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Resumen

La enfermedad de Higado Graso No-Alcohdlico (EHGNA) es una patologia con prevalencia global del 25%, resultado
de una combinacién de factores genéticos y ambientales que producen acumulo graso e inflamacién hepatica.
Estudios recientes sugieren una relacién entre la pro-neurotensina (pro-NT), un péptido intestinal secretado en
respuesta a la ingesta de lipidos, y la EHGNA, pero los resultados son contradictorios y arrojan numerosos
interrogantes en torno a su rol en la patogenia de la enfermedad. El presente estudio tiene por objeto analizar los
niveles de pro-NT en una cohorte de mujeres con Obesidad Mérbida (OM) para investigar el rol de esta molécula en
la EHGNA y su posible relacion con el metabolismo lipidico. Se determinaron los niveles de pro-NT en 56 mujeres con
OM vy en 18 con normopeso (NP). Las pacientes con OM se clasificaron en funcién de si presentaban higado normal
(HN, n=20) y EHGNA (N=36). El grupo de EHGNA const6 de 17 sujetos con esteatosis simple (ES) y 19 con
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). Se cuantifico la pro-NT plasmatica mediante ELISA de quimioluminiscencia y se
evaluaron los niveles hepaticos de mRNA de una serie de genes relacionados con el metabolismo lipidico mediante
PCR cuantitativa. Los niveles de pro-NT demostraron ser significativamente mayores en OM con EHGNA que en OM
sin EHGNA. Asimismo, los niveles de pro-NT fueron mas elevados en pacientes con EHNA que en HN. La expresidn
hepatica de los principales genes relacionados con el metabolismo lipidico se encontré alterada en EHGNA, en linea
con la literatura cientifica. Ademds, aunque los niveles de pro-NT mostraron correlacién con el colesterol LDL, no se
encontrd asociacién con la expresién hepatica de los principales genes relacionados con el metabolismo lipidico. Estos
hallazgos sugieren que la pro-NT podria guardar relacidn con la progresion de la EHGNA.

Resum

La Malaltia de Fetge Gras No-Alcoholic (MFGNA) és una patologia amb prevalenga global del 25%, resultat d'una
combinacidé de factors genetics i ambientals que produeixen acumul gras i inflamacié hepatica.. Estudis recents
suggereixen una relacid entre la pro-neurotensina (pro-NT), un péptid intestinal secretat en resposta a la ingesta de
lipids, i la MFGNA, pero els resultats sdn contradictoris i susciten nombrosos interrogants sobre el seu rol en la
patogenia de la malaltia. Aquest estudi pretén analitzar els nivells de pro-NT en dones amb Obesitat Morbida (OM)
per investigar el rol d'aquesta molécula a la MFGNA i la seva possible relacié amb el metabolisme lipidic. Es van
determinar els nivells de pro-NT en 56 dones amb OM i en 18 amb normopés (NP). Les pacients amb OM es van
classificar en funcié de si presentaven fetge normal (FN, n=20) i MFGNA (N=36). El grup de MFGNA va constar de 17
subjectes amb esteatosi simple (ES) i 19 amb esteatohepatitis no alcoholica (EHNA). Es va quantificar la pro-NT
plasmatica mitjangant ELISA de quimioluminescéncia i es van avaluar els nivells hepatics de mRNA d'una série de gens
relacionats amb el metabolisme lipidic amb PCR quantitativa. Els nivells de pro-NT van demostrar ser significativament
més elevats en OM amb MFGNA que en OM sense MFGNA. Aixi mateix, els nivells de pro-NT van resultar més elevats
en pacients d'EHNA que a FN. L'expressié hepatica dels principals gens relacionats amb el metabolisme lipidic es va
trobar alterada a MFGNA, en linia amb la literatura cientifica. A més, encara que els nivells de pro-NT van mostrar
correlacié amb els nivells de colesterol LDL, no es va trobar associaciéo amb I'expressié hepatica dels principals gens
relacionats amb el metabolisme lipidic. Aquestes troballes suggereixen que la pro-NT podria tenir relaciéo amb la
progressio de la MFGNA.

Abstract

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a condition with a worldwide prevalence of 25% resulting from a
combination of genetic and environmental factors causing fat accumulation and inflammation in the liver. Recent
studies point to a link between pro-neurotensin (pro-NT), a gut-derived peptide stimulated by fat ingestion, and
NAFLD, but published data are conflicting and there are many questions yet to be answered as to its role in the
pathogenesis of the disease. This study sets out to analyse pro-NT levels in women with Morbid Obesity (MO) to look
into the role of this molecule in NAFLD and its possible relationship with lipid metabolism. Plasma levels of pro-NT
were determined in 56 female subjects with MO and 18 with normal weight (NW). MO patients were then classified
based on liver histology into normal liver (NL, n=20) and NAFLD (n=36) groups. NAFLD group had 17 subjects with
simple steatosis (SS) and 19 with nonalcoholic steatohepatitis (NASH). The chemiluminescence sandwich
immunoassay was used to quantify pro-NT in plasma, and RT-qPCR to evaluate the hepatic mRNA levels of a number
of lipid metabolism-related genes. Pro-NT levels proved to be significantly higher in MO with NAFLD than in MO
without NAFLD. Similarly, pro-NT levels were higher in NASH patients than in NL. The hepatic expression of the main
lipid metabolism-related genes was found to be altered in NAFLD, as previously reported. Furthermore, although pro-
NT levels correlated with LDL, there was no association with the liver expression of the main lipid metabolism-related
genes. These findings suggest that pro-NT could be related to NAFLD progression.



1. Introduccion
1.1. Enfermedad del higado graso no alcohélico

La Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico (EHGNA) es una entidad caracterizada por la presencia
de histopatologia hepatica propia de pacientes consumidores habituales de grandes cantidades de
alcohol en pacientes no consumidores [1].

Esta entidad aparece en el contexto de situaciones clinicas de disfuncién metabdlica, entre las que
destacan la obesidad, la diabetes, el sindrome metabdlico y la dislipemia [1].

La variedad de factores implicados en la enfermedad condiciona ademas diferentes subtipos de
pacientes en funcién de aspectos genéticos, metagenémicos, metaboldmicos e inflamatorios [1].

Histopatoldgicamente, en la EHGNA se distingue entre el higado graso no alcohdlico (HGNA) o
esteatosis hepatica simple (ES) y la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). El HGNA se define como la
presencia de ES en el higado, esto es, infiltracion de >5% del tejido hepatico por acimulos de tejido
lipidico en los que no existe evidencia de dafio hepatocelular de tipo “degeneracidn balonizante”,
mientras que en la EHNA la esteatosis hepatica se acompafia de inflamacién y dano tisular
(degeneracion balonizante), con o sin fibrosis [1]. En la EHNA se produce, por tanto, un proceso
inflamatorio que acompana la infiltracion grasa y condiciona la aparicion de degeneracién balonizante
en los hepatocitos, con células agrandadas y vacuoladas que con frecuencia contienen cuerpos de
Mallory-Denk (inclusiones citoplasmaticas filamentosas eosinofilicas que a menudo se encuentran
cerca del nucleo celular) [1].

Desde el punto de vista de las manifestaciones clinicas, la EHGNA es paucisintomatica y entre sus
sintomas destacan, principalmente, la astenia y el prurito. En menor medida, puede aparecer
somnolencia diurna o dificultad para dormir, dolor abdominal, inactividad e incluso alteraciones del
estado de animo. Por lo tanto, esta enfermedad produce un impacto en la calidad de vida del paciente
que dependera del estadio de la histologia hepatica [1].

1.2. Historia natural

La EHGNA es una enfermedad dindmica, cuya historia natural es variable y se caracteriza por su
capacidad de progresar y remitir dependiendo del estilo de vida del paciente, asi como de factores
ambientales.

En el contexto multifactorial adecuado, un higado sano desarrollara ES, que puede progresar a EHNA.
Estos estadios pueden ser reversibles, sobre todo la ES. Ambos son indistinguibles si no se realiza una
biopsia hepatica. En caso de progresar la enfermedad, el paciente con EHGNA puede pasar desde
cualquiera de estos estadios a desarrollar una fibrosis progresiva, distinguiéndose cinco grados (FO-
F4) que comprenden la ausencia de fibrosis (FO), el desarrollo de fibrosis en areas hepaticas
perisinusoidal o centrolobulillar (F1), la suma de fibrosis periportal a la fibrosis centrolobulillar (F2),
que podra progresar hacia la aparicién de bandas de coldgeno mas evidentes y fibrosis “en puentes”
(F3) y, finalmente, cirrosis (F4) [2], que precede a la cirrosis hepatica (CD), siendo esta ultima una
situacidn irreversible de afectacidn generalizada de la funcidén hepatica que puede incluso degenerar
en hepatocarcinoma (HCC) [1].



[ver ANEXO]
Figura 1: Progresion de la fibrosis en la EHNA (adaptado de [3])

En la figura 1 se muestra la historia natural de la EHGNA junto con los resultados de un estudio sobre
el tiempo medio de desarrollo de enfermedad hepdatica grave en pacientes con higado graso. La media
de seguimiento de los pacientes fue de 20 afios (en un rango de 0-40 afos), observandose que el
tiempo medio hasta que los pacientes desarrollaban CD era de 33,4 afios desde FO, de 34,1 afios desde
F1, de 22,7 afos desde F2, 11,8 afios desde F3 y de 5,7 afios desde F4, todo ello independientemente
de si partian de una ES o una EHNA, lo que sugiere que la presencia y grado de fibrosis es mejor
predictor de enfermedad hepatica grave que la presencia de ES o EHNA [4].

Como venimos sefialando, diferentes estudios muestran que la historia natural de la enfermedad no
es lineal y que en su evolucién se producen también regresiones desde distintos estadios histoldgicos
asi como periodos de estabilidad [3]. Asi, un estudio sobre 36 pacientes de EHGNA mostré que en
aquellos con EHNA (10 del total), un 50% experimento regresion histolégica de su enfermedad durante
el seguimiento. Asimismo, la fibrosis revirtié en un 25%, se mantuvo estable en el 33%, y en aquellos
en que progreso se observd ademads que la prevalencia de diabetes era significativamente mayor que
en el resto [5]. Otro estudio reveld que, tras 3 afios, un 48% de los pacientes de EHNA con fibrosis
incluidos en el estudio se mantenian estables y un 25% mostraban regresién [6]. Por ultimo, un
metandlisis de 11 estudios de cohortes concluyé de manera similar que un 22% de pacientes de
EHGNA con fibrosis mostraban regresién de la misma y un 42% estabilidad [7].

En cuanto a las complicaciones asociadas a fases avanzadas de fibrosis (F3-F4), estas son
principalmente hepaticas, metabdlicas, cardiovasculares y neoplasicas, destacando la ascitis, la
hemorragia por hipertensién portal y la encefalopatia hepatica (debido a la progresion hacia la cirrosis
descompensada), asi como el hepatocarcinoma [1].

1.3. Epidemiologia

La actual situacion socioecondmica ha favorecido unas condiciones ambientales (i.e. sedentarismo,
dietas hipercaldricas motivadas por la desigualdad social) propicias para la aparicién de las principales
enfermedades crénicas que hoy aquejan a la poblacién mundial, entre las que destacan por su
prevalencia la obesidad y la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2). Estas enfermedades son con frecuencia
el principal factor etiolégico en el desarrollo de la EHGNA. Esta ultima entidad se asocia con un
aumento importante de la morbilidad y la mortalidad (tanto de causa hepatica como no hepatica), asi
como con el deterioro de la calidad de vida relacionada con la salud [3].

[ver ANEXO]

Figura 2: Prevalencia global de la enfermedad del higado graso no alcohélico (EHGNA) en 2018 (En:
(81)

1.3.1. Prevalencia global

Actualmente, del 25% al 30% de la poblacidn adulta mundial padece EHGNA [9]. La figura 2 presenta
datos de prevalencia en torno al 30% en Asia, Suramérica y Oriente Medio, seguidos de EEUU y Europa
con cifras en torno al 24% y Africa en Ultimo lugar con aproximadamente un 14%. En nifios y
adolescentes jovenes la prevalencia global de la enfermedad es del 8 y el 10% respectivamente [9].
Ademas, es de esperar que la prevalencia de la enfermedad hepatica relacionada con EHNA aumente
en las préximas décadas si tenemos en cuenta la epidemia de obesidad infantil en que estamos
inmersos y la influencia del indice de masa corporal (IMC) infantil en el riesgo de desarrollar cirrosis



en la edad adulta (hasta un 16% mas riesgo por desviacién estdndar en nifios de 7-13 afios), maxime
cuando hasta un cuarto de la poblacién infantil con EHGNA ya presenta EHNA al diagndstico [3].

Las tasas de prevalencia en sexo masculino por edad son del 16,1% en hombres de 30 a 40 afios; del
22,3% de los 41 a 50 afios; y del 27,6% en mayores de 60 afios. En sexo femenino, la prevalencia de
EHGNA fue del 12,5% en mujeres de 30 a 40 afios; del 16,1% de los 41 a 50 afios; y del 21,6% de los
51 a 60 afios [10].

Se ha observado que la prevalencia de EHGNA aumenta con la edad y alcanza su pico maximo entre
los 50 y 60 afios (29,3%) en hombres y por encima de los 65 afios (25,4%) en mujeres [10].

Durante la evaluacién de la carga de la enfermedad segun el género, los investigadores observaron
que las mujeres de 50 afios 0 mas tenian un 17% mas de probabilidades de desarrollar EHNA y un 56%
mas de probabilidades de desarrollar fibrosis avanzada en comparacién con los hombres de edades
similares [11].

1.3.2. La EHGNA en nuestro medio

Segun la Sociedad Espafola de Patologia Digestiva la EHGNA presenta una elevada prevalencia en
nuestro pais (23-25%). Entre un 10-20% de pacientes presentan EHNA y hasta un 55% desarrollan
cirrosis. Ademas, su incidencia y prevalencia estd en aumento en relacion con la mayor incidencia de
otras enfermedades metabdlicas con las que se encuentra patogénicamente asociada. Mas del 90%
de pacientes con EHGNA tienen al menos un componente de sindrome metabdlico vy
aproximadamente una tercera parte tienen tres o mas [12].

1.3.3. Morbimortalidad

Los porcentajes de prevalencia se incrementan en poblaciones con altas tasas de obesidad y diabetes,
aunque la entidad no es exclusiva de este tipo de pacientes y puede darse en personas no obesas
(EHGNA magras). Este tipo de pacientes no obesos supone hasta el 40% de pacientes de EHGNA, si
bien la mayoria presenta resistencia a la insulina y podria tener obesidad visceral [3].

Se estima que entre un 15y un 20% de los pacientes con EHNA progresan hacia cirrosis, enfermedad
hepatica terminal e incluso muerte, y supone la segunda indicacién mds frecuente de trasplante
hepatico en los Estados Unidos después de la enfermedad hepatica por alcohol (EHA). Ademas, de
todos los tipos de cancer a nivel mundial, el hepatocarcinoma es la segunda causa principal de afios
de vida perdidos [3].

En un estudio prospectivo realizado con 1773 pacientes de EHGNA durante un total de 4 afios se
demostrd, en la linea de estudios previos, que la mortalidad por todas las causas, asi como las
complicaciones relacionadas con la patologia, aumentan a medida que la fibrosis hepatica avanza.
También se observd que los pacientes con mayor grado de fibrosis presentaron mayor incidencia de
Diabetes Mellitus tipo 2 y descensos de mas del 40% en su tasa de filtrado glomerular, mientras que
los eventos cardiacos y canceres no hepaticos fueron similares en todas las etapas de fibrosis [13].

El estudio concluye que la mortalidad por todas las causas aumenta aproximadamente siete veces en
los pacientes de EHGNA respecto a la poblacién general. El sindrome metabdlico se asocié a un
incremento de la mortalidad, siendo la enfermedad cardiovascular la principal causa de muerte. Aun
asi, todavia se sigue estudiando qué componente de la enfermedad precede a cual, es decir, si la
EHGNA es un predictor independiente de mortalidad cardiovascular o un paso intermedio a lo largo
del proceso [13].



1.3.4. EHGNA y DM2

La asociacién entre EHGNA y DM2 es cada vez mayor en la practica clinica, en especial en paises
occidentales, ya que ambas entidades tienen una elevada prevalencia individual y comparten los
mismos factores de riesgo metabdlicos. Como ya se ha comentado anteriormente, la prevalencia
mundial de EHGNA es de en torno al 25% mientras que la prevalencia de DM2 se estima en un 10,5%
de todos los adultos entre los 20-79 afios. Entre los pacientes de EHGNA, sin embargo, la prevalencia
de DM2 alcanza el 90% [14].

Un metandlisis publicado en 2019 que incluyd 80 estudios concluyd que la prevalencia global estimada
de EHGNA en pacientes con DM2 era de 55,48%, registrandose las tasas mas altas en Europa (68%) y
Asia occidental (67%), y las mds bajas en Africa (30%) [15].

Asimismo, otro metanalisis mostrd que las personas con DM2 que ademas tenian EHGNA presentaron
un riesgo dos veces mayor de desarrollo de enfermedad cardiovascular que aquellas sin EHGNA.
También se observé un riesgo incrementado de EHNA, cirrosis o carcinoma hepatocelular en personas
con DM2 [16].

1.4. Patogenia

Aunque los mecanismos fisiopatogénicos de la enfermedad no son del todo conocidos, parece
evidente su relacién con la DM2 y el denominado Sindrome Metabdlico (SM), un grupo de factores de
riesgo cardiovascular que incluye obesidad abdominal, niveles de triglicéridos y colesterol LDL en
sangre elevados, hipertension arterial y glicemias en ayuno elevadas o insulinresistencia [17].

El comun denominador en esta asociacién es la resistencia a la insulina (RI), actor principal en la
hipétesis clasica del doble impacto [18], que postula dos agresiones en el paso de la ES a la EHGNA. La
primera agresién tiene que ver con la RI, que da lugar a la acumulacidn de acidos grasos libres en las
células hepaticas, mientras que la segunda agresion supone la aparicion de inflamaciéon a
consecuencia de esta acumulacidn, lo que pone en marcha una serie de eventos citotdxicos que
generan estrés oxidativo e incrementan la Rl produciendo dafio hepatocitario y fibrosis [17, 19].

Sin embargo, en la actualidad prevalece la teoria del multiple impacto [20], que postula la implicacién
no solo de factores metabdlicos e inflamatorios en el desarrollo de la lesidn hepatica, sino también de
factores dietéticos, genéticos y microbiolégicos. A continuacion repasamos los principales
mecanismos fisiopatogénicos implicados en la EHGNA.

1.4.1. Acumulacién grasa y obesidad

La acumulacidn de acidos grasos en la EHGNA inducida por la Rl parece venir potenciada por cuatro
factores, la lipogénesis de novo, la beta-oxidacién de los acidos grasos, el descenso de VLDL Yy la ingesta
de lipidos y carbohidratos:

- Lalipogénesis de novo se encuentra aumentada en la EHGNA. Se trata de una de las funciones
basicas del higado y del adipocito, y consiste en la sintesis de acidos grasos libres (AGL) a partir
de sustratos como la glucosa y la sucrosa, que en ultima instancia se almacenan en forma de
triacilgliceroles (TGL) mediante un proceso de esterificacion mediado por la enzima Acil-
CoA:diacilglicerol aciltransferasa (DGAT). Esta lipogénesis se encuentra a menudo
incrementada también en individuos obesos y en pacientes de DM2, por lo que se relaciona
con laRI[17].

El mecanismo fisioldgico de este incremento se fundamenta en los principales factores de
transcripcién implicados en la lipogénesis de novo: la proteina de unidn al elemento regulador



del esterol 1c (SREBP-1c), activado por insulina, y el factor de transcripcidn de la proteina de
unién al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP), activado por la glucosa [17].

Los pacientes de EHGNA, en los que existe un incremento del aflujo de insulina y glucosa al
higado, presentan consecuentemente una expresion elevada de SREBP-1c, que en modelos
animales transgénicos con sobreexpresion de SREBP-1c se asocia con niveles incrementados
de triglicéridos hepaticos y de insulina, pardmetros, estos, altamente sugestivos de RI [17].
Por otra parte, la expresion del factor de transcripcién de ChREBP aparece también elevada
en las biopsias hepaticas de pacientes de EHNA en que la esteatosis superaba el 50%. Cabe
sefialar que la sobreexpresidn de ChREBP se asocia con incremento de esteatosis hepdatica en
modelos animales, pero no con Rl o intolerancia a glucosa, independientemente de la dieta
administrada (rica en grasas o estandar), y que en modelos animales donde se ha silenciado
ChREBP se evidencia mejora de la esteatosis, pero en cambio se observa intolerancia a
fructosa, glucosa y sucrosa [17].

Estos hallazgos son coherentes con estudios en modelos animales donde la sobreexpresidn
de la isoforma DGAT2 que media en la formacion de TGL en la lipogenesis de novo y que es
exclusiva del hepatocito favorece la esteatosis. En esa misma linea, los mismos estudios
muestran que el silenciamiento de DGAT2 promueve la reversidn de la acumulacion grasa
[21].

La produccién de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) se encuentra aumentada en ES
y disminuida en EHNA [22]. En el higado sano, una parte de los TGL que se producen mediante
la lipogénesis de novo se unen a lipoproteina B gracias a la proteina transferidora de
triglicéridos microsomales (MTTP) para formar VLDL, que se envian al torrente sanguineo[21].
En presencia de RI, la produccién de VLDL aumenta en un intento por mantener la
homeostasis lipidica hepatica [22]. No obstante, la sobreexpresion de SREBP-1c que se
observa en la EHGNA inhibe la formacién de MTTP, disminuyendo la sintesis de VLDL, por lo
que se dificulta el envio del exceso de TGL al plasma, alterando la homeostasis lipidica y
contribuyendo a la acumulacidn grasa en el higado [21].

La beta oxidacién de los acidos grasos (B-oxidacidn) se encuentra disminuida en la EHGNA. La
B-oxidacidon esta regulada por el factor de transcripcion del receptor de peroxisoma-
proliferador activado gamma (PPARy), cuya activacidon en respuesta al ayuno reduce los
niveles de acidos grasos intrahepaticos mediante la utilizacion de los lipidos como fuente de
energia [17, 19]. Su activacién mediante agonistas se relaciona con niveles disminuidos de
alanina aminotransferasa (ALT), lipoperdxidos hepaticos (LPO) y reduccién de la EHNA en
modelos animales con una dieta rica en grasas o deficiente en metioninay colina, que son dos
formas de inducciéon de EHGNA en roedores. Ademas, la utilizacidn de agonistas selectivos de
la PPARy ha demostrado reducir la RI, tanto genética como inducida por dietas ricas en grasas.
El silenciamiento de PPARy, en cambio, supone el desarrollo de EHNA mas severa que el
fenotipo salvaje en modelos animales con dietas deficientes en colina y metionina [17].

Son numerosos los estudios que sugieren que las dietas ricas en grasas y carbohidratos
sostenidas en el tiempo contribuyen a la fisiopatogenia de la EHGNA. Se sabe que los pacientes
de EGHNA tienden a descuidar la ingesta de acidos grasos poliinsaturados omega-3 (AGPI n-
3), que son antiinflamatorios y mejoran sensibilidad a la insulina, y favorecer la de AGPI n-6,
gue son proinflamatorios y promueven la ES. Ademas, abusan de los carbohidratos y de la
fructosa, que, como se ha sefalado ya, contribuyen a incrementar la lipogénesis de novo y a
reducir la B-oxidacion de los acidos grasos [17, 19].



1.4.2. Inflamacion

El tejido adiposo (TA) es un érgano endocrino que participa en la homeostasis metabdlicay que puede
afectar a 6rganos como el higado, corazén y musculo esquelético a través de la secrecién aumentada
de AGL asi como de factores pro-inflamatorios, lo que lo sitlia como actor central en la patogénesis de
la dislipemia, la Rl y la EHGNA [19].

El TA potencia la expresion de adipocinas como las quimiocinas y las citocinas pro-inflamatorias. De
hecho, los macréfagos presentes en el estroma vascular del TA parecen ser los principales secretores
de interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en este tejido y aparecen
incrementados en un 32% mas en el tejido adiposo blanco (principal componente de la grasa visceral)
que en el tejido adiposo pardo [19]. Tanto la IL-6 como el TNF-a interfieren con la funcién de los
adipocitos inhibiendo las vias de sefializacidn de los receptores de insulina y con ello incrementan la
RI, ademds de promover la produccién de adipocitos de fenotipo pro-inflamatorio, por lo que se
considera que los macréfagos del tejido adiposo (ATM) contribuyen de manera critica a la patogenia
de laDM2y el SM [23].

El reclutamiento incrementado de ATMs en el TA del individuo obeso parece estar relacionada con un
incremento de la muerte celular no apoptdtica de los adipocitos a consecuencia de los efectos
deletéreos que tiene sobre ellos la hipertrofia consecuencia de la obesidad. Ademas, en modelos
animales afectos de obesidad se ha observado un incremento de la expresidn de la proteina atrayente
de monocitos (MPC-1), que incrementa el reclutamiento de monocitos (precursores de los
macrdéfagos) y causa RI. En la misma linea, el silenciamiento de MPC-1 o la deficiencia de su receptor,
el receptor 2 de quimiocina CC (CCR2), han demostrado una disminucidn en la cantidad de ATM en
modelos animales con dietas ricas en grasa y una mejora de sus parametros metabdlicos [23].

Dado que el CCR2 se expresa tanto en ATMs como en otras células sanguineas mononucleares, la
inflamacién promovida por el TA podria transferirse a otros tejidos, higado incluido, gracias a
mediadores inflamatorios vertidos al torrente sanguineo [19]. La acumulacién grasa en el higado o
primer impacto se seguiria de infiltracion de células inmunes y secrecién de adipocinas, que
conducirian a un incremento en el nimero de macréfagos hepaticos (células de Kupffer) y aumento
de la RI, entrando en un circulo vicioso que contribuiria al incremento de la acumulacion grasay a una
secrecion creciente de IL-6, TNF-a y MCP-1 en este tejido [17].

Cabe sefialar que el 10% de células hepaticas son macrofagos, que son mediadores en la activacion de
las células T y regulan la apoptosis hepatocitaria [17]. Los macréfagos tipo 1 (M1) son un fenotipo
proinflamatorio y los macréfagos tipo 2 (M2) son un fenotipo antiinflamatorio [23]. En higado, los
primeros estdn ligados a la esteatosis hepatica, fibrogénesis y acumulacién grasa mientras que los M2
son macrdéfagos residentes que activan la apoptosis de los M1 a través de la interleucina 4 (IL-4) y la
interleucina 13 (IL-13) [17]. El incremento de IL-6 y TNF-a promueve la activacion de los M2 residentes
a M1 vy la expresién incrementada de CCR2 aumenta el reclutamiento de monocitos, que se
diferenciardan en M1. El balance M1/M2 estara por tanto aumentado en las mencionadas condiciones
y conducira a la progresién de la EHGNA [17]. Otros factores mediadores en la inflamacion son los
linfocitos CD4 circulantes, cuya presencia es mayor cuanto mayor es el IMC del individuo. Dentro de
este subtipo linfocitario, estan los linfocitos T colaboradores 1 y 17 (Thl y Th17), que se hayan
activados en el paciente obeso y promueven respuestas proinflamatorias en los M1 [19].

Todo el ambiente proinflamatorio descrito aumenta la permeabilidad intestinal y, en consecuencia, la
translocacion bacteriana. Dado que el higado recibe el 70% del aporte sanguineo a través de la vena
porta, este estd expuesto a productos téxicos procedentes del intestino, como son las bacterias y sus



derivados, lo que contribuye al ambiente proinflamatorio hepatico a través de la interaccidn entre los
lipopolisacéricos bacterianos (LPS) y los receptores tipo toll 4 (TLR4) presentes en la membrana de
células dendriticas, macrdéfagos y otras células inmunes, que activan las vias de sefializacién del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y las cinasas c-Jun
N-terminal (JNK) promoviendo la activacion de macréfagos y la infiltracion de células inflamatorias
[19].

Ademas, la fetuina-A (fetA), una proteina que se secreta en el higado y que se encuentra en altas
concentraciones en suero de pacientes obesos, tiene la capacidad de bloquear la translocacién de la
proteina transportadora de glucosa regulada por insulina tipo 4 (GLUT4), incrementando la IR y
promoviendo la acumulacién grasa, y forma un complejo terciario con los TLR4 que activa la
sefializacion TLR4 promoviendo la inflamacion [19].

1.4.3. Estrés oxidativo y RI

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) se producen de forma fisiolégica en concentraciones bajas
tanto en la mitocondria como en los peroxisomas y participan en procesos de transcripcion y en el
ciclo celular. El estrés oxidativo es consecuencia de un desequilibrio entre la produccién de EROs y su
neutralizacion con antioxidantes y estd asociado con los mecanismos de formacién de insulina [17].

El estrés oxidativo es un factor importante en la etiologia de la Rl. La GLUT4 es esencial en la absorcion
de glucosa en tejidos sensibles a la insulina como los adipocitos o el muisculo esquelético. Cuando los
niveles de glucosa en sangre se elevan, la expresion del transportador se eleva, lo que produce una
regulacion a la baja del mismo por feedback positivo, que a su vez hace aumentar la produccion
pancreatica de insulina. Este circulo vicioso produce Rl e incrementa de forma significativa su
produccidn, lo que genera estrés oxidativo e inflamacion [17]. Ademas, este incremento de la insulina
en sangre activa el sistema nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa 4 (NADPH oxidasa 4) y
conduce a niveles ain mds incrementados de EROs, lo que también activa el transporte endosomal de
GLUT4 y su degradacién, de forma que el trasportador no puede cumplir su funcién. Una dieta rica en
glucosa aumentara también la produccion de trifosfato de adenosina (ATP) en la mitocondria,
incrementando las EROs. Por ultimo, el dafio asociado al estrés oxidativo estimula la via NF-kB y la
JNK, que promueven la inflamacién y con ello el desarrollo de EHGNA [17].

1.4.4. La disfuncidon mitocondrial

Las mitocondrias son responsables de la homeostasis energética celular, incluidas la beta-oxidacidn,
la cadena de transporte de electrones (CTE), y la produccion de ATP y de EROs, por lo que tienen un
papel prominente en todas aquellas enfermedades relacionadas con rutas metabdlicas, como es el
caso de la EHGNA. La disfuncién mitocondrial produce deficiencias en la oxidacidn de los acidos grasos,
lo que eleva la produccion de EROs y genera estrés oxidativo, estimulando la actividad de las vias de
sefializacién con capacidad para producir necroinflamacion en los hepatocitos y dafio mitocondrial.
Todo ello genera un circulo vicioso conducente a acumulacién grasa, Rl y EHGNA, especialmente en el
contexto de una dieta rica en grasas [17].

Las sirtuinas constituyen una de las familias de proteinas implicadas en la disfuncidon mitocondrial. La
sirtuina 1 (SIRT1) regula al alza las enzimas antioxidantes que modulan el estrés oxidativo, y la sirtuina
3 (SIRT3), que en modelos animales se encuentra reducida en higados grasos, aumenta la oxidacién
de los acidos grasos. Ademas, dado que la accién de las sirtuinas depende de nicotinamida adenina
dinucledtida (NAD+), un derivado de la vitamina B3 cuya funcién es el intercambio de electrones y la
produccién de energia, su deficiencia puede contribuir a la aparicidn de disfuncién mitocondrial [17].



Otros factores implicados en la funcion mitocondrial son el Slc25al y la carnitina. El Slc25al es un
transportador de citrato asociado al metabolismo de los acidos grasos libres cuya inhibicién disminuye
la esteatosis, protege contra la EH y reduce la inflamacién en el tejido graso. La carnitina,
transportador mitocondrial que transfiere los dcidos grasos de cadena larga del citoplasma a la matriz
mitocondrial, inhibe el estrés oxidativo y aumenta la beta-oxidacién reduciendo con ello la RI [17].

En cuanto al papel de la insulina en la disfuncién mitocondrial, se sabe que ayuda a mantener un
balance adecuado de NAD+/NADH en la mitocondria (la NADH es una forma reducida de la NAD+
producida cuando esta acepta electrones de otras moléculas e interviene en la produccidn de energia),
y que los radicales libres de origen mitocondrial modulan la sensibilidad a la insulina, mientras que el
exceso de EROs interfieren en la sefializacién de la insulina e inducen RI [17]

Ademas, existen mutaciones en el ADN mitocondrial que pueden promover el SM y con ello la
aparicién de EHGNA. Asi, el citocromo CYPE2E1, fuente de EROs, interviene en el metabolismo de los
acidos grasos, ya que sus niveles se encuentran incrementados en modelos animales y pacientes de
EHGNA. Dado su papel, determinados polimorfismos del gen que regula su expresion se asocian con
la aparicion de EHGNA en pacientes obesos con DM2 [17].

Por ultimo, ya hemos sefialado que las EROs estan implicadas en el estrés oxidativo y que, por tanto,
la actividad antioxidante es importante para evitar la disfuncién mitocondrial. En este sentido, la
glutatién peroxidasa se encuentra disminuida en modelos animales de EHGNA, probablemente
porque su uso incrementado conduce a su deplecidn y por deficiencias en su transporte a la matriz
mitocondrial. Asimismo, el polimorfismo C47T del gen que codifica la superéxido dismutasa 2 (SOD2)
no solo reduce su actividad y eleva las EROs sino que ademas incrementa la probabilidad de EHGNA y
de fibrosis avanzada en paciente de EHGNA [17].

1.4.5. Factores genéticos

Algunos de los genes identificados por su posible asociacidon con la EHGNA son PNPLA3, TM6SF2, GCKR
o HSD17B13. La funcion de la molécula PNPLA3 estd relacionada con el metabolismo de los
triglicéridos en el adipocito, y su variante 1148M reduce la actividad lipolitica contra aquellos
incrementando su produccién en el higado (17, 24, 14), ademas de estar asociada a un aumento de
probabilidad de sufrir carcinoma hepatocelular [17]; el gen TM6SF2 esta implicado en la sintesis de
colesterol y su variante E162K aumenta la ES y la progresion de la fibrosis [17, 24, 14]; el GCKR
interviene en la lipogénesis regulando el flujo de glucosa hacia el hepatocito [17]; y el HSD17B13
interviene en la modulacidn de los niveles de enzimas hepaticas en suero [17, 24]. Se especula con
que los polimorfismos de estos y otros genes puedan tener un papel preponderante en el paso de la
ES a EHNA.

Los dafios producidos en el ADN mitocondrial por las EROs que genera la respiracion celular precisan
de un mecanismo de reparacién complejo denominado reparacidn por escisién de bases o BER. EI BER
implica una serie de proteinas y pasos criticos, y cualquier error en cualquiera de estos elementos
puede afectar a la eficiencia del proceso de reparacion, generando estrés oxidativo, y RI. En este
sentido, de todos los genes implicados en el BER, es el OGG1 el que parece tener mayor repercusion
en la EHGNA, ya que su silenciamiento ha demostrado un mayor incremento de peso e higado graso
en modelos animales, principalmente debido a un predominio del metabolismo de los carbohidratos
sobre la oxidacion de los 4cidos grasos [17]. No en vano, el polimorfismo ¢.1245C<G aumenta el riesgo
de cancer y enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y metabdlicas como la DM2 y el SM
[17].



1.4.6. Microbiota intestinal

Existen estudios recientes que relacionan la EHGNA con la microbiota intestinal, dada su asociacion
con la obesidad y la resistencia a la insulina. En la poblacién obesa, el porcentaje de bacteroidetes, un
filo implicado en diversas vias metabdlicas, suele ser muy reducido. Ademas, la resistencia a la insulina
de sujetos colonizados con microbiota procedente de personas delgadas se ve reducida, lo que parece
estar relacionado con poblaciones incrementadas de bacterias productoras de butirato. El mismo
butirato, administrado en modelos animales ha mostrado reduccion de la Rl y proteccion frente a
EHGNA incluso en el contexto de dietas ricas en grasa [17].

Asimismo, se ha demostrado que en modelos animales colonizados con microbiota intestinal
procedente de bebés de madres obesas, la inmunidad celular se ve comprometida, condicionando
mayor permeabilidad intestinal y promoviendo la translocacion bacteriana al higado a través del eje
hepato-intestinal [14]. Como ya se ha sefialado anteriormente, los LPS y endotoxinas producidas por
estas bacterias promueven el ambiente inflamatorio propio de la EHGNA favoreciendo la acumulacién
hepatica de grasa y el dafio hepatocitario [19].

1.5. Diagnostico

El vinculo de la EHGNA, la EHNA vy la fibrosis hepatica avanzada con la DM2 y el SM es el punto de
partida a la hora de plantear campafias de cribado dirigidas a la poblacion de riesgo, pero existen
pruebas confirmatorias que permiten aportar certeza diagndstica sobre la presencia de enfermedad
del higado graso no alcohdlico y grado de fibrosis histoldgica bien de forma directa a través de la
biopsia 0 mediante pruebas de imagen. A continuacién, repasamos los indices y pruebas mas utilizadas
en el diagndstico de la EHGNA.

1.5.1. Pruebas de screening

La Asociacidn Europea para el Estudio del Higado (EASL) sugiere realizar screening basados en niveles
de enzimas hepaticas en sangre o ecografia en todo paciente con obesidad o sindrome metabdlico,
especialmente en aquellos pacientes con DM2 [14]

No obstante, las muchas incertidumbres sobre la historia natural y tratamiento de estas entidades han
llevado a la Asociacion Americana para el Estudio de las Enfermedades Hepaticas (AASLD) a adoptar
un enfoque mas restrictivo en cuanto a la realizacion de pruebas dirigidas a la poblacién de riesgo, por
lo que propone screening mas enfocados en casos de alta sospecha de desarrollo de EHGNA o EHNA
mediante la utilizaciéon de indices no invasivos basados en biomarcadores como el Fibrosis-4 score
(FIB-4), el Non-Alcoholic Fatty Liver Disease fibrosis score (NFS) o la elastografia hepatica a la hora de
estratificar el riesgo de fibrosis [14]. La utilidad diagndstica de estas pruebas se basa en su elevado
valor predictivo negativo para descartar la presencia de fibrosis, si bien su capacidad de predecir
fibrosis avanzada es pobre [1].

1.5.1.1. FIB-4

El FIB-4 se vale de cuatro criterios, edad, plaquetas, transaminasa glutdmico-oxalacética (GOT) y
transaminasa glutamico pirdvica (GPT), para calcular un indice que nos sitia en un rango de fibrosis
definido por los siguientes estadios:

FO = no fibrosis

F1 = fibrosis portal sin septos

F2 = fibrosis portal con pocos septos
F3 = numerosos septos sin cirrosis



F4 = cirrosis

Las cifras de referencia para EHNA predicen una fibrosis de entre FO-F1 si FIB4<1,30 y una fibrosis
entre F3-F4 si FIB4>2,97. El FIB-4 presenta, segln sus creadores, una excelente correlacién con la
elastografia en la prediccién de la fibrosis histoldgica con independencia de la presencia de DM2 [25]
pero en la prdctica, se utiliza un punto de corte de 1,30 para identificar pacientes con riesgo
intermedio-alto de fibrosis, que serian candidatos a realizacién de elastografia transitoria, mientras
que a aquellos por debajo de 1,30 se les recomendarian medidas higiénico-dietéticas [1, 14].

1.5.1.2. NFS

El NFS es el mas utilizado y se basa en la edad, el IMC, la hiperglucemia en ayunas, el cociente
GOT/GPT, plaquetas y albumina para predecir la presencia de fibrosis avanzada en pacientes con
EHGNA, especialmente en los no diabéticos. Un indice NFS < -1.455 supondria una fibrosis entre FO-
F2, un NFS > 0,675 nos situaria en una fibrosis entre F3-F4 y cualquier valor intermedio supondria un
resultado indeterminado [26].

1.5.1.3. Elastografia transitoria (Fibroscan®)

La elastografia es un enfoque basado en el grado de rigidez del higado como marcador de fibrosis.
Esta técnica mide mediante ultrasonidos la velocidad de propagacion de una onda mecanica por el
higado expresada en kilopascales. Valores por debajo de los 8 kilopascales se consideran de bajo riesgo
en el desarrollo de fibrosis mientras que valores superiores se considerarian de alto riesgo (estadios
F3-F4), y requeririan de prueba confirmatoria [1]. La elastografia es una buena técnica en la deteccion
de fibrosis avanzada y cirrosis, pero su rendimiento es inferior para fibrosis moderada y, en caso de
obesidad o ascitis, la distancia entre la sonda y el higado puede limitar la precisidn de las mediciones.
La elastografia con Parametro de Atenuacién Controlada (PAC) es una nueva aplicaciéon de la
elastografia que aumenta la capacidad de deteccidn de esteatosis leves, pero esta sujeta a las mismas
limitaciones de la elastografia convencional [27].

Dado que la evidencia cientifica seiala que el cribado y la estratificacidn del riesgo son coste-efectivos
para los pacientes de DM2, asociaciones como la Asociacion Americana de Gastroenterologia (AGA)
proponen realizar screening y estratificacion del riesgo de fibrosis con elastografia en pacientes de
DM2, incluidos aquellos que no sufren de obesidad. La Asociacidn Americana para la Diabetes (ADA)
va mas alld y recomienda realizar screening de EHNA y fibrosis hepatica en todo paciente con DM2, o
bien con prediabetes y enzimas hepaticas elevadas, o bien en pacientes con higado graso evidenciado
mediante ecografia [14].

1.5.2. Pruebas confirmatorias

Teniendo en cuenta el coste de la biopsia, la variabilidad de las muestras, su mortalidad (aunque
escasa), y sus comorbilidades, la tendencia en el diagndstico es recurrir a métodos con alto indice
predictivo negativo (como son los indices no invasivos) a la hora detectar riesgo de fibrosis, y utilizar
pruebas de imagen para confirmar el diagndstico. La biopsia hepdtica se reservaria para casos en los
que el resto de pruebas no fueran concluyentes [1].

1.5.2.1. Biopsia hepatica

La biopsia hepatica es el gold standard en el diagndstico de la EHGNA vy las guias americanas la
recomiendan en aquellos pacientes con alto riesgo de desarrollar EHNA y/o fibrosis hepatica, es decir,
aquellos con SM o DM2, especialmente cuando coexiste con hepatopatia crénica [14].
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Como sefialamos en la seccion 1 de este trabajo, la ES y la EHNA se definen de manera histoldgica. La
ES supone la presencia de infiltrado graso hepatico de mas del 5% que no se acompafia de lesién
hepatocitaria de tipo degeneracién balonizante. La EHNA se define como la presencia de esteatosis
hepatica de mas del 5% acompaiada de dafo hepatocitario (degeneracidn balonizante) e inflamacidn
lobular, con o sin fibrosis, y constituye el siguiente escaldon en la progresion de la EHGNA. La figura 3
muestra los distintos estadios en la evoluciéon histoldgica de la EHGNA, desde la ES y la EHNA, que
pueden alternarse en funcidon de los habitos del paciente, hasta la aparicion de fibrosis o la
degeneracion a cirrosis, que se consideran estadios mas establecidos, si bien en la introduccion de
este trabajo ya hemos aportado evidencia en cuanto a la reversibilidad de la fibrosis, especialmente
cuando esta no es avanzada (grados F1-F2).

[ver ANEXO]
Figura 3: Lesiones histoldgicas en la EHGNA (En: [27])

En la valoracidn del grado de fibrosis histolégica mediante biopsia destacan el NAFLD Activity Score
(NAS) y el SAF-score (esteatosis, actividad, fibrosis), donde la actividad es la suma de la inflamacién
lobular y la degeneracion balonizante. La tabla 1 muestra los criterios de diagndstico histoldgico
utilizados en ambos indices.

Esteatosis hepdatica > 5% >5% actual o previa
Inflamacién portal y lobular * Si Si
Degeneracion balonizante No Si Si
Fibrosis No FO-F3 F4

Tabla 1: Criterios empleados en el diagnéstico histolégico de los distintos estadios de EHGNA en los
indices NAS y SAF (elaboracién propia)

La puntuacién NAS valora la esteatosis del 0 a 3, la inflamacion lobular del 0 a 3 y la degeneracion
balonizante del 0 al 2 de forma que un NAS>4 define presencia de esteatohepatitis. EI SAF valora la
esteatosis del 0 al 3, la actividad del 0 al 8 y |a fibrosis del 0 al 4 y requiere una valoracién de al menos
1 punto en todos los componentes para hablar de esteatohepatitis [1].

1.5.2.2. Pruebas de imagen

Las pruebas de imagen incluyen la ecografia, la tomografia axial computerizada (TAC) y la resonancia
magnética (RM) para detectar ES. En cambio, para el estudio de fibrosis, se puede utilizar la
elastografia por resonancia magnética (ERM), basada en los mismos principios que la elastografia,
para determinar el estadio de fibrosis [1].
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La tabla 2 resume las principales caracteristicas de las distintas técnicas de imagen:

S/E Ventajas Inconvenientes
Ecografia 79,7%/86,2% -No radiacion -Variabilidad interobservador
-Bajo coste -No detecta ES por debajo del 20%
-Alta disponibilidad -Bajo rendimiento en obesidad
moérbida y fibrosis avanzada w
TAC 82%/100%* -Buena disponibilidad -Radiacién T
*con niveles de | -Detecta ES moderada-severa | -No detecta niveles bajos de ES %
esteatosis >30% )
RM 76-90%/87-91% | -No radiacién -Baja disponibilidad 8
-Precisién en la cuantificacion | -Coste elevado &
de grasa intrahepatica -Menor precisién en presencia de | £
-Alta capacidad diagnédstica en | fibrosis ok
fases leves
ERM 90%/93%* -No radiacion -Baja disponibilidad n
*para ES -Discrimina esteatosis y | -Coste elevado N
100%/92%* grados de fibrosis 8
*para fibrosis o
avanzada w-

Tabla 2: Caracteristicas de las principales técnicas de imagen en el diagndstico y estadificacion de la
EHGNA (27, 28, 29)

1.6. Tratamiento

Actualmente, no existe una terapia definitiva establecida para EHGNA, debido a la complejidad de los
mecanismos patogénicos involucrados, la corta duraciéon de los ensayos disponibles y la probable
necesidad de una combinacién de tratamientos. Las agencias reguladoras todavia no han aprobado
un tratamiento especifico para EHGNA.

1.6.1. Intervenciones no farmacoldgicas

La literatura muestra que la pérdida de peso es el principal objetivo terapéutico en EHGNA. Un ensayo
prospectivo de 12 meses de duracidn (ver figura 4) que se baso en biopsias hepaticas pareadas mostrd
gue una reduccion del 3-5% del peso corporal mejora la esteatosis hepatica, mientras que una pérdida
de peso del 7 al 10% ya puede conducir a tasas significativas de resolucién de la esteatohepatitis
debido a la mejora de la inflamacidn hepdtica. En la misma linea de relacidn dosis-respuesta,
reducciones por encima del 10% del peso corporal se asocian a regresién de la fibrosis [30].

[ver ANEXO]

Figura 4: Efecto dosis-respuesta de la dieta y pérdida de peso en las diferentes etapas de la EHGNA
(En: [30] nuestra traduccion)

Ademas, el ejercicio fisico en pacientes afectos de EHGNA ha demostrado reducir la esteatosis
hepatica incluso en ausencia de pérdidas significativas de peso, probablemente debido a una
disminucién de las enzimas lipogénicas acetil-CoA carboxilasa y acido graso sintasa, como se ha
observado en modelos animales [31]. La evidencia cientifica sefiala también que la intensidad del
ejercicio no supone diferencias significativas en la reduccién de la esteatosis hepatica, mientras que
una duracion de éste superior a 150 minutos a la semana se asocié a un riesgo 44% menor de
desarrollar EHGNA. Todos estos resultados se explican porque los pacientes que realizan actividad
fisica durante mas de 150 minutos a la semana presentan una mejora en las enzimas hepaticas
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independientemente de la pérdida de peso, ademds de numerosos beneficios sobre los principales
factores de riesgo asociados, como la DM2 y la adiposidad central. Todo ello pone de manifiesto que
el sobrepeso y la obesidad son los principales factores de riesgo para el desarrollo de EHGNA, por lo
que las dietas restringidas en calorias se presentan como posible estrategia no farmacoldgica para el
tratamiento de la EHGNA. Diversos estudios sugieren que una reduccién de 500-1000 kcal/dia
conduce a descensos en el volumen de los adipocitos y en la inflamacién desde las primeras 48 horas
junto a una supresion de la glucosa enddgena. Cada vez es mas frecuente encontrar pruebas que
respalden los beneficios de la dieta mediterranea (verduras, legumbres, frutas, cereales integrales,
frutos secos, pescados y mariscos) por sus numerosos componentes antiinflamatorios y antioxidantes
(14].

1.6.2. Suplementos vitaminicos

Como se desprende de estudios con modelos animales, la vitamina D potencia los mecanismos
intracelulares de accidn de la insulina mediados por el sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) y los
receptores de vitamina D, facilitando asi la captacién de glucosa en el musculo y promoviendo la
expresion del transportador de glucosa dependiente de insulina 4 en los adipocitos. Aunque la
literatura confirma la asociacion entre niveles reducidos de 25-OH-Vitamina D y la presencia de
EHGNA, no existen datos derivados de estudios con grandes poblaciones, por lo que no se acepta
como tratamiento a dia de hoy [14].

1.6.3. Intervenciones farmacologicas

Dado el efecto perjudicial de la Rl sobre el tejido hepatico y adiposo, las terapias farmacoldgicas
dirigidas a resolverla son una opcién para los pacientes que asocian EHGNA y DM2. Ademas, es de
esperar que la pérdida de peso que inducen algunos medicamentos para la diabetes motive mejoras
en la progresion de la EHGNA. Por tanto, los antidiabéticos orales son una opcién terapéutica para
EHGNA en pacientes diabéticos.

El principal farmaco en el tratamiento de primera linea de los pacientes con DM2 es la metformina,
ya que sus beneficios sobre la Rl (e.g. disminucion de la tasa de gluconeogénesis y estimulacion de la
captacién muscular de glucosa) la convirtieron en un tratamiento potencial también para la EHGNA.
Una revisidn sistematica que incluyd a pacientes con EHGNA demostré que la metformina mejora el
panel bioquimico al reducir las enzimas hepaticas y disminuir la Rl y el IMC. En combinacién con un
estilo de vida saludable, ademas, la metformina promueve una pérdida de peso media del 6% en
pacientes con EHGNA y DM2, aunque no motiva una mejora histoldgica de la EHGNA [32].

Las tiazolidinedionas aumentan la sensibilidad a la insulina y son una posible opcion terapéutica para
la EHGNA. Entre ellas, la pioglitazona actla como agonista de los receptores gamma, que son
activados por proliferadores de peroxisomas y abundan en los adipocitos, aunque no son comunes en
el musculo. La activacidn de estos receptores nucleares estimula la adipogénesis, redistribuyendo
todo el tejido adiposo del cuerpo desde los depdsitos de grasa visceral a la subcutanea, lo cual es
importante, ya que la grasa visceral se asocia a peor grado de EHGNA y a enfermedad cardiovascular.
La pioglitazona mejora también la transcripcidon de genes de enzimas clave en la lipogénesis y mejora
la accién supresora de la insulina sobre la lipdlisis. En pacientes con EHGNA y DM2, aumenta la
concentracién plasmatica de adiponectina, conduciendo a una disminucién de triglicéridos hepaticos
y una mejora en el control glucémico. Ademads, este farmaco si demuestra una mejoria de la fibrosis
avanzada hepadtica. A pesar de todo, su uso estd limitado debido a sus efectos secundarios, como son
el aumento de peso, edema de extremidades inferiores y alto riesgo de fractura dsea [14].
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Otra opcidn son los agonistas del receptor del péptido similar al glucagdén 1 (GLP-1). La GLP-1 es una
hormona incretina secretada por el intestino que estimula la produccién y liberacidon de insulina,
inhibe la secrecion de glucagdn, retrasa el vaciamiento gdstrico y reduce el apetito, motivando una
restriccion en la ingesta de alimentos. Su vida media es corta debido al efecto de la enzima dipeptidil
peptidasa 4 (DPP4), que produce la lisis de la molécula GLP-1. Por lo tanto, dado su efecto
hipoglucemiante y cardioprotector, los agonistas de GLP-1 pueden ser agentes terapéuticos de
primera linea en pacientes afectos de DM2 y enfermedad cardiovascular aterosclerdtica establecida.
Asi, los datos clinicos de un estudio fase Ilb sobre la liraglutida han demostrado el beneficio de ésta
frente a placebo en la resolucién de la EHNA sin empeoramiento de la fibrosis. Ademas, el 83% de los
pacientes tratados con liraglutida durante 48 semanas mejoraron la esteatosis hepdtica frente a
placebo debido a la reduccién de la lipogénesis hepatica de novo. Otro analogo de la GLP-1 que utilizar
frente a la EHGNA es la semaglutida, que demostrd resolucién de la enfermedad en el 59% de los
pacientes tratados con 0,4 mg por semana frente al 17% en placebo. En todos los casos expuestos, la
mejora en EHGNA puede atribuirse tanto al efecto de los analogos de GLP-1 como a la pérdida de peso
concomitante [33].

Los inhibidores del cotransportador de sodio-glucosa 2 (SGLT 2) promueven la excrecién urinaria de
glucosa al inhibir su reabsorcidn tubular proximal renal. Los pacientes con EHGNA y DM2 tratados con
canaglifozina, dapaglifozina o empaglifozina mostraron una disminucién de la HBAlc y un descenso
en el acumulo de triglicéridos hepaticos, asi como en algunas enzimas hepaticas [14].

La tirzepatida es uno de los tratamientos mds recientes y condiciona una reduccidn significativa de los
niveles de biomarcadores relacionados con NAS, (e.g. k-18, Pro C-13) en los pacientes tratados, a pesar
de encontrarse aun en estudio en diferentes ensayos clinicos [14].

1.6.4. Tratamientos quirdrgicos para la obesidad

En caso de no existir mejoria hepatica en pacientes con obesidad severa y/o DM2 y EHGNA tras
adopcién de medidas higiénico-dietéticas y tratamiento farmacoldgico, se puede recurrir a
procedimientos quirurgicos para el control de la obesidad severa.

Datos clinicos de pacientes con obesidad y esteatosis hepatica sugieren que, un afio después de la
cirugia bariatrica, el sindrome metabdlico y la esteatosis hepatica mejoraron, probablemente debido
a la importante pérdida de peso asociada [34].

Con respecto al tipo de cirugia, los datos clinicos demostraron que el NAS disminuyé sustancialmente
al afo y a los 5 afos tras la cirugia especialmente en aquellos pacientes sometidos a un bypass gastrico
(en Y de Roux) en comparacién con la colocacién de banda gastrica ajustable [14].

1.6.5. Nuevos tratamientos

Los agonistas de FXR (acido obeticélico) se encuentran en la vanguardia del desarrollo de farmacos
para la EHGNA. Los FXR son receptores de acidos biliares en el intestino delgado y el higado. Cuando
se estimulan, provocan una reduccién en la sintesis de acidos biliares y otros cambios metabélicos en
el higado. En los ensayos clinicos se observé que con 25 mg diarios se logra una mejoria de la fibrosis
sin empeoramiento de la EHGNA en comparacién con el grupo placebo [30].

1.6.6. Abordaje terapéutico del paciente de EHGNA

La mejora de las condiciones dietéticas, asi como la realizacién de ejercicio fisico tienen un efecto muy
positivo en la progresidn de la esteatosis hepatica, ya que se combinan factores como la restriccion
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de la ingesta de lipidos y azlcares, el aumento en el aporte de antioxidantes y acidos grasos
beneficiosos y el efecto antiinflamatorio sistémico de la pérdida de peso.

Cuando las medidas higiénico-dietéticas no son suficientes, o en caso de padecer SM o DM2, se puede
tratar al paciente principalmente con antidiabéticos orales que hayan demostrado reducir la
acumulacién de grasa hepdtica, asi como su grado de fibrosis. Adicionalmente se estd trabajando con
otras dianas moleculares mas especificas para lograr una mayor efectividad en el futuro.

Como ultima opcidn, en pacientes obesos madrbidos (IMC>40 kg/m2) o severos (IMC>35 kg/m2) con
DM2 y EHGNA existe la opciéon de la cirugia bariatrica o metabdlica, que ha demostrado una mejora
de la EHGNA, principalmente asociada a la pérdida de peso motivada por la intervencion.

1.7. Proneurotensina

La neurotensina (NT) es un péptido de 13 aminoacidos con expresion tanto en el sistema nervioso
como en el tracto gastrointestinal (35, 36). Su secrecidn digestiva se activa por la ingesta de acidos
grasos principalmente (37), y su funcién es la de estimular la secrecién de jugos biliares y pancredticos
e inhibir la produccidn de acido clorhidrico (38, 39). Ademas, tiene efecto neuromodulador negativo
sobre el apetito (40). Sus niveles tienden a ser bajos en sujetos con obesidad mdrbida (OM) cuando
se comparan con pacientes con normopeso (41), mientras que se elevan tras cirugia bariatrica (41, 42,
43). En modelos animales, la deficiencia de NT conlleva una reduccién de la absorcién intestinal de
lipidos y protege de la obesidad, la ES y la Rl asociadas a dietas de alto contenido graso [44].

La proneurotensina (pro-NT) es el precursor de la NT, y se encuentra elevada en pacientes con
obesidad y resistencia a la insulina [44], ademas de asociarse con el desarrollo de diabetes,
enfermedad cardiovascular, cancer de mama y muerte en sujetos no obesos [45]. Los niveles de pro-
NT se incrementan tras cirugia de by-pass gastrico [46].

Parece, por tanto, que la obesidad y la RI, que son patologias directamente relacionadas con la
fisiopatologia de la EHGNA, guardan relacion con los niveles de NT y pro-NT.

1.8. Proneurotensina y EHGNA

Los dos frentes desde los que podemos relacionar la EHGNA y la NT son: su rol en la absorcidn grasa
en el intestino delgado, que ird a favor de su infiltracién y acumulacién en el tejido hepatico; y su papel
en el desarrollo de Rl y DM2, que son enfermedades ligadas a la patogenia de la EHGNA.
Probablemente, la respuesta se encuentre en una combinaciéon de ambos.

Elinterés de la pro-NT en el contexto de nuestro estudio radica en su estabilidad como molécula frente
a la NT, que deberia permitirnos determinar de manera precisa la relacidn entre la secrecién de esta
hormonay la EHGNA.

2. Hipétesis
Dado que la literatura cientifica ha demostrado que:

- Los niveles de NT se han relacionado con la presencia de obesidad y sindrome metabdlico, asi como
de EHGNA,

- La NT es un péptido inestable,

- Existe asociacién entre los niveles de pro-NT en sangre y la obesidad, asi como con el riesgo de
desarrollar diabetes en individuos con normopeso, por lo que podria existir relacidon entre la pro-NT y
la EHGNA, pues el mecanismo fisiopatogénico de esta entidad estd intimamente ligado a la Rl propia
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de pacientes con sindrome metabdlico y DM2. Estos pacientes son una poblacién de riesgo para sufrir
esta hepatopatia crénica,

- La neurotensina un péptido intestinal liberado después de la ingestién de grasas que facilita la
absorcion de lipidos y el metabolismo lipidico hepatico, que participa en la patogenia de EHGNA.

En ese sentido, hipotetizamos que los niveles de pro-NT en pacientes de EHGNA estdn alterados con
respecto a individuos que no presentan la enfermedad. Ademas, pueden existir diferencias entre los
niveles circulantes de pro-NT de pacientes con ES o con EHNA. Los niveles de pro-NT se relacionan con
el metabolismo lipidico.

3. Objetivos
Objetivo principal:

- Analizar los niveles de pro-NT en plasma en mujeres con EHGNA y OM.
Objetivos secundarios:

- Evaluar si los niveles circulantes de pro-NT son diferentes entre pacientes con OM o sujetos
con peso normal.

- Evaluar si los niveles circulantes de pro-NT son diferentes entre pacientes con OM y diabetes
mellitus tipo 2 o pacientes con OM sin diabetes.

- Evaluar si los niveles circulantes de pro-NT son diferentes entre pacientes con OM y EHGNA o
pacientes OM con higado normal.

- Evaluar silos niveles circulantes de pro-NT podrian ser biomarcadores diagndsticos de EHNA.

- Analizar la expresidon génica hepatica de los principales genes del metabolismo lipidico
hepatico.

- Analizar la posible relacién entre la expresion de ARNm hepatico de los principales genes
relacionados con el metabolismo lipidico y los niveles de pro-NT.

4. Material y métodos
4.1. Participantes

El estudio fue aprobado por el Comite etic d’investigacié amb medicaments de I'Institut d’investigacio
Sanitaria Pere Virgili (23¢/2015) y todos los participantes dieron su consentimiento informado por
escrito.

La poblacidn de estudio incluyd 74 mujeres caucasicas: 18 controles con Normopeso (IMC<25 kg/m?2)
y 56 mujeres con OM (IMC>40 kg/m?2). El estudio solo incluyd mujeres para evitar diferentes sesgos y
factores de confusién, como el género. Las muestras del estudio se obtuvieron mediante biopsia
hepatica practicada en el curso de cirugia baridtrica laparoscdpica planificada en el grupo de mujeres
con OM (todas las biopsias se indicaron con fines diagndsticos).

El diagnéstico de EHGNA se realizé en pacientes con patologia hepatica e ingesta de etanol inferior a
10 g al dia. Por otra parte, los criterios de exclusién para pacientes con OM fueron:

1. Uso recurrente de fdrmacos que puedan causar esteatosis hepatica.
Uso recurrente de farmacos hipolipemiantes, incluidos los agonistas de peroxisomas PPARa y
PPARy.

3. Pacientes diabéticos que reciban insulina o tomen farmacos que influyan en los niveles de
insulina enddgena.

4. Pacientes menopdusicas y posmenopausicas, o pacientes en tratamiento anticonceptivo.
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5. Pacientes con enfermedad aguda o evidencia actual de enfermedades inflamatorias,
infecciones agudas o crénicas y/o enfermedades malignas en etapa terminal.

En la cohorte de sujetos con OM, 16 mujeres tenian Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (diagnosticada
segun criterios de las guias de la American Diabetes Association), de las que el 88% recibia tratamiento
antidiabético (no insulina). En cuanto a la cohorte de las mujeres con EHGNA, 14 de ellas tenian DM2.
Otras 15 mujeres del total de la cohorte presentaban dislipemia, de las que el 60% recibia tratamiento
hipolipemiante. Por ultimo, 27 mujeres del total de la cohorte presentaba Hipertensién Arterial (HTA),
y de estas el 78% recibia tratamiento antihipertensivo.

4.2. Tamaiio de la muestra

Asumiendo un riesgo de a de 0,05 y un riesgo de B de < 0,2 en un contraste bilateral, eran necesarios
20 participantes por grupo para detectar una diferencia 2 0,2 unidades, asumiendo una Desviacién
Estandar Comun (DE) de 0,3.

4.3. Patologia hepatica

Las muestras hepaticas fueron calificadas por un hepatopatélogo experimentado usando los métodos
descritos por Kleiner [47].

Se evaluaron las muestras hepaticas en funcién de la presencia y el grado de esteatosis macrovesicular
para ES vy, segun la inflamacién portal y lobulillar, la fibrosis (intensidad y ubicacion), la balonizacién
hepatocelular y la hialina de Mallory, para identificar muestras de EHNA.

Las muestras con menos de un 5% de esteatosis macrovesicular sin presencia de inflamacidon se
definieron como higado normal.

Dependiendo de su patologia hepatica, las pacientes con OM fueron subclasificadas de acuerdo con
la siguiente clasificacion histoldgica:

- Higado normal (n=20).
- Esteatosis simple (esteatosis micro/macrovesicular sin inflamacién ni fibrosis, n=17).
- EHNA (n=19).

4.4. Analisis bioquimicos

A cada paciente se le realizé un examen antropométrico, fisico y bioquimico completo. Los parametros
bioguimicos se analizaron utilizando un analizador automatico convencional tras 12 horas de ayuno.
La Rl se estimé mediante HOMAZ2-IR, una calculadora que estima la funcidn de las células beta en
reposo (%B) y la sensibilidad a la insulina (%S) como porcentajes de una poblacién de referencia
normal, para lo que bastan los valores de glucosa e insulina en plasma.

Los niveles de pro-NT se midieron con el sphingotest pro-NT assay (SphingoTec GmbH, Hennigsdorf,
Germany). Se trata de un ELISA de quimioluminiscencia tipo “sandwich” o no competitivo, en el que
se usan dos anticuerpos especificos para dos epitopos diferentes en el antigeno diana, empleando en
este caso dos anticuerpos monoclonales dirigidos contra la pro-NT (trazadores y anticuerpo de
captura). El ensayo se calibré usando diluciones de pro-NT nativo.

Las muestras de calibracién (50 plL) se pipetearon en placas de microtitulacién de 96 pocillos
recubiertas de poliestireno blanco (Greiner Bio-One International AG, Kremsmiinster, Austria).
Posteriormente, se agregd anticuerpo monoclonal anti-pro-NT marcado (200 pL) y se incubaron las
placas durante 20 horas a 229C sin agitacion.
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El trazador no unido se eliminé usando una solucidn de lavado (350 uL por pocillo, cuatro veces),
midiéndose la quimioluminiscencia restante posteriormente, durante 1 segundo por pocillo, usando
el lector de luminiscencia de placas de microtitulacién Centro LB 960 (Berthold Technologies GmbH &
Co. KG, Bad Wildbad, Alemania).

El nivel de pro-NT se determiné utilizando una curva de calibracion de cinco puntos (5,9-482 pmol/
L). Los calibradores y las muestras se procesaron por duplicado con un coeficiente de variacién
requerido <15% entre los duplicados. Se informé del valor medio de los duplicados de cada muestra.
La sensibilidad analitica (limite de deteccién) fue <3 pmol/Ly el rango medible fue de 5,9 a 482 omol/L.

4.5. Expresion génica en el higado

Las muestras hepaticas recogidas durante la cirugia bariatrica se conservaron en RNAlater (Qiagen,
Hilden, Alemania) a 42Cy se procesaron y almacenaron después a -802C. EI ARN total se extrajo de los
tejidos utilizando el mini kit RNeasy (Qiagen, Barcelona, Espafia).

La transcripcion inversa a cDNA se realizé con el kit High-Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems,
Madrid, Espafia). La PCR cuantitativa en tiempo real se realizé con el ensayo TagMan disefiado
previamente por Applied Biosystems para la deteccion los principales genes relacionados con el
metabolismo de los lipidos hepaticos, entre los que encontramos los genes que codifican las siguientes
proteinas: SREBP1c, SREBP2, transportador del cassette de unién a ATP miembro 1c de la subfamilia
G (ABCG1c), transportador del cassette de union a ATP miembro 1 de la subfamilia A (ABCA1), acetil-
CoA carboxilasa (ACC1), carnitina palmitoiltransferasa 1A (CPT1A), carnitina O-octanoiltransferasa
(CRQOT), PPARY, PPARa, PPARS, acido graso sintasa (FAS), receptor X alfa del higado (LXRb), receptor X
de acidos biliares (FXR) y proteinas de unién a acidos grasos (FABP).

La expresion de cada gen se calculd en relacion a la expresion del ARN 18S. Todas las reacciones se
realizaron por duplicado en placas de 96 pocillos utilizando el sistema de PCR rapida en tiempo real
7900HT (Applied Biosystem, Foster City, CA, EE. UU).

4.6. Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS/PC+ para Windows (version 23,0; SPSS,
Chicago, IL, EE. UU). Se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribucion de las
variables. Las variables continuas se informaron como la media (desviacién estandar), mientras que
las variables no continuas se reportaron como la mediana y el rango intercuartilico (Percentil 25 —
Percentil 75).

Los diferentes analisis comparativos se realizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney o la prueba
de Kruskal-Walis (variables no paramétricas), segin la presencia de dos o mas grupos,
respectivamente.

La fuerza de la asociacion o correlacidn entre variables se calculd mediante el método de Spearman.
Por ultimo, todos valores de p<0,05 se establecieron como estadisticamente significativos.

5. Resultados

5.1 Caracteristicas basales de los sujetos

Las caracteristicas generales y determinaciones bioquimicas de la cohorte estudiada se presentan en
la Tabla 3. En primer lugar, clasificamos a los sujetos segun su indice de masa corporal (IMC) en dos
grupos: mujeres con Normopeso (n=18) y mujeres con OM (n=56), siendo estos grupos comparables
en términos de edad (p=0,079).
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Por una parte, se observé como las pacientes con OM presentaron niveles significativamente
aumentados (p<0,05) de glucosa en ayunas, insulina, de evaluacién del modelo de homeostasis de
Insulino-Resistencia (mediante la calculadora HOMA2-IR), hemoglobina glucosilada (HblAc),
triglicéridos y colesterol total que las mujeres con Normopeso.

El colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDLc) presentd una disminucién mas significativa en
el grupo de mujeres con OM que en el grupo de normopeso (p<0,05). Asi como los niveles de Aspartato
aminotransferasa (AST), Alanina aminotransferasa (ALT) y Fosfatasa alcalina (ALP) fueron mas
elevados en pacientes con OM en comparacion con los de normopeso (p<0,05).

Variables Normopeso OM (n = 56) EHGNA (n = 36)
(n=18) HN (n = 20) EHGNA (n = 36) sS (n=17) EHNA (n = 19)
Edad (afios) 43,50 £ 6,73 44,54 + 10,02 48+9,79 46,19 + 10,78 49,63 + 8,78
Peso (kg) 54,2 (51-6543)a | 115,5(41,54-50,79)  119,5 (109 — 129,75) 120 (109,80 - 134) 119 (107 - 123)
IMC (kg/m2) 21,97 (20,79-24.08)a 46,41 (41,53 -50,79) 46,5 (44,03—51,69) = 46,87 (43,03—56,09) 46,2 (44,26 — 48,59)
Cintura (cm) 71,5 (68,5 — 82,5)a 125,25 (115 - 144) 130 (124 - 136,5) 133 (124 - 137) 129 (122,75 - 133)

Glucosa (mg/dL)

90 (84,5 — 98,50)a

83 (76 - 95)

116 (103 — 152)b

115,5 (101,50 — 139,25)c

116 (103 — 152)d

Insulina (mUl/L)

11(7,31-14,03)

16.31 (10,69 — 24.26)b

17,6 (10,60 — 25,4)

15,24 (10,78 — 22,50)d

7,8 (4,90 - 10,06)a
)

HOMA2-IR 1,05 (0,60 — 1,30)a 1,15 (0,90 — 1,65) 2,3(1,45-3,4)b 2,65 (1,30 — 3,45) 2(1.50 - 3.20)d
HbALc (%) 5(4,6-5,3)a 5(4,6-5,3) 5,5(5-6,5)b 5.8(5-6.2)c 5.1(4.9-6.6)
Colesterol (mg/dL) 197,59 + 30,21a 166,60 + 29,64 181,14 + 34,12 177,25 + 36,29 184,42 +32,81
cHDL (mg/dL) 64 (49,75 — 73)a 48 (40-57) 38,10 (35,75 — 43,25)b 36,5(29 — 41,05)c 41 (36,75 - 44)d
cLDL (mg/dL) 114,46 + 28,85 89,61 + 25,27 107,01 +29,12b 105,49 + 30,69 108,53 + 28,38 d
Triglicéridos (mg/dL) | 85 (52,5 — 169,25)a 124 (75 - 167) 162 (122,50-239)b | 168 (109,37- 243,75) 160 (124 — 239)
AST (UL/L) 19,5 (15,25-22,50)a | 21 (18.25 — 26.25) 32(24,75-54)b 31,5(25,25-54) ¢ 36,5 (20,50 — 52,50)d
ALT (UI/L) 15 (11.50 — 20,50)a 18,5 (16 — 27,25) 35(27-53)b 33 (27,50 -51,25) ¢ 37 (24 - 62)d
GGT (UI/L) 11(9-21)a 17 (10,50 - 26) 27,5 (15,75 - 43)b 30 (16— 41) 25 (15 - 66)
ALP (UI/L) 55,71 + 14,67a 60,33 + 11,49 70,80 + 15,71b 68,87+ 15,58¢ 72,51+ 16,07 d

Tabla 3: Variables de estudio antropométricas y bioquimicas clasificadas segtin el IMC y la clasificacion
histopatoldgica hepatica.

OM, Obesidad mdérbida; EHGNA, enfermedad del higado graso no alcohdlico; HN: higado normal; SS, esteatosis
simple; EHNA, esteatohepatitis no alcoholica; IMC, indice de masa corporal; HOMA2-IR, método de evaluacién
del modelo homeostatico 2 de la resistencia a la insulina; HbAlc, hemoglobina glicosilada; HDLc, colesterol de
lipoproteinas de alta densidad; LDLc, colesterol de lipoproteinas de baja densidad; AST, aspartato
aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; GGT, gamma-glutamiltransferasa; ALP, fosfatasa alcalina. Los
datos se expresan como media + desviacion estdndar o mediana (rango intercuartilico), segtin la distribuciéon de
las variables. (a) Existen diferencias significativas entre Normopeso y pacientes con OM (p<0,05). (b) Existen
diferencias significativas entre pacientes con HN y EHGNA (p<0,05). (c) Existen diferencias significativas entre
pacientes con HN y SS (p<0,05). (d) Existen diferencias significativas entre pacientes con HN y EHNA (p<0,05).

Por otra parte, clasificamos a las pacientes con OM de acuerdo con su clasificacion histopatolégica
hepatica como Higado normal/sano (n=20) o EHGNA (n=36). Se encontrd que los niveles de glucosa,
insulina, HOMAZ2-IR, Hb1Ac, colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDLc) y triglicéridos
aumentaron de manera significativa en sujetos con EHGNA en relacién a sujetos con un higado normal
(p<0,05). Por ultimo, cabe sefialar que las enzimas hepaticas, AST, ALT y ALP tuvieron un valor mas
elevado en pacientes con EHGNA (p<0,05).

5.2. Niveles circulantes de Pro-neurotensina en la cohorte estudiada

En primer lugar, estudiamos los niveles de pro-NT en mujeres con OM y mujeres con hormopeso, pero
no encontramos diferencias significativas, como se muestra en la Figura 5A. Posteriormente,
determinamos las diferencias en los niveles de pro-NT entre las pacientes diabéticas y no diabéticas
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con OM, objetivandose niveles mas altos de pro-NT en las pacientes diabéticas, como se muestra en
la Figura 5B. Finalmente, cuando estudiamos las diferencias en los niveles de pro-NT entre diabéticas
y no diabéticas en la cohorte con OM y EHGNA, no encontramos diferencias significativas (p=0,133).

También se analizaron las posibles diferencias en los niveles de pro-NT segun la presencia o ausencia
de EHGNA. En este analisis, encontramos niveles significativamente mas elevados de pro-NT en
mujeres con OM y EHGNA que en mujeres con obesidad mdrbida sin EHGNA, como se muestra en la
Figura 5C.

Ademas, para estudiar el posible papel de la pro-NT en la progresién de EHGNA, la cohorte con
obesidad mérbida se clasificd en Higado Normal (HN), Esteatosis simple (SS) y Esteatohepatitis (EHNA).
En este sentido, encontramos diferencias significativas entre el grupo HN y NASH. No obstante, no
encontramos diferencias entre los sujetos HN y SS ni entre los grupos SS y EHNA, como se muestra en
la Figura 5D.
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Figura 5: (A) Niveles séricos de pro-NT en mujeres con Normopeso (NP) y mujeres con OM. (B) Niveles séricos de pro-NT en
mujeres diabéticas con OM y mujeres no diabéticas con OM. (C) Niveles séricos de pro-NT en mujeres con OM e Higado
normal frente a EHGNA. (D) Niveles séricos de pro-NT en mujeres con OM con HN frente a SS frente a EHNA.

NP: normopeso; OM, obesidad madrbida; HN; higado normal; EHGNA, enfermedad del higado graso no alcohdlico; SS,
esteatosis simple; EHNA, esteatohepatitis no alcohdlica. p<0,05 se considera estadisticamente significativo.

Dado que los niveles de pro-NT pueden verse afectados por el uso de farmacos antidiabéticos, nuestro
objetivo fue determinar si existian niveles diferenciales de pro-NT entre aquellos pacientes con o sin
medicacion antidiabética, pero no se encontraron diferencias significativas en la cohorte de obesidad
morbida (p=0,267) o en la cohorte EHGNA (p=0,198). En cuanto al tratamiento de la dislipemia, no
hubo diferencias significativas en los niveles plasmaticos de pro-NT en aquellos pacientes con o sin
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tratamiento hipolipemiante en ninguna cohorte de pacientes (cohorte de obesidad mérbida [p=0,864]
y cohorte de EHGNA [p=0,412]).

5.3. Expresion hepatica de los principales genes relacionados con el metabolismo de los lipidos
hepaticos

Dado que NT y pro-NT parecen guardar relacidn con la absorcidn grasa en el intestino delgado, y la
infiltracidon y acumulacidn en el tejido hepatico, primero quisimos analizar la expresién hepatica de los
genes implicados en el metabolismo de los lipidos hepaticos SREBP1c, SREBP2, ABCG1c, ABCA1, ACC1,
CPT1A, CROT, PPARa, PPARS, PPARYy, FAS, LXRa, FXR y FABP en funcidn de la presencia o ausencia de
EHGNA v la clasificacion histopatoldgica del higado. Posteriormente, se analizard si estas expresiones
guardan relacion con la pro-NT. Cabe sefalar que encontramos diferencias significativas en la
expresion de mRNA de los genes SREBP2, ABCG1c, CROT, FAS, LXRa, PPARS y PPARy, como se muestra

en la Figura 6.
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Figura 6: Diferencia de la expresion en higado de ARNm de SREBP2, ABCG1lc, CROT, FAS, LXRa, PPARS y PPARy entre los
grupos HN frente a EHGNA y entre los grupos HN, SSy EHNA.

HN; higado normal; EHGNA, enfermedad del higado graso no alcohdlico; SS, esteatosis simple; EHNA, esteatohepatitis no
alcohdlica; SREBP2, proteina de unién a elementos reguladores de esteroles 2; ABCG1c, transportador del cassette de unién
a ATP miembro 1c de la subfamilia G; CROT, carnitina O-octanoiltransferasa; FAS, acido graso sintasa; LXRa, receptor X alfa
del higado; PPARS, receptor de peroxisoma-proliferador activado delta y PPARy, receptor de peroxisoma-proliferador
activado gamma. p<0,05 se considerd estadisticamente significativo.

5.4 Correlaciones de los niveles de pro-NT con parametros bioquimicos y clinicos y con la expresién
hepatica de los principales genes relacionados con el metabolismo de los lipidos en el higado

Por el hecho de encontrar diferencias en los niveles de pro-NT segln la presencia de EHGNA,
decidimos determinar si existia una relacion entre los niveles circulantes de pro-NT vy la inflamacién
lobulillar o, la presencia de balonizacidn hepdtica; pero no se encontré ninguna correlacion
significativa ([rho=0,190; p=0,157] y [rho=0,173; p=0,199], respectivamente).

Como hemos mencionado anteriormente, dado que se ha descrito una relacién entre la pro-NT y la
absorcién de lipidos a nivel intestinal, también se analizé la existencia de algun tipo de asociacion en
este sentido entre los niveles plasmaticos de pro-NT y pardmetros metabdlicos lipidicos, asi como con
la expresion de mRNA de los principales genes relacionados con el metabolismo lipidico hepatico.

En cuanto a los parametros bioquimicos que representan el metabolismo de los lipidos, encontramos
una correlacion positiva entre los niveles de pro-NT y los niveles de LDLc (Figura 7).
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Figura 7: Correlacion entre los niveles plasmaticos de pro-NT y LDLc. Pro-NT, pro-neurotensina; LDLc, colesterol de
lipoproteinas de baja densidad. p<0,05 se considera estadisticamente significativo.
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Finalmente, cuando analizamos la asociacién de los niveles de pro-NT con la expresidn hepatica de
genes relacionados con el metabolismo de los lipidos (SREBP1c, SREBP2, ABCG1c, ABCA1, ACC1,
CPT1A, CROT, PPARa, PPARS, PPARy, FAS, LXRa, FXR y FABP), no encontramos ninguna correlacién
significativa.

6. Discusion

Este estudio ha tenido por objeto evaluar el rol del péptido NT en la patogénesis de la EHGNA
(analizando los niveles de su precursor en lugar de la NT, dada su mayor estabilidad) en una cohorte
de mujeres con EHGNA asociada a obesidad y, ademas, investigar su relacién con el metabolismo
lipidico. Los hallazgos mas destacados indican que las mujeres con EHGNA asociada a OM presentaban
niveles incrementados de pro-NT respecto a las mujeres con OM sin EHGNA. Ademas, los niveles de
pro-NT fueron mayores en las pacientes con EHNA que en aquellas con higado normal. A ello se ha de
afiadir que los niveles de pro-NT se correlacionaban de manera positiva con los niveles de colesterol
LDL; sin embargo, no se encontrd asociacidon con la expresién de RNA de los principales genes
relacionados con el metabolismo lipidico hepatico.

Por otro lado, hemos de sefalar que, en el presente estudio, no se encontraron diferencias
significativas entre los niveles de pro-NT en mujeres con normopeso y aquellas con OM, en linea con
estudios previos [48]. Sin embargo, los pacientes con EHGNA demostraron niveles incrementados de
pro-NT respecto a pacientes con OM en ausencia de EHGNA. Por tanto, la presencia de EHGNA, y no
la presencia de obesidad, se asocid con niveles plasmaticos elevados de pro-NT. Estos resultados son
similares a los de Barchetta et al. [49, 50] y de Mohamed et al. [51], aunque este ultimo estudio se
limita a calcular valores medios de pro-NT en controles sanos y pacientes de EHGNA para demostrar
asociacion sin analizar si existe relacion entre los niveles de pro-NT y los distintos rangos de IMC para
normopeso, sobrepeso y obesidad tanto en individuos sanos como pacientes de EHGNA. Ademas su
cohorte incluyd individuos de diversas edades pertenecientes a ambos sexos en los dos grupos, y el
diagndstico de EHGNA para el grupo de pacientes de EHGNA se basé en la ecografia hepdtica y la
analitica y no en la histopatologia, todo lo cual puede haber introducido factores de confusidn en el
estudio.

En cuanto a las discrepancias de esta asociacion entre pro-NT y EHGNA con la literatura cientifica
previa, un estudio de 2017 demostré niveles disminuidos de NT en mujeres con OM y EHGNA [52].
Una posible explicacion a este hallazgo puede tener que ver con la estabilidad de la pro-NT en plasma
frente a la de su precursor. La NT tiene una vida media de 2-6 minutos en humanos (53, 54), por lo
gue no parece una molécula muy estable como marcador de enfermedad. La pro-NT, sin embargo, es
mucho mas estable, ya que segun estudios in vitro permanece en suero y plasma al menos 48 horas a
temperatura ambiente [54]. Sin embargo, como hemos apuntado ya, tanto los niveles de pro-NT [46]
como los de NT se incrementan tras cirugia baridtrica [41, 42, 43], con efectos inhibidores sobre el
apetito [46], quiza en respuesta a la merma en la capacidad de absorcidn grasa. Dada su vida media,
la metabolizacién de la NT se producira cerca del lugar en que se secreta, el intestino, de lo que se
deduce que sus 6rganos diana han de ser el intestino y el higado a través del eje hepato-intestinal. Se
sabe que endopeptidasas como la 3.4.24.16 contribuyen a la degradacidn de la NT [55], y el nivel de
éstas aparece incrementado en modelos animales de obesidad [56], lo que podria explicar los bajos
niveles de NT en pacientes obesos respecto a la elevacion de la pro-NT, y la normalizacion al alza de
tanto la NT como su precursor tras cirugia bariatrica. En esta misma linea, se podria especular con que
la metabolizacién de la NT se produce en parte a nivel hepatico y que el mecanismo se encuentra
alterado en la EHNA, motivando las diferencias que se observan en su presencia en plasma con
respecto a su precursor. Sin embargo, el mecanismo de degradacién de la NT en la EHNA no estd
descrito, por lo que son necesarios estudios en esa linea para arrojar mas luz sobre estas diferencias
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entre moléculas en pacientes de EHGNA. Por ultimo, el rol anorexigeno de la NT en la
neuromodulacién del apetito no parece coherente con el incremento de los niveles de pro-NT en
EHGNA descrito en el presente estudio y otros [49, 50, 51], ya que en principio deberia promover la
disminucién de la ingesta con la consiguiente disminucidn en el consumo de grasas y carbohidratos.
En este sentido, podria existir algiin mecanismo de resistencia a la hormona a nivel cerebral, como ya
se ha teorizado también en el caso de la leptina, que promueve la saciedad y sin embargo se encuentra
elevada en EHGNA [57].

En cuanto a los niveles de pro-NT y su asociacion con la histopatologia de los distintos estadios de la
EHGNA, se encontraron diferencias significativas entre los grupos con HN y EHNA. Sin embargo, no se
describieron diferencias significativas entre los grupos con ES y EHNA, lo que sin embargo si se habia
evidenciado en el estudio de Barchetta et al. [48]. Estas discrepancias podrian explicarse por las
caracteristicas diferenciales entre las poblaciones de ambos estudios, como pueden ser la edad, sexo
e IMC. Ademas, no se hallé asociacidn entre los niveles de pro-NT y la presencia de inflamacién lobular
o balonizacién hepdtica, como si se pudo objetivar en el reciente estudio de Dongiovanni et al. [58].
Estos autores describieron también varias asociaciones entre diversas variantes genéticas de la NT y
la fibrosis avanzada y el hepatocarcinoma en pacientes con EHGNA, lo que probablemente esté
relacionado con la actividad proteica de la NT. Por todo lo sefialado, algunos autores han considerado
que la pro-NT es un péptido implicado en la patogénesis de la EHGNA/EHNA por medio de una
absorcion intestinal incrementada de lipidos y la induccién de condiciones pro-inflamatorias en el
tejido adiposo [59].

Por ultimo, el estudio también se centré en comprobar si la pro-NT influye en el metabolismo lipidico,
dado que la NT puede incrementar la absorcién intestinal de lipidos [49]. La Unica relacion descrita fue
una correlaciéon positiva con el colesterol LDL. Este resultado concuerda con el estudio de Barchetta
et al., donde también se describid una correlacidn positiva entre los niveles plasmaticos de colesterol
LDL y pro-NT [49]. Se ha de sefialar que nuestras pacientes obesas no presentaban dislipemia severa;
solo 15 de las pacientes presentaban dislipemia leve, y 9 de ellas seguian tratamiento con estatinas.
Ademas, nuestras pacientes con OM se sometieron a una dieta muy hipocalérica tres meses antes de
pasar por quiréfano, mientras que las pacientes con normopeso seguian una dieta normal, lo que
condicioné que las pacientes con OM presentaran niveles de colesterol LDL inferiores a los de las
pacientes con normopeso. La correlaciéon entre el colesterol LDL y la pro-NT se puede explicar porque
en las pacientes con OM, a medida que la EHGNA progresa, los niveles de pro-NT se incrementan,
promoviendo la absorcién intestinal de lipidos y provocando un incremento en los niveles de
colesterol LDL en plasma.

Al analizarse la expresidn hepatica de determinados genes relacionados con el metabolismo lipidico,
encontramos distinta expresién de los genes SREBP2, ABCG1c, CROT, FAS, LXRa, PPARS, y PPARy en
nuestra cohorte de pacientes con OM con o sin EHGNA. En este sentido, nuestras pacientes de EHGNA
mostraron niveles de expresién incrementado de los genes SREBP2 y ABCG1 implicados en la secrecion
de lipoproteinas, y de CROT y FAS, que se relacionan con la oxidacion grasa y la acumulacién de grasa
hepatica [60, 61]. Asimismo, nuestras pacientes de EHGNA mostraron niveles disminuidos de PPARS
y PPARYy, que se habia relacionado con anterioridad con un incremento de la sensibilidad a la insulina
[62]. Cuando evaluamos la posible relacién entre la pro-NT y la expresidn hepatica de estos genes
relacionados con el metabolismo lipidico hepatico, no encontramos asociacidon alguna. En este
sentido, el estudio de Barchetta et al. [50] mostrd que los niveles plasmaticos de pro-NT se asociaban
con niveles elevados de TG tras ajustar para multiples factores de confusion [48].

Es importante sefialar que, aunque nuestra poblacién de estudio nos permitié establecer una relacion
clara entre mujeres con OM y EHGNA vy alteracién de los niveles de pro-NT sin la interferencia de
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factores de confusién, como son la edad o el sexo, estos resultados no son extrapolables a hombres,
mujeres de otras edades, individuos con otros grados de obesidad o individuos con normopeso. Habia
mujeres en nuestra cohorte en tratamiento con antidiabéticos orales o hipolipemiantes, que son
medicamentos con efectos potenciales sobre el transporte de la bilis y que se ha demostrado que
pueden afectar a la secrecién de otros péptidos intestinales [63]. Por esta razdn, se estudié el efecto
de tales tratamientos en los niveles de pro-NT pero no se hallaron diferencias significativas entre las
pacientes sometidas a estas terapias y las que no las seguian.

7. Conclusiones

Nuestro estudio confirma que los niveles de pro-NT se elevan en EHGNA/EHNA y que existe asociacidn
entre los niveles de pro-NT y los niveles de colesterol LDL. Por tanto, aunque son necesarios nuevos
estudios para confirmar el rol de la pro-NT en la progresion de la EHGNA y para evaluar esta molécula
como posible diana terapéutica, parece demostrada su relacién con el desarrollo de esta enfermedad
tan prevalente.
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ANEXO
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Figura 1: Progresion de la fibrosis en la EHNA (adaptado de [3])
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Figura 2: Prevalencia global de la enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) en 2018 (En:
(81)
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