipotetizado que la via de sefializacién de la proteina SFRP5, que parece
presentar un rol protector y antiinflamatorio frente al desarrollo de trastornos metabdlicos,
puede estar implicada en la patogenia de la EHGNA a nivel del tejido adiposo. Es importante
tener en cuenta que el tejido adiposo tiene otras multiples funciones y no solo actia como
almacén de grasa, como por ejemplo la de érgano endocrino, funcién que lleva a cabo a través
de la secrecion de citoquinas. En este sentido, en el presente estudio nos centramos en la via de
sefializacién de SFRP5 y su posible implicacién en la patogenia de la EHGNA a través del eje
higado-tejido adiposo en mujeres con diferentes grados de EHGNA asociada a la obesidad.

El objetivo era evaluar la expresién de ARNm de SFRP5, WNT5A y PPARy en el SAT y en el VAT
con relacién a la presencia de obesidad primero y, posteriormente, con relacién a la presencia
de EHGNA, para asi intentar alcanzar una mejor comprension del papel de esta via en la
disfuncidn metabdlica causada por la disfuncidn del tejido adiposo en pacientes con obesidad y
EHGNA.

Ala hora de analizar los resultados, en primer lugar, comparamos resultados de expresidn entre
VAT y SAT. Observamos una expresion de ARNm de SFRP5 considerablemente elevada en el
VAT, comparandolo con el SAT, del grupo de sujetos estudiadas. Este resultado concuerda con
estudios previos que proponen que la proteina SFRP5 es sintetizada y secretada principalmente
en el VAT (44,53). En cuanto a la expresion de ARNm de WNT5A, observamos una mayor
abundancia en el VAT con respecto al SAT de toda la cohorte, resultado que sigue la misma
linea que otros previamente publicados (54,55). A este respecto, podemos postular que SFRP5
y WNT5A parecen presentar papeles relevantes, actuando a nivel del VAT, en la patogénesis
de EHGNA, debido a la implicacidn directa de este tejido en la entrega de AGLs y adipoquinas al
higado a través de la circulacién portal (56). Por el contrario, pese a la implicacion de PPAR en
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diversas funciones del tejido adiposo (57), sus niveles de expresion entre los tejidos fueron
diferentes y carecian de significancia estadistica.

Otro factor que analizamos era la abundancia de ARNm de SFRP5, WNT5A y PPARYy, y su relacién
con la obesidad. En este caso, encontramos elevada la expresion de SFRP5 en el VAT del grupo
con OM al compararla con el grupo control. Los resultados obtenidos muestran coherencia con
articulos publicados previamente, que postulaban un aumento de la expresién de SFRP5 en el
tejido adiposo de modelos animales con obesidad, induciendo de este modo la adipogénesis
(46,58-60). Al comparar nuestros resultados con otros estudios, observamos diferencias como
gue la expresién de SFRP5 en el tejido adiposo se veia reducida en respuesta a la disfuncién
metabdlica severa causada por la obesidad (53). Este estudio publicado por Ouchi et al. se llevo
a cabo en modelos animales, hecho que podria explicar estas controversias, dada la variabilidad
en el modelo de estudio y los sujetos utilizados. También podrian explicarse por la dieta que fue
seguida por nuestras pacientes con OM las tres semanas previas a la cirugia bariatrica, una dieta
altamente baja en calorias, que no fue seguida por el grupo control con PN. Este régimen
dietético tan estricto fue pautado con el objetivo de reducir el IMC inicial de las pacientes antes
de la cirugia. Siguiendo esta linea, Tan et al. y Schulte et al. informaron de un aumento de los
niveles séricos de SFRP5 en nifios y adultos, respectivamente, que habian seguido una dieta de
restriccion caldrica (34,61). Por ello, se propone esta adipoquina como un posible biomarcador
de los efectos antiinflamatorios de cambios en los habitos dietéticos (34). Incluso, los
resultados obtenidos por Bertran et al., en un estudio previo de caracteristicas similares, ya
informaban de unos niveles circulantes de SFRP5 aumentados en pacientes con OM, pacientes
gue fueron sometidas a la misma dieta hipocaldrica (37). Por el contrario, al evaluar los niveles
de WNT5A, sélo hemos observado una disminucion significativa en el SAT de pacientes con OM
al compararlas con el grupo control. Son unos resultados dificiles de explicar dado que no se
tiene constancia de estudios previos con diferencias significativas en cuanto a la expresién de
WNT5A en el SAT entre sujetos con obesidad y sin obesidad. Tan solo se tiene evidencia de unos
resultados publicados por Catalan et al. que mostraron reduccién de la expresién de los niveles
de ARNm de WNTS5A en el SAT de pacientes con obesidad en comparacién con sujetos delgados,
pero estos resultados no fueron estadisticamente significativos (33). Ademas, también se ha
postulado que la via WNT5A estd mas activada en el VAT que en el SAT de pacientes que
presentan obesidad (54,55), dato que concuerda con nuestros resultados iniciales sobre la
expresion de WNT5A en el VAT al compararlo con la del SAT. En este caso, Catalan et al.
observaron que la pérdida de peso podria suponer una reduccidn de los niveles circulantes de
WNT5A (33), esto es algo importante para tener en cuenta, dado que las pacientes de nuestro
estudio incluidas en la cohorte con OM llevaron a cabo una dieta muy hipocaldrica semanas
previas a la cirugia para inducir la pérdida de peso. Asimismo, se tiene evidencia de que una
dieta alta en grasas estimula la hipertrofia y proliferacion de los adipocitos en el SAT (62). A la
hora de analizar la expresion de PPARYy en el tejido adiposo, al igual que en el estudio de Torres
et al. (63), no encontramos diferencias significativas entre los grupos con OM y el grupo con
PN. Aunque PPARYy se considere el regulador principal de la adipogénesis (57), por el momento
no se tiene claro cudl es el mecanismo exacto que juega PPARy en el tejido adiposo al
desarrollarse la obesidad en humanos.

Después quisimos evaluar la expresiéon en tejido adiposo de SFRP5, WNT5A y PPARy en relaciéon
con la presencia de la EHGNA. En primer lugar, observamos una mayor expresién del ARNm de
SFRP5 en el grupo con EHGNA al compararlo con las pacientes con HN tanto en el SAT como en
el VAT. Para profundizar en estos hallazgos y obtener una mayor comprensién de estos
resultados, dividimos a las pacientes con EHGNA en funcion del grado de enfermedad hepatica.
Al llevar a cabo esta division, observamos una mayor expresién de la citoquina SFRP5 en las
muestras del SAT de las pacientes con EHNA en comparacion con las del grupo con HN; y en el
VAT, observamos un aumento de la expresion de SFRP5 en aquellas pacientes en estadios leves
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de ES y EHNA. En la valoracién de la expresion de WNT5A, no vimos diferencias significativas
en cuanto a su expresion de ARNm entre el grupo con HN y el grupo con EHGNA. Pero, si vimos
una mayor expresion de esta proteina en el SAT de las pacientes con ES, y un pico de expresion
de WNT5A en las pacientes con ES leve en las muestras del VAT. Ademas, observamos una
mayor expresion de esta proteina en las pacientes con ES en el SAT al compararlas con el grupo
de HN, y un pico de expresién de WNT5A en las pacientes con ES leve en las muestras de VAT
en comparacion con aquellas pacientes que presentaban HN, ES moderada o severa, e incluso
aquellas con EHNA. No tenemos constancia de ningun estudio que haya investigado la via
SFRP5/WNT5A en el tejido adiposo en relacidon con la EHGNA, y sus diferentes grados
histoldgicos, en pacientes humanos. Como se puede observar, nuestros resultados sugieren que
las pacientes con EHGNA presentan una expresion aumentada de SFRP5 en el tejido adiposo,
concretamente en pacientes con EHNA se observa en el SAT, y en el VAT de aquellas con ES
leve o EHNA. La literatura publicada sobre la SFRP5 la define como una adipoquina
antiinflamatoria que es producida y secretada por el tejido adiposo (32,38,39,64), por ello
planteamos la hipétesis de que el aumento en la abundancia del ARNm de SFRP5 a medida que
avanza la EHGNA puede deberse a un mecanismo protector llevado a cabo por esta molécula
con el objetivo de proteger el tejido adiposo frente a la acumulacion de lipidos, la inflamacién
y desequilibrio metabdlico. Ademds, Bertrdn et al. en estudios previos sugirieron un papel
protector de SFRP5 similar, en este caso en tejido hepatico (37). Teniendo en cuenta esto, se
propone que la expresion de SFRP5 en el tejido adiposo de los pacientes con EHGNA podria verse
aumentada por la estrecha relacién entre el tejido hepatico y el adiposo (65). Incluso, en base
a estudios previos que proponen que la obesidad podria inducir la expresién de SFRP5 en
ratones y humanos (66), planteamos la hipdtesis de que, en presencia de desequilibrio
metabdlico, EHGNA podria inducir el mismo efecto. Choudhary et al. observaron una correlacién
positiva entre el volumen del SAT y del tejido adiposo total, con el grado de esteatosis hepatica
y la gravedad de la enfermedad. Pero, en ese estudio, no se obtuvieron resultados que
correlacionasen ninguno de los 2 voliumenes con las principales caracteristicas de EHNA, la
balonizacion, la fibrosis hepatica o la inflamacién lobulillar (67). Por otro lado, no hemos
observado resultados que muestren diferencias significativas en la expresién de ARNm de
PPARy. Si nos centramos en el aumento de la expresion de WNT5A en el tejido adiposo, es
posible que se de este aumento en las primeras etapas de la esteatosis, ya que en sujetos con
OM, existe una sobreproliferacion del tejido adiposo mediada por WNT5A (68). Ademas, esta
excesiva proliferacion provoca a una saturacién de los depdsitos de grasa del tejido adiposo que
reducen su sensibilidad a la insulina (69,70). Al reducirse la sensibilidad a la insulina se crea una
resistencia a la insulina que tiene afectacién directa en el higado y puede provocar el desarrollo
de esteatosis hepatica (71). Teniendo en cuenta los hallazgos de nuestro estudio, y en base a
evidencias previas, sugerimos una posible desregulacion de las dos adipoquinas competidoras,
SFRP5 y WNT5A, en el tejido adiposo de pacientes con EHGNA, pacientes que ademas se
encuentran en un probable contexto de disfuncién metabdlica asociada a la obesidad (72,73),
teniendo en cuenta, ademas, el papel importante del eje tejido adiposo-higado en la progresién
de la enfermedad (74).

Tras evaluar la relacién de la obesidad y EHGNA en la expresidon de estas citoquinas, y en base a
los datos obtenidos que indicaban una fuerte relacidn entre estas y la evolucién de la disfuncidn
metabdlica, quisimos valorar la relacion entre la expresién de SFRP5, WNT5A y PPARy en tejido
adiposo, en relacién con la presencia del sindrome metabdlico y de las patologias implicadas,
DM2, DLy HTA. Al evaluar la abundancia de ARNm de SFRP5 en los tejidos adiposos en funcién
de estas comorbilidades, no hemos encontrado variaciones significativas en nuestro andlisis. Por
otro lado, encontramos una menor expresion de WNT5A en el SAT de las pacientes diabéticas
y una menor expresion de WNT5A en el VAT de pacientes con SM. Aunque WNT5A tiene
funcién lipogénica, algunos autores han descrito que la inhibicidn de su via en el pancreas puede
provocar diabetes (69), dato que coincide con los resultados obtenidos en nuestro estudio. En
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cambio, se tiene evidencia de que la sefializacién no candnica de WNT5A presenta un papel
fundamental en la inflamacién del VAT inducida por la obesidad y la disfuncién metabdlica,
hecho que puede promover la aparicién de la resistencia a la insulina en condiciones de
sobrealimentacion (33,55,75). Esta diferencia en cuanto a los resultados puede ser a causa de la
dieta hipocaldrica seguida por las pacientes con OM de nuestro estudio antes de la cirugia, por
ello, pensamos que deberia ser estudiado mas adelante en sujetos expuestos a otras
condiciones. En cuanto a la expresion de PPARy, nosotros observamos que los niveles de ARNm
de PPARy eran menores en el SAT de las pacientes con SMy de aquéllas con DM2 al compararlo
con las del grupo control. Esto puede ser explicado por el hecho de que PPARy es una proteina
sensibilizante a la insulina implicada en la inhibicién de la lipogénesis (76,77). En resumen, las
diferencias significativas que hemos encontrado al llevar a cabo el andlisis en este estudio se
encontraban principalmente en el SAT, hecho que puede ser explicado debido a que este
depdsito de grasa actia como protector para los demds tejidos frente a la lipotoxicidad,
cumpliendo la funcién de "tampdn" frente a una elevada ingesta de lipidos a través de la dieta.

Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en nuestro estudio, podriamos
hipotetizar que tanto la SFRP5 y la WNT5A en el tejido adiposo podrian actuar como posibles
dianas terapéuticas para prevenir la lipogénesis, la inflamacién y el dafio hepatico (43), ya que
parece que su sintesis aumenta cuando comienza la EHGNA en sujetos obesos (34,61).

En este estudio, la cohorte de mujeres permitié obtener la relacién de la abundancia de la
expresion de mRNA de SFRP5, WNT5A y PPAR en el SAT y el VAT, con la obesidad y la EHGNA.
Pero estos resultados no pueden extrapolarse a otros grupos de obesidad, o a hombres.
Ademds, no tenemos la posibilidad de explicar si esta asociacion subyace a una relacién causal
o si se trata simplemente de un epifendmeno en el contexto de estos complejos mecanismos
patogénicos. Por lo tanto, otros estudios deben ser llevados a cabo para validar estos resultados.

CONCLUSIONES

Para concluir, en este estudio observamos una expresion elevada del ARNm de SFRP5 en tejido
adiposo en pacientes con EHGNA relacionada con obesidad. Los resultados que obtuvimos
sugieren que el aumento en la expresion de SFRP5 en el VAT puede estar inducida por la
obesidad. Ademads, en el SAT y en el VAT se relaciona con EHGNA vy tiene un potencial rol
protector frente a la desregulacion metabdlica. Por otro lado, pensamos que el aumento en la
expresion de WNTS5A en el SAT y VAT de las pacientes con ES puede promover el dafio hepatico.
Por lo tanto, hipotetizamos que la via SFRP5/WNT5A en el tejido adiposo podria jugar un papel
fundamental en la patogénesis de la EHGNA relacionada con la obesidad a través del eje tejido
adiposo-hepatico. Dicho esto, es necesario seguir investigando en este campo para obtener
resultados que permitan determinar el mecanismo molecular especifico por el que tanto SFRP5
y WNT5A en tejido adiposo presentan relacion con la patogénesis de EHGNA.
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ANEXOS

ANEXO 1:

ESPECTRO DE LA ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

i

ESTEATOHEPATITIS NO
ALCOHOLICA

U

ESTEATOSIS SIMPLE

HIGADO SANO

HEPATOCARCINOMA DISFUNCION
CELULAR HEPATICA

Figura 1: Espectro histolégico de la enfermedad del higado graso no alcohdlico.

En primer lugar, cabe recalcar que el higado sano no pertenece como tal al espectro histoldgico
de la EHGNA, pero aparece en la imagen para que se pueda apreciar de forma grafica el cambio
del aspecto macroscopico del higado conforme avanza la enfermedad. Por lo tanto, el primer
estadio de la enfermedad es la esteatosis simple, caracterizada por el excesivo acumulo de
lipidos en los hepatocitos. A continuacidn, es posible que la enfermedad continue su desarrollo
provocandose, de manera reversible, una inflamacién crénica e infiltracidn por neutréfilos, que,
sumada al acumulo de lipidos, caracterizara al estadio de esteatohepatitis no alcohdlica. Por
ultimo, tenemos la cirrosis hepdtica, Unico estadio irreversible, observamos un acumulo de
hepatocitos muertos y la aparicidn de lesiones fibrosas. Este estadio tiene una alta probabilidad
de evolucidén a disfuncidn hepatica y hepatocarcinoma celular.
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Figura 2: Proporcion de individuos con EHGNA estratificados por pais y estado de obesidad.
En a vemos la proporcién de individuos con EHGNA en funcién de si son delgados u obesos. En
b vemos la proporcion de EHGNA en individuos delgados. (10)

Link imagen: https://slideplayer.com/slide/14860109/

31


https://slideplayer.com/slide/14860109/

JAVIER DE LA GUARDIA FONTES

ANEXO 3:

Genetic
predisposition

Genetic
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Genetic
predisposition

Patient 1 Patient 2 Patient 3

Figura 3: Variabilidad interindividual de los factores conductores de EHGNA.

El fenotipo de EHGNA es muy complejo y esta dirigido por la dindmica interaccidn entre la
predisposicion genética, los factores ambientales y el sindrome metabdlico. En esta imagen se
muestran 3 pacientes tipo: el paciente 1 presenta una patologia dirigida principalmente por la
influencia de los factores ambientales, y menor influencia de la predisposicion genética, en el
paciente 2 el principal conductor de la enfermedad es el sindrome metabdlico, mientras que en
el paciente 3 el principal conductor es la predisposicidon genética, dejando en segundo plano a
los otros dos factores. La identificacidn del principal conductor de la enfermedad podria ayudar

a obtener un abordaje terapéutico personalizado. (22)
Link imagen: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0016508520301712
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ANEXO 4:
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Figura 4: Esquema de la patogénesis y de la diafonia entre 6rganos que se produce en EHGNA
y EHNA.

La sintesis y el consumo aumentados de lipidos en el higado excede la oxidacién y excrecién
lipidica, causando la acumulacion de lipidos y la lipotoxicidad, respuesta inflamatoria, muerte
celular y fibrosis. Ademas del higado, los drganos insulino-sensitivos, como el tejido adiposo o
muscular, producen adipoquinas y mioquinas, que promueven la inflamacion y el estrés
oxidativo en el higado. La microbiota intestinal regula la respuesta inflamatoria y la acumulacién
hepatica de lipidos a través del metabolismo de los PAMPs (patrones moleculares asociados a
patégenos), acidos biliares, etc. La respuesta inmune innata relacionada con EHGNA/EHNA
incluye la activaciéon de las células de Kupffer residentes y el reclutamiento de leucocitos al
higado. La inmunidad adaptativa mediada por linfocitos es un factor adicional a la hora de

promover la inflamacion hepatica. (13)
Link imagen: https://www.mdpi.com/ijms/ijms-17-02082/article_deploy/html/images/ijms-17-02082-g001.png
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ANEXO 5:
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VLDL

Figura 5: Relacion entre la inflamacidn del tejido adiposo causada por la obesidad y EHGNA.
En esta imagen se puede observar como la obesidad provoca cambios en la composiciéon de las
células inmunes del tejido adiposo, de esta forma alterando el consumo y almacenaje de la
energia. La obesidad desencadena la inflamacidon del tejido adiposo, y la muerte de los
adipocitos, hecho que agrava ain mas la obesidad. La inflamacién del tejido adiposo resulta en
la secrecién de factores proinflamatorios, las adipoquinas, que aumentan la generacion de AGLs
y la infiltracidon de macréfagos M1 en el higado, ademas de resistencia a la insulina. En conjunto
influencian a la progresidon de EHGNA, llevando a la aparicidn de esteatosis, inflamacion y fibrosis
hepatica, cirrosis, e incluso un elevado riesgo de carcinoma hepatocelular. La Rl debida a la
cirrosis puede exacerbar el estado inflamatorio del tejido adiposo reduciendo su capacidad de

almacenaje energético. (23)
Link imagen: https://www.researchgate.net/profile/Naim-
Alkhouri/publication/26735120/figure/fig1/AS:310037374357504@1450930078120/Potential-Mechanisms-of-Hepatic-Steatosis-

in-NAFLD.png
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ANEXO 6:
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Figura 6: Alteraciones genéticas en EHNA.

Las alteraciones/modificaciones genéticas asociadas con EHNA afectan a los genes GCKR,
TM6SF2, PNPLA3 y MBOAT?7. En esta imagen podemos observar la localizacion cromosomal de
dichos genes. (19)

Link imagen: https://www.researchgate.net/figure/Gene-alterations-in-NASH-Gene-alterations-modifications-associated-with-the-
pathogenesis figl 335040313
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ANEXO 7:
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Figura 7: Eje hepatico-intestinal en EHGNA/EHNA. Una dieta insalubre, como aquellas ricas en
grasas y azuUcares, induce cambios en el microbioma intestinal. Esto provoca alteraciones en
metabolitos, como un descenso en AG monoinsaturados y un aumento en lipopolisacaridos,
etanol, etc. La barrera intestinal dafiada permite una translocacién aumentada y mas facil de
estas sustancias dafiinas para el higado, acelerando la progresion de EHGNA/EHNA. (13)

Link imagen: https://images.vital.ly/editor/tr:w-800,c-at_max,dpr-2,g-100/hub/19-08/Gut-
liver%20axis/GLA%20Essentials%20Fig%203.jpg
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ANEXO 8:
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Figura 8: Principales manifestaciones extrahepaticas de EHGNA. En esta imagen podemos
observar los principales aparatos y sistemas que se pueden ver afectados en pacientes con

EHGNA. (11)
Link imagen: https://www.xiahepublishing.com/2310-8819/JCTH-2021-00178
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ANEXO 9:

Frizzled

Figura 9: Seializacién Wnt5a y la molécula SFRP5 en el tejido adiposo. SFRP5 es secretada por
los adipocitos y secuestra Wnt5a, previniendo la activacién de la via no candnica de Wnt. En
estado de obesidad, los adipocitos se hacen mas grandes y secretan mas Wnt5a y menos SFRP5.
Los macréfagos presentes en el tejido adiposo también responden a Wnt5a y producen

citoquinas proinflamatorias. Estos hechos resultan en la RI. (78)
Link imagen: https://www.semanticscholar.org/paper/The-Wnt-antagonist-and-secreted-frizzled-related-5%3A-Liu-
Chen/f8ca47c056752726d3c2262440a555500f1ee7cc
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Tabla 1. Variables antropométricas y bioquimicas de las mujeres en la cohorte estudiada.

PN (n = 15) OM (n = 60)
Variables HN (n = 20) ES (n=21) EHNA (n = 19)
Peso (kg) 57 (52-62) 119 (108-134) * 115 (111-129) * 110 (104-121) *
IMC (kg/m?) 22.47 (21.59-24.19) 43.62 (41.56-48.83) * 44.94 (42.07-46.85) * 44,54 (40.95-47.29) *
PAS (mmHg) 117 (110-125) 120 (100-132) 116 (108-127) 117 (105-132)
PAD (mmHg) 70 (66-75) 63 (58-71) 62 (59-73) 68 (60-78)
HOMA1-IR 1.30 (0.85-2.17) 2.07 (1.22-3.45) 2.44 (1.27-3.05) * 1.90 (1.45-6.16) *

Glucosa (mg/dL)
Insulina (mUl/L)
HbAlc (%)

TG (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)
HDL-C (mg/dL)
LDL-C (mg/dL)
AST (UI/L)

ALT (UI/L)

GGT (UI/L)

ALP (UI/L)

83.50 (64.75-94.25)
7.00 (4.90-9.62)
5.10 (4.70-5.40)

86.00 (57.25-110.25)
183.25 (163.53-209.50)
62.40 (48.45-73.00)
112.20 (89.90-130.00)

20.00 (16.00-26.00)

17.00 (12.50-25.00)

14.00 (10.00-31.00)

65.00 (51.50-88.00)

85.50 (77.50-92.75)
9.70 (5.59-16.21)
5.60 (5.30-5.75) *

106.00 (93.00-136.00) *
170.00 (150.15-214.50)
40.20 (31.50-48.50) *
108.80 (95.20-141.80)

19.50 (15.00-36.25)

21.00 (16.00-37.00)

17.00 (13.00-23.00)

57.50 (47.75-71.75)

93.00 (88.00-106.00) *$
9.80 (6.94-14.10) *
5.55 (5.30-5.85) *
117.50 (84.00-165.50) *
165.70 (132.75-189.50) *
43.50 (33.25-46.75) *
103.10 (70.20-124.85)
21.00 (17.00-31.00) *
29.50 (22.00-35.00) *
21.00 (16.25-32.75)
73.50 (62.00-86.00) $

99.00 (82.25-109.75) *$
9.54 (5.68-26.02) *
5.80 (5.28-6.43) *
130.50 (99.25-187.50) *
162.00 (150.50-213.25)
38.00 (34.50-44.00) *
93.40 (79.30-126.83)
30.00 (18.00-43.50) *
33.50 (18.75-41.00) *
26.00 (19.75-34.00) *
61.00 (53.25-74.50) *

PN, peso normal; OM, obesidad mdrbida; HN, higado normal; ES, esteatosis simple; EHNA, esteatohepatitis no
alcohdlica; IMC, indice de masa corporal; PAS, presion arterial sistdlica; PAD, presion arterial diastélica; HOMA1-IR,
método de evaluacion del modelo homeostatico-resistencia a la insulina; HbAlc, hemoglobina glicosilada; TG,
triglicéridos; HDL-C, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL-C, colesterol de lipoproteinas de baja densidad;
AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; GGT, gamma-glutamiltransferasa; ALP, fosfatasa
alcalina. Los datos se expresan como la mediana (rango intercuartilico). La prueba Mann-Whitney se empleé para
encontrar diferencias significativas frente al grupo PN (*), diferencias significativas frente al grupo HN (*), y diferencias
significativas frente al grupo ES (2). p < 0.05 se consideraba estadisticamente significativo.
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Figura 1. Diferencia de la abundancia relativa del mRNA de SFRP5, WNT5A y PPARY en tejido
adiposo visceral y subcutaneo de la cohorte entera sin subclasificar. Los datos fueron
normalizados por el grupo PN y expresados como error estandar de la media (SEM). SAT, tejido
adiposo subcutaneo; VAT, tejido adiposo visceral; SFRP5, secreted frizzled-related protein 5;
WNT5A, miembro de la familia WNT 5a; PPARY, receptor de peroxisoma-proliferador-activado
gamma; A.U unidades arbitrarias. p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

40



JAVIER DE LA GUARDIA FONTES

ANEXO 12:
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Figura 2. Diferencia de la abundancia relativa del mRNA de (A) SFRP5, (C) WNT5A y (E) PPARy
en tejido adiposo subcutaneo, y (B) SFRP5, (D) WNT5A y (F) PPARY en tejido adiposo visceral
de mujeres clasificadas en funcion de sus IMC en PN y OM. Los datos fueron normalizados por
el grupo PN vy expresados como error estandar de la media (SEM). SAT, tejido adiposo
subcutaneo; VAT, tejido adiposo visceral; SFRP5, secreted frizzled-related protein 5; WNT5A,
miembro de la familia WNT 5a; PPARY, receptor de peroxisoma-proliferador-activado gamma;
PN, peso normal; OM, obesidad mdrbida; A.U unidades arbitrarias. p<0.05 fue considerado
estadisticamente significativo.
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Figura 3. Diferencia de la abundancia relativa del mRNA de (A) SFRP5, (C) WNT5A y (E) PPARy
en tejido adiposo subcutaneo, y (B) SFRP5, (D) WNT5A y (F) PPARY en tejido adiposo visceral
de mujeres con OM clasificadas dependiendo de la presencia de EHGNA en HN o EHGNA. Los
datos fueron normalizados por el grupo HN y expresados como error estandar de la media
(SEM). SAT, tejido adiposo subcutaneo; VAT, tejido adiposo visceral; SFRP5, secreted frizzled-
related protein 5; WNT5A, miembro de la familia WNT 5a; PPARy, receptor de peroxisoma-
proliferador-activado gamma; PN, peso normal; OM, obesidad modrbida; A.U unidades
arbitrarias. p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Figura 4. Diferencia de la abundancia relativa del mRNA de (A) SFRP5, (C) WNT5A y (E) PPARY
en tejido adiposo subcutaneo de mujeres con OM clasificadas en funciéon de su histologia
hepatica en HN, ES y EHNA; y también, la diferencia de la abundancia relativa del mRNA de (B)
SFRP5, (D) WNT5A y (F) PPARYy clasificado en HN, ES leve, ES mod/sev, y EHNA dependiendo
de los grupos histopatolégicos. Los datos fueron normalizados por el grupo HN y expresados
como error estandar de la media (SEM). SAT, tejido adiposo subcutaneo; SFRP5, secreted
frizzled-related protein 5; WNT5A, miembro de la familia WNT 5a; PPARy, receptor de
peroxisoma-proliferador-activado gamma; OM, obesidad modrbida; ES, esteatosis simple;
mod/sev ES, esteatosis moderada y severa; EHNA, esteatohepatitis no alcohdlica; A.U unidades

arbitrarias. p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

43



JAVIER DE LA GUARDIA FONTES

ANEXO 15:
A B
o=l 153 0407
p=0123
& 0002 = 0002
Es " = - phiR
[ L.
EZ T3 ] _emee
g5 i T
Es g5 45
55 10 R
g um T 10+
EE sE&
= = 59 ] % 5+
E ]
lg- a )
ﬂ— Iﬁ =' T L)
HN ES EHMA HN leve  modfsev  EHNA
ES ES
C D pe0u03y  _p=0.351
—_—m
- 05T p=0.827
ot - s e 162
< = 2.5+ pepr P E 3.0+ prye
= 5
EL 20 E< T
e g | = 201
- o
£z Y T g S
53 25 -
EE M TE w0
[ =3 = A =
5 g
k- 5 0.5 k-] E
- £
T T e BHNA
LBV
™
E F pei54y  _ pelTTO
E-@Mﬁ
‘= 0,235 % ol FF5
2.5+ < 2.5+ o 1
g = =0 110 ] E =3 gl 167
Eg 2.0 Ed 204
8= ] i T
83 15 g3 15
55 o 55 =
ez 1.0 2
= o £ &
‘i 4 0.5 % g os
E 0. T E- oo T T
HN ES EHMA HN lewe  modfsev  EMNA
ES ES

Figura 5. Diferencia de la abundancia relativa del mRNA de (A) SFRP5, (C) WNT5A y (E) PPARY
en tejido adiposo visceral de mujeres con OM clasificadas en funcién de su histologia hepatica
en HN, ES y EHNA; y también, la diferencia de la abundancia relativa del mRNA de (B) SFRP5,
(D) WNT5A y (F) PPARY clasificado en HN, ES leve, ES mod/sev, y EHNA dependiendo de los
grupos histopatolégicos. Los datos fueron normalizados por el grupo HN y expresados como
error estandar de la media (SEM). VAT, tejido adiposo visceral; SFRP5, secreted frizzled-related
protein 5; WNT5A, miembro de la familia WNT 5a; PPARY, receptor de peroxisoma-proliferador-
activado gamma; OM, obesidad morbida; ES, esteatosis simple; mod/sev ES, esteatosis
moderada y severa; EHNA, esteatohepatitis no alcohdlica; A.U unidades arbitrarias. p<0.05 fue
considerado estadisticamente significativo.
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