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ABREVIACIONES

ACC: Acetil CoA carboxilasa

ACE-ARBS: Angiotensin converting enzyme and angiotensin receptor blockers
(Blogueadores de los receptores de angiotensina)

AG: Acidos grasos

ALT: Alanina aminotransferasa

AOS: Apnea obstructiva del suefio
AST: Aspartato aminotransferasa
CE: Colesterol esterificado

CL: Colesterol libre

CM: Quilomicrones

CoA: Coenzima A

CPAP: Presion positiva continua en la via aérea
DNL: Lipogénesis hepatica de novo

DLP: Dislipemia

FL: Fosfolipidos

GGT: Gamma-glutamil transferasa

HDL: High density lipoproteins (Lipoproteinas de alta densidad)

HOMAIR: Homeostatic model assessment for insulin resistance (Modelo

homeostatico para la evaluacion de la resistencia a la insulina).

HT: Hipertension

IDL: Intermediate density lipoproteins (Lipoproteinas de densidad intermedia)



IMC: indice de masa corporal
LDL: Low density lipoproteins (Lipoproteinas de baja densidad)
LSG: Laparascopic Sleeve Gastrectomy (Gastrectomia vertical)

NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease (Enfermedad del higado graso no

alcohdlico)

NAS: NAFLD Activity Score (Actividad de la NAFLD)

NASH: Non-Alcoholic SteatoHepatitis (Esteatohepatitis no alcohdlica)
NPCL1L: Proteina Niemann-Pick C1 Like 1

PAD: Presion arterial diastolica

PAS: Presion arterial sistolica

SREBP: Sterol regulatory element binding protein (Proteina de unién a

elementos reguladores de esteroles)

T2DM: Diabetes mellitus tipo 2
TG: Triglicéridos

VLDL: Very low density lipoproteins (Lipoproteinas de muy baja densidad)
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RESUMEN

El higado desempefia un papel importante en la regulacion de las lipoproteinas,
que son responsables del transporte y almacenamiento de lipidos en el cuerpo.
Las enfermedades hepaticas, como la enfermedad del higado graso no
alcoholico (NAFLD), pueden alterar el metabolismo y la composicion de las
lipoproteinas. Hay cinco clases principales de lipoproteinas: quilomicrones,
VLDL, LDL, IDL y HDL. Cada una tiene diferentes caracteristicas y composicion
lipidica. En la via exdgena, los lipidos se transportan desde el intestino y el
higado a las células periféricas. En la via endégena, el higado sintetiza y secreta
VLDL, que se convierten en IDL y LDL en el plasma. El colesterol se absorbe de
la dieta y se sintetiza en el higado, y su metabolismo esta regulado para

mantener la homeostasis lipidica.

En este trabajo se estudié el perfil lipoproteico de pacientes con NASH y
pacientes sin NASH y se observd que el conjunto lipoproteico caracteristico de

la NASH es consecuencia de esta misma y puede servir como diagnéstico.

Palabras clave: HDL, IDL, LDL, metabolismo lipoproteico, NAFLD, NASH,
obesidad tipo Ill, VLDL



INTRODUCCION

El higado juega un importante papel en la regulacion de la sintesis y degradacion
de lipoproteinas, responsables de la homeostasis metabdlica y de facilitar el
transporte y almacenamiento de lipidos, como el colesterol y los triglicéridos, en
varios tejidos. De este modo, las enfermedades que afectan al higado estan
asociadas con graves alteraciones en el metabolismo y composicion de las

lipoproteinas (1).
Metabolismo lipoproteico

Debido a la naturaleza hidrofébica de los lipidos, estos dependen de la
asociacion con unas proteinas de transporte denominadas apolipoproteinas para
poder ser transportados en el plasma, formando asi las lipoproteinas. Se
reconocen cinco clases principales de lipoproteinas; quilomicrones (CM),
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad
(LDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y lipoproteinas de alta
densidad (HDL) (2). Cada una de estas lipoproteinas es heterogénea en términos

de tamafo, densidad y composicion lipidica (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de las lipoproteinas plasmaticas humanas. Extraida de Real JT et al.,

2021 (3).

Lipoproteina Densidad Diametro TG% CE% CL% FL%  Apolipoproteinas

(g/ml) (nm) principales
QM <0,95 80-100 90-95 2-4 1 2-6 apoB48
VLDL 0,95-1,006 30-80 50-65 8-14 4-7 12-16 apoB100
IDL 1,006-1,019 25-30 25-40 20-35 7-11  16-24 apoB100, apoE
LDL 1,019-1,063 20-25 4-6 34-35 | 6-15 @ 22-26 apoB100
HDL 1,063-1,210 8-13 7 10-20 5 55 apoAl, apoE

CE: colesterol esterificado; CL: colesterol libre; FL: fosfolipidos; HDL: high density lipoproteins
(lipoproteinas de alta densidad); IDL: intermediate density lipoproteins (lipoproteinas de densidad
intermedia); LDL: low density lipoproteins (lipoproteinas de baja densidad); CM: quilomicrones;

TG: triglicéridos; VLDL: very low density lipoproteins (lipoproteinas de muy baja densidad).

En la via exdgena del metabolismo de las lipoproteinas los lipidos se transportan
desde el intestino y el higado hacia las células periféricas, especialmente al tejido
adiposo (Figura 1). En los enterocitos, el colesterol se captura mediante la

proteina Niemann-Pick Cl-like 1 (NPC1L1) y se esterifica junto con los



triglicéridos (TG) de la dieta sintetizados en la célula. Los TG y el colesterol
unidos a la apolipoproteina B48 (apoB48) forman quilomicrones (CM), que se
transportan al aparato de Golgi a través de proteinas del grupo coatomere I
(COPIl. Los CM formados en las células intestinales se secretan a la linfa
intestinal y luego a la circulacién general (3).

La lipoproteina lipasa (LPL) hidroliza los TG de los CM, liberando acidos grasos
libres que son captados por diferentes tejidos, principalmente tejido adiposo y
muscular. Los acidos grasos se oxidan para producir energia o se vuelven a

esterificar en forma de TG, contribuyendo al almacenamiento de lipidos (4).

Los CM intercambian colesterol, fosfolipidos y apolipoproteinas con las HDL,
enrigueciéndose en apoE y resultando en lo que se conoce como CM
remanentes, que son retirados rapidamente de la circulacién por el higado a
través de receptores, especialmente aquellos que reconocen la apoE, incluyendo

los proteoglicanos en el espacio de Disse y los receptores de VLDL y LDL (1,5).
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Figura 1. Metabolismo exdgeno de las lipoproteinas. Extraida de Real JT et al., 2021 (3).

Por otro lado, en la via enddgena el higado sintetiza y secreta las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL), que luego se transforman en IDL y LDL en el
plasma (Figura 2). Las VLDL son particulas ricas en triglicéridos (TG) y contienen
la apolipoproteina B100 (apoB100). Estas son hidrolizadas por la lipoproteina
lipasa (LPL) en el endotelio vascular del tejido muscular y adiposo, liberando
acidos grasos que son captados por los tejidos periféricos (6).



Aproximadamente el 40% de las IDL son captadas por el higado a través de la
endocitosis mediada por el receptor de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
con la participacion de apoE y otros receptores de lipoproteinas ricas en TG. La
IDL restante es remodelada para formar LDL mediante la accion de la LPL y la
lipasa hepética (HL). Las LDL son lipoproteinas ricas en colesterol y apoB100, y

constituyen la principal forma de transporte del colesterol en el plasma (6,7).

Aproximadamente el 70% de las LDL plasméticas son captadas por el higado a
través del receptor de las LDL, mientras que el resto es captado por las células
periféricas. El receptor de las LDL es saturable y su funcion de captacion se ve
afectada por el exceso de LDL en el plasma y, ademas, su produccion esta
controlada por factores de transcripcion regulados por esteroles (SREBP).
Cuando el colesterol esta alto se inactiva el SREBP vy, por el contrario, cuando
hay bajos niveles de colesterol se activa SREBP, que estimula la produccion de
los receptores LDL y el gen que sintetiza para la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril

coenzima A reductasa (HMGCR) responsable de la sintesis de colesterol (6,8).
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Figura 2. Metabolismo enddgeno de las lipoproteinas. Extraida de Real JT et al., 2021 (3).

Homeostasis lipidica

El colesterol presente en nuestro metabolismo se obtiene de dos fuentes
diferentes: a través de la absorcién intestinal del colesterol dietético y biliar y
mediante la sintesis de novo a partir de acetil-coenzima A (acetil-CoA) (9). La
sintesis, absorcion y excrecion de colesterol son procesos altamente regulados

gue ayudan a mantener la homeostasis metabolica (10). De este modo, cuando



se ingieren pequefias cantidades de colesterol, la absorcion y la sintesis de
colesterol aumentan. Asimismo, si el nivel de ingesta dietética es alto, su tasa de

excrecion aumentara y su tasa de sintesis disminuira (11).

El colesterol se sintetiza a partir de acetil-CoA a través de una serie de
reacciones que involucran enzimas clave como la HMGCR y la escualeno
monooxigenasa, limitantes de la velocidad. También se puede obtener a partir
de particulas de LDL a través de la captacion por receptores de LDL en células
polarizadas. Los enterocitos en el intestino y los hepatocitos en el higado pueden
absorber colesterol libre de fuentes dietéticas y bilis, respectivamente, facilitados
por la NPC1L1 y flotilinas asociadas. El exceso de colesterol puede ser
exportado de regreso a la sangre mediante los canales ABCA1 o ABCG1,0ala
luz intestinal y los conductos biliares por el heterodimero ABCG5 y ABCGS. El
colesterol se puede convertir en éster de colesterol mediante la enzima acetil-
CoA:colesterol aciltransferasa para su almacenamiento o secrecidn como

lipoproteinas (Figura 3) (10).
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Figura 3. Principales vias del metabolismo del colesterol. Extraida de Luo J et al., 2019 (10).
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El higado procesa grandes cantidades de acidos grasos (AG), pero almacena
solo una pequefia cantidad de triglicéridos (TG) debido a un equilibrio entre la

adquisicion, oxidacion y secrecion de AG (12).

Los acidos grasos (AG) hepaticos se originan a partir de tres fuentes principales:
los lipidos de la dieta, los AG derivados del tejido adiposo y los AG sintetizados
de novo. Los lipidos de la dieta se descomponen en la luz intestinal y se absorben
como AG, que luego se reesterifican en triglicéridos (TG) y se empaguetan en
quilomicrones, que los transportaran principalmente al tejido muscular y adiposo.
Los TG restantes en los remanentes de quilomicrones se transportan al higado,
donde se procesan intracelularmente, liberando AG dentro de los hepatocitos.
Los carbohidratos, particularmente la glucosa, se utilizan en la lipogénesis
hepética de novo (DNL) para producir AG Los AG deben activarse en moléculas
de acetil-CoA para el metabolismo, ya sea mediante oxidacién o incorporandose
a lipidos complejos. Los TG sintetizados localmente pueden almacenarse en
gotitas de lipidos intracelulares o empaquetarse en lipoproteinas de muy baja

densidad (VLDL) y secretarse en el torrente sanguineo (Figura 2) (13).
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Figura 4. Principales vias del metabolismo de los triglicéridos. Extraida de Alves-Bezerra M &
Cohen DE, 2017.

En casos de sobrenutricion y resistencia a la insulina, el aumento de la lipolisis
en los adipocitos eleva los niveles de AG circulantes, lo que lleva a un aumento
de la DNL hepética. El exceso de AG que no se puede oxidar se dirige hacia la
sintesis de TG, lo que da como resultado un aumento del almacenamiento

hepatico de TG y una sobreproduccion de VLDL (13).
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Obesidad

La obesidad es una enfermedad cronica degenerativa caracterizada por la
acumulacion corporal excesiva de tejido adiposo, provocada por un exceso de
consumo de calorias frente a un bajo desgaste de estas. Actualmente la
obesidad constituye una de las enfermedades mas comunes y preocupantes
debido a los multiples factores de riesgo a los que viene asociada y la alta
mortalidad que presenta (14). El diagnéstico de esta enfermedad se realiza

mediante el indice de Masa Corporal, calculado mediante la siguiente férmula:
IMC = peso (kg) / [estatura (m)]?

Este indice permite la clasificacion de individuos adultos en seis categorias: bajo

peso, normopeso (saludable), sobrepeso, obesidad I, obesidad II, obesidad Il
(Figura 5) (14).

Obesidad
(>=30kg/m2) [

Sobrepeso
(25,0-29,9 kg/m2) [

Nomopeso
(18,5-249kg/ m2) |

Peso insuficiente
(<18,5kg/ m2)

% 0 20 40 60

=Mujeres = Hombres

Figura 5. indice de masa corporal y su impacto en la poblacién espafiola en el afio 2020.
Extraidas de Top Doctors [https://www.topdoctors.mx/diccionario-medico/indice-de-masa-

corporal-imc] y Encuesta Europea de Salud en Espafia 2020 (INE).

La obesidad es una enfermedad compleja, producto de la combinacién de varios
factores como la presencia de hébitos poco saludables, incluidos el consumo de
bebidas alcohdlicas y/o de tabaco, la falta de ejercicio fisico y el exceso de
ingesta. Otros factores, como la edad, la salud o el estrés también tienen
impacto. Los factores genéticos y epigenéticos, implicados en la regulacion del
metabolismo, también juegan un papel fundamental en la determinacion de la

predisposicion de un individuo al aumento de peso (15).

El tejido adiposo representa un tipo de tejido conjuntivo formado por adipocitos
que acumulan triglicéridos en su citoplasma. Estos adipocitos tienen dos

funciones primordiales: reserva de energia y termogeénesis. Recientemente se
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ha demostrado la relacion entre la obesidad con desérdenes en la funcion
endocrina del tejido adiposo, que resulta en disfunciones de los circuitos
hipotalamicos responsables de la regulacion del apetito, resistencia a la insulina
y actividad anormal de las hormonas de los adipocitos (16). La hipertrofia del
adipocito ocasiona un aumento en la sintesis del factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), una citosina proinflamatoria sintetizada principalmente por los
macrofagos. EI TNFa, a su vez, aumenta la secrecion de la citosina
proinflamatoria llamada interleucina 6 (IL6). De esta manera, el TNFa, junto con
la proteina de unién al retinol sérico y la proteina C reactiva, se consideran

marcadores de inflamaciéon en obesidad (11,17).

Las caracteristicas intrinsecas de la obesidad hacen que esta esté altamente
relacionada con el desarrollo de otras afectaciones. Los mecanismos que
podrian estar detras de esta conexién aun no estan claros, podrian estar
relacionados con la desregulacion del sistema inmunoldgico y, por extension,

con las comorbilidades causadas o exacerbadas por la obesidad (14).
- Enfermedades cardiovasculares

Los factores de riesgo y las condiciones del sistema cardiovascular, como la
hipertension arterial, la cardiopatia coronaria, la fibrilacion auricular y la
insuficiencia cardiaca absoluta, se exacerban en pacientes con obesidad como

condicién preexistente.
- Resistencia a la insulina y Diabetes Mellitus tipo 2 (T2DM)

La insulina es una hormona producida por el pancreas que ayuda a que la
glucosa en la sangre entre a las células de los musculos, grasa e higado, donde
se usa para obtener energia. Cuando los niveles de glucosa en la sangre
aumentan, el pancreas libera insulina para reducir la glucosa en la sangre y

mantenerla en el rango normal.

La resistencia a la insulina se define como la incapacidad de la insulina para
estimular de manera Optima el transporte de glucosa al interior de las células.
Como consecuencia, el pancreas produce mas insulina para ayudar a que la
glucosa entre a las células (hiperinsulinemia compensadora), y esto contribuye

a gue los tejidos pierdan aiin mas la sensibilidad para esta hormona.
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Ademas, si la resistencia a la insulina, que genera la acumulacion de altos
niveles de glucosa en sangre, se combina con otros factores como el exceso de
peso, el sedentarismo rutinario o una dieta inadecuada puede derivar en
Diabetes Mellitus tipo 2 (T2DM), en la cual los valores de glucemia son igual o
mayores a 126 mg/dL en ayunas (o igual o mayores de 200 mg/dl tras una
sobrecarga oral de glucosa, o en cualquier momento en presencia de sintomas);

o de hemoglobina glicosilada igual o mayor a 6,5% (18-20).

- Enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) y esteatohepatitis
no alcoholica (NASH)

Los pacientes con obesidad tipo Ill presentan la enfermedad del higado graso no
alcoholico (NAFLD), que consiste en un espectro de trastornos hepaticos
caracterizado por la presencia de esteatosis, acumulacion de grasa en el higado,
en mas del 5% de los hepatocitos con poco o ningdn consumo de alcohol (21).
Esta enfermedad Unicamente es diagnosticada mediante biopsias de muestras
de higado extraidas de los pacientes durante una cirugia bariatrica, un método

muy invasivo.

La esteatohepatitis no alcohélica (NASH) es la forma més avanzada de NAFLD
y tiene lugar por un esfuerzo de los hepatocitos por regenerar nuevas células, de
manera que acaban siendo reemplazados por tejido cicatricial de colageno tipo
I, lo que acaba derivando en fibrosis, cirrosis y, finalmente, en hepatocarcinoma

si no se realiza un trasplante de higado a tiempo (Figura 6) (21,22).
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Figura 6. Fisiopatologia y opciones terapéuticas de la NAFLD. Extraida de Yin X et al., 2023
(22).
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Se ha demostrado que la cirugia bariatrica, entre ellas la gastrectomia vertical
es un tratamiento eficaz para la reduccién de peso y la remision de las
alteraciones hepéticas en estadios tempranos de la NASH (23). Sin embargo, en
etapas mas avanzadas, el Unico tratamiento para combatir la cirrosis o el

hepatocarcinoma es el trasplante de higado (Figura 6).

El nivel de dafio del higado se puede medir mediante el NAFLD Activity Score
(NAS) midiendo la presencia de esteatosis o acumulacion de grasa en el higado,
la balonizacion hepatocelular y la inflamacion lobular (Tabla 2) (24,25).

Tabla 2. NAFLD Activity Score (NAS). Adaptada de Cui H et al., 2020 (24).

Caracteristica Puntuacién Descripcién
histolégica
Esteatosis 0 <5% de hepatocitos afectados
1 5-33% de hepatocitos afectados
2 33-66% de hepatocitos afectados
3 >66% de hepatocitos afectados
Balonizacion de 0 Ninguno
hepatocitos 1 Algunos
2 Muchos
Inflamacién lobular 0 Ninguno
1 <2 focos por campo x200
2 2-4 focos por campo x200

3 >4 focos por campo x200
NAS Total 0-2 no NASH
3-5 NASH Incierto
6-8 NASH

La puntuacién de NAS total se obtiene sumando todas las puntuaciones obtenidas en esteatosis,

balonizacion e inflamacién, y presenta un rango de 0 a 8.

Ademas, la resistencia a la insulina es una caracteristica comun de NAFLD que
contribuye a su patogenicidad al provocar la liberacion inapropiada de acidos
grasos que contribuye aun mas a la alteracion de la sefalizaciéon de la insulina
en todo el cuerpo. A mayores, la adiponectina, la IL-6 y otros péptidos liberados
por el tejido adiposo tienen efectos tanto protectores como proinflamatorios en el
higado, lo que evidencia la interaccion entre el higado y otros tejidos bajo la
desregulacion metabdlica de NAFLD (18).

Aunque se detectan variaciones en el perfil lipoproteico de los pacientes con

NASH, se desconoce en la actualidad si dicha variaciéon es la causa de la
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enfermedad hepatica o si, por el contrario, es una consecuencia de ella u otras

comorbilidades asociadas con la obesidad.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), tipica de pacientes con obesidad de
tipo 1ll, induce variacion en el metabolismo de las lipoproteinas, asi como el

namero de particulas de estas, su composicion y su tamafio.

El objetivo principal de este estudio es entender mejor la influencia de NASH
sobre el metabolismo de las lipoproteinas y asi poder presentar un nuevo método
de diagndstico fiable, eficaz y poco invasivo mediante un analisis de sangre, a
diferencia del método actual que se basa en el analisis de biopsias hepéticas.

Para ello, se han planteado los siguientes objetivos especificos:

- Estudiar la variacion en el perfil de lipoproteinas por enfermedades
relacionadas con la obesidad. De este modo, determinar si la variacion en
el perfil de lipoproteinas es producto de las comorbilidades asociadas a la
obesidad que, al alterar el perfil lipoproteico, darian lugar a la aparicion o
empeoramiento de la enfermedad hepatica.

- Estudiar la variacion en el perfil de lipoproteinas en funcién de las
caracteristicas histologicas del higado.

- Evaluar la capacidad diagndstica de esta variacion en el perfil de

lipoproteinas.

METODOLOGIA

Disefio de estudio

De un total de 1288 pacientes, tanto hombres como mujeres, del Hospital Sant
Joan de Reus diagnosticados con obesidad morbida y que han sido sometidos a
cirugia bariatrica, seleccionamos 84 que cumplieron los criterios de inclusién
para este estudio: ser mayor de edad, tener un IMC igual o superior a 35 kg/m?
y tener un diagnéstico NASH o No NASH.

Por otro lado, se excluyeron aquellos pacientes que padecian enfermedades
cronicas, infecciosas o terminales y también aquellos que presentaban NASH

incierto. De esta forma, procedieron con el estudio 84 pacientes, los cuales
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fueron separados en dos grupos segun su lesion hepatica: NASH (n=36) y No
NASH (n=48).

[ ]

[ e / "

w o} w Pacientes
excluidos (n= 'I 204)

’t ' ~_ * NASH (n=36)

Participantes > NO NASH (n=48)
totales (n=1288) Pacientes
incluidos (n=84)

Figura 7. Representacion esquemaética del disefio de estudio. BioRender.
Obtencion de muestras

Durante la intervenciéon quirargica de los pacientes se obtuvieron muestras de

sangre e higado.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos Vacutainer para suero (con
gelosa) y para plasma (con EDTA) y se centrifugaron a 2500 rpm durante 15
minutos a 4°C. Posteriormente, se alicuotaron las muestras y se almacenaron a

-80°C para futuros analisis.

Una porcion de las muestras de higado obtenidas se fij6 en formaldehido para
después ser parafinada y realizar andlisis histolégicos. La otra parte fue
congelada inmediatamente a -80°C para futuros estudios lipidémicos.

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico
(Junta de Revision Institucional) del Hospital Universitario Sant Joan de Reus
(OBESPAD/14.07-31proj3), y los pacientes dieron su consentimiento informado
y firmado (proyecto OM-NAFLD, ES03/18012013). Todos los métodos se

llevaron a cabo de acuerdo con las directrices y regulaciones pertinentes.
Caracteristicas Bioquimicas

Se utilizo el analizador automatico COBAS 8000 (Roche Farma) para determinar

los parametros bioquimicos: colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,
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triglicéridos, transaminasas (ALT, AST, GGT), hemoglobina, plaquetas,

leucocitos, glucosa, insulina y albumina.

Ademas, se estimd la resistencia a la insulina con el modelo homeostatico de
resistencia a la insulina (HOMA-IR) a partir de los valores de glucosa e insulina
(26).

Andlisis histolégico
Las biopsias de higado se procesaron de forma convencional con fines de

diagnoéstico y fueron examinadas por un patélogo que desconocia los datos

clinicos.

La esteatosis se clasific6 en cuatro categorias, segun si los hepatocitos
esteatdsicos ocupaban <5 %, 6-33 %, 34-66 % o =67 % del campo
microscopico total a 200 aumentos. La inflamacion se clasific6 como: no se
observaron focos de inflamacién lobulillar, 0 <2, 2—4 y >4 focos por campo. La
fibrosis se clasifico6 como: ausencia de fibrosis (Estadio 0), fibrosis de leve a
moderada (Estadios 1 y 2) y fibrosis en puente (Estadio 3). La presencia o
ausencia de NASH se estimo utilizando la puntuacién de actividad de NAFLD
(puntuacion NAS) y se defini6 como la suma de esteatosis, inflamacion y
balonizacién de hepatocitos. Los pacientes se clasificaron en tres categorias: no
NASH (n=48; NAS <2), NASH incierto (NAS 3-4) y NASH definitivo (n= 36;
NAS 2 5) (23).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los dos grupos de estudio, NASH y No NASH, fue
realizado a través del programa informético Rstudio (version 4.2.1) y mediante la

pagina web de MetaboAnalyst 5.0 (www.metaboanalyst.ca).

Los datos en formato Excel se gestionaron dentro del software R mediante la

libreria “readx!” y “tidyverse”.

Se utilizo el Saphiro-Test para estudiar la normalidad poblacional, analizando en
gué medida la distribucién de los datos observados difiere de los datos
esperados si provienen de una distribucion normal con la misma media y
desviacion estandar. A continuacién, utilizamos el paquete “tableone” para

comparar y estudiar la significacion de cada variable. Este paquete es capaz de
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resumir variables continuas y categoéricas combinadas dentro de una tabla. Las
variables categoricas se resumieron como porcentajes. Las variables continuas

se resumieron como media y rango intercuartilico.

Se utilizaron las librerias “ggplot2” y “ggpubr” para representar los resultados en
gréaficos de barras y obtener la significancia. Se realiz6 un T-test para estudiar la
significancia de las diferencias entre dos grupos de estudio, utilizando
parametros como la media, la varianza y los grados de libertad en funcion del
tamafio de la muestra. Las comparaciones entre mas de dos grupos se realizaron
mediante un andlisis de varianza (ANOVA). Las diferencias entre los grupos se

consideran significativas cuando p<0.05.

El paquete “ggplot” también se utilizé para realizar graficos de dispersion y
estudiar los valores de cada variable para un conjunto de datos, asi como para

estudiar la correlacion entre distintas variables.

Finalmente, se utilizé el paquete “knitr” para generar un informe del cddigo

utilizado para el estudio de los datos.

Mediante la web de Metaboanalyst realizamos Heatmaps, que proporcionan una
visualizacion directa de todos los datos en forma de cuadrados de colores que
indican su abundancia relativa. También se realiz6 un modelo de validacion
cruzada de Monte Carlo que combiné aleatoria y repetidamente las variables de
la NAFLD vy calcul6 las curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC),

asi como modelos lineales.

RESULTADOS

Descripcion de la poblacion

En la Tabla 3 se encuentran descritas las principales caracteristicas clinicas y
bioquimicas de los pacientes de estudio, que fueron estratificados en dos grupos
segun su NAFLD Activity Score: NASH y No NASH. Podemos observar que en
ambos grupos existe un porcentaje elevado de mujeres, pero sin diferencias
significativas en el resto de caracteristicas clinicas y bioguimicas a excepcién del
IMC (p=0.033).

Observamos también diferencias significativas en las transaminasas de ambos

grupos, ya que los pacientes con NASH presentan valores mucho mas altos, y
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en las caracteristicas histologicas de la enfermedad hepéatica debido a lo que

esta mismas supone.

Tabla 3. Principales caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes objeto de estudio.

NASH (n=36) No NASH (n=48) P-valor
Caracteristicas clinicas
Sexo (Mujer %) 25 (69.4) 36 (75.0) 0.751
Edad (afios) 47.50 [41.75, 54.25] 51.00 [39.00, 56.00] 0.891
IMC (kg/m2) 45.33 [40.56, 50.44] 43.94 [39.16, 45.72] 0.033
Frecuencia cardiaca 82.00 [68.25, 96.00] 68.50 [65.25, 73.00] 0.167
lpm
(S,F&P)(mmHg) 133.00 [123.00, 135.00 [126.00, 0.591
144.50] 149.25]
PAD (mmHg) 84.50 [71.00, 94.00] 87.00 [82.25, 94.25] 0.161
P cadera (cm) 141.50 [132.50, 136.00 [128.00, 0.130
150.00] 143.00]
P cintura (cm) 132.79 (13.50) 126.58 (14.68) 0.073
Sindrome 26 (72.2) 29 (60.4) 0.371
Metabdlico (%)
T2DM (%) 14 (38.9) 15 (31.2) 0.619
HT (%) 23 (63.9) 27 (56.2) 0.630
DLP (%) 14 (38.9) 16 (33.3) 0.767
AOS (%) 11 (30.6) 10 (20.8) 0.445
Hipotiroidismo (%) 2 (5.6) 4 (8.3) 0.951
Caracteristicas bioquimicas
Glucosa (mmol/L) 7.38[6.27, 11.44] 6.55 [5.46, 8.79] 0.245
Insulina (pmol/L) 0.17 (0.38) 0.15 (0.36) 0.797
HOMAIR 4.98 [3.33, 8.04] 3.44[1.90, 5.75] 0.412
Triglicéridos 1.85[1.39, 2.40] 1.47[1.21, 2.13] 0.501
(mmol/L)
Colesterol total 4.11 [3.39, 4.97] 4.09 [3.45, 4.72] 0.950
(mmol/L)
Colesterol LDL 2.25[1.76, 3.08] 2.37 [1.82, 2.74] 0.917
(mmol/L)
HDL-colesterol 0.93[0.79, 1.09] 1.01[0.88, 1.28] 0.133
(mmol/L)
Transaminasas
ALT (uKat/L) 0.99[0.51, 1.28] 0.45 [0.36, 0.60] <0.001
AST (uKat/L) 0.94 [0.56, 1.19] 0.45 [0.34, 0.60] <0.001
GGT (pKat/L) 0.50 [0.28, 0.93] 0.30[0.22, 0.45] 0.003
Tratamiento

ACE_ARBS (%) 6 (16.7) 13 (27.1) 0.387
Biguanidas (%) 10 (27.8) 10 (20.8) 0.631
Sulfonilureas (%) 1(2.8) 2(4.2) 1.000
Diuréticos (%) 6 (16.7) 12 (25.0) 0.514
Fibratos (%) - 2(4.2) 0.606
Tratamiento tiroideo 2 (5.6) 4 (8.3) 0.951

(%)
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CPAP (%)

Esteatosis (%)

W N Bk O

Inflamacién (%)

w NP~ O

Balonizacion (%)

= O

Fibrosis (%)
FO
F1
F2
F3
F4
NAS (%)

0N 01N O

0.19 (0.40)

Caracteristicas histolégicas

9 (26.5)
16 (47.1)
9 (26.5)

10 (29.4)
22 (64.7)
2 (5.9)

9 (26.5)
25 (73.5)

1 (3.0)
6 (18.2)
10 (30.3)
14 (42.4)
2 (6.1)

20 (58.8)
12 (35.3)
1(2.9)
1(2.9)

27 (56.2)
20 (41.7)
1(2.1)

15 (31.2)
29 (60.4)
4 (8.3)

28 (58.3)
18 (37.5)
2 (4.2)

9 (18.8)
22 (45.8)
12 (25.0)
5 (10.4)

2 (4.2)
11 (22.9)
35 (72.9)

0.12 (0.33)

0.390

<0.001

<0.001

<0.001

0.001

<0.001

NASH: esteatohepatitis no alcohdlica; IMC: indice de masa corporal; PAS: presion arterial

sistélica; PAD: presion arterial diastélica; T2DM: diabetes mellitus tipo 2; HDL: lipoproteinas de

alta densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad; HOMA-IR: evaluacién del modelo

homeostatico para la resistencia a la insulina; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato

aminotransferasa; GGT: gammaglutamil transferasa; ACE-ARBS: enzima convertidora de

angiotensina y bloqueadores de los receptores de angiotensina; FO: Ninguno; F1: perisinusoidal

o periportal; F2: perisinusoidal y portal/periportal; F3: Puente fibroso; F4: Cirrosis. Las variables

continuas se muestran como media y RIC (25-75%). Las variables categoéricas se expresan

como porcentaje (%) de participantes. Los grupos se compararon utilizando el paquete

"Tableone". Los valores de p<0,05 indican diferencias significativas entre los grupos NASH y
No NASH.
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Efecto de la NASH en el perfil lipoproteico

A partir de la observacion de la composicion de lipoproteinas de las diferentes
muestras podemos concluir que el contenido total de colesterol entre pacientes
NASH y No NASH no varia de forma global significativamente (Figura 8). Sin
embargo, si que varia el contenido de colesterol especifico de cada lipoproteina.
En la Figura 9 podemos afirmar que las lipoproteinas con mayor contenido
colesterol son las LDL y, por el contrario, las que menor contenido tienen son las
IDL. Por otra parte, también se puede observar que poseen una cantidad
significativamente mayor de colesterol en las IDL y las VLDL los pacientes con
NASH.
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Figura 8. Contenido total de colesterol en pacientes NASH contra No NASH.

Los grupos fueron comparados mediante la prueba Wilcoxon para comparaciones coincidentes.
Los valores de p<0,05 (*) indican diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH.

De lo contrario, aquellas diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.
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Figura 9. Carga de colesterol en las lipoproteinas de pacientes NASH contra No NASH.

Los grupos fueron comparados utilizando el Kruskal-Test para analizar las variables continuas
no normales. Los valores de p<0,05 (*) indican diferencias significativas entre los grupos NASH

y No NASH. De lo contrario, aquellas diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.

Del mismo modo, vemos en la Figura 10 y la Figura 11 que el contenido total de
triglicéridos es mayor en los pacientes NASH. En concreto, comprobamos que
las lipoproteinas que mayor cantidad poseen son las VLDL, siendo las IDL las
gue menor cantidad presentan. Finalmente, los pacientes con NASH poseen una
cantidad significativamente mayor de triglicéridos en las IDL y las VLDL de

pacientes con NASH.
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Figura 10. Contenido total de triglicéridos en pacientes NASH contra No NASH. Los grupos
fueron comparados mediante la prueba Wilcoxon para comparaciones coincidentes.

Los valores de p<0,05 (*) indican diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH.

De lo contrario, aquellas diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.
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Figura 11. Contenido de triglicéridos en las lipoproteinas de pacientes NASH contra No NASH.

Los grupos fueron comparados utilizando el Kruskal-Test para analizar las variables continuas
no normales. Los valores de p<0,05 (*) indican diferencias significativas entre los grupos NASH

y No NASH. De lo contrario, aquellas diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.
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Por otro lado, en cuanto al namero de particulas de cada lipoproteina,
contemplamos que las que mayor numero tienen son las LDL y, por el contrario,
las que menos tienen son las HDL. También vemos que los pacientes con NASH
poseen una cantidad significativamente mas grande de particulas VLDL que los
pacientes No NASH (Figura 12).
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Figura 12. Nimero de particulas de cada lipoproteina de pacientes NASH contra No NASH.

Los grupos fueron comparados mediante la prueba Wilcoxon para comparaciones coincidentes.
Los valores de p<0,05 (*) indican diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH.

De lo contrario, aquellas diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.

Finalmente, en cuanto al diametro de las particulas podemos destacar que las
particulas mas grandes son las de VLDL, mientras que las mas pequefias son
las HDL, quedando en una posicion intermedia las LDL (Figura 13). Esta vez, sin
embargo, no encontramos ninguna diferencia significativa entre el grupo NASH
y No NASH.
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Figura 13. Diametro medio en nm de las particulas de lipoproteinas en pacientes NASH contra
No NASH.

Los grupos fueron comparados mediante la prueba Wilcoxon para comparaciones coincidentes.
Los valores de p<0,05 (*) indican diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH.

De lo contrario, aquellas diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.

Por otra parte, si analizamos el contenido lipidico de colesterol y triglicéridos
durante la progresion de la enfermedad hepatica y desarrollo de inflamacién,
balonizacién y fibrosis (Figura 14) observamos que no se produce ninguna

diferencia significativa a medida que avanzan la NAFLD.
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Figura 14. Contenido en mg/dL de la carga lipidica de colesterol y triglicéridos en las diferentes

caracteristicas histoldgicas de la NAFLD.
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Los grupos fueron comparados utilizando el Kruskal-Test para analizar las variables continuas
no normales. Los valores de p<0,05 (*) indican diferencias significativas entre los grupos NASH

y No NASH. De lo contrario, aquellas diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.

No obstante, en la Figura 15, observamos que el grado de esteatosis de los
pacientes si que esta relacionado de forma no lineal con la carga de colesterol
de las IDL.
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Figura 15. Relacion entre el contenido de colesterol de las lipoproteinas y el grado de
esteatosis presente en los pacientes de estudio. Valores de p<0,05 indican una correlacion

significativa entre ambas variables.

Podemos concluir asi que los pacientes con NASH poseen mayor niamero de
particulas VLDL que los pacientes No NASH y, ademas, aumenta el contenido

de colesterol y triglicéridos de las particulas de VLDL y LDL.

Influencia de las comorbilidades en el perfil lipoproteico

Como se mencion6 anteriormente, la obesidad viene asociada a diversas
comorbilidades, y estas podrian tener impacto sobre la composicion (contenido
de ésteres de colesterol y triglicéridos), el tamafio y el nimero de particulas
lipoproteicas en los pacientes de estudio. A continuacion, se muestran los
resultados de los box-plot realizados para estudiar el efecto de la dislipemia
(DLP), la diabetes (T2DM) o la hipertension (HT).

28



Para empezar, se observa que hay mas contenido de colesterol total en
pacientes con DLP, aunque esta diferencia no es significativa (Figura 16).
Ademas, en los pacientes con DLP las lipoproteinas IDL y VLDL poseen mayor

cantidad de colesterol que en pacientes sin DLP (Figura 17).
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Figura 16. Efecto de la dislipemia sobre el contenido total de colesterol en los pacientes.

Los grupos fueron comparados mediante la prueba Wilcoxon para comparaciones coincidentes.
Los valores de p<0,05 (*) indican diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH.

De lo contrario, aquellas diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.
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Figura 17. Efecto de la dislipemia sobre el contenido de colesterol de cada lipoproteina en los

pacientes.

Los grupos fueron comparados utilizando el Kruskal-Test para analizar las variables continuas
no normales. Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican
diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas

diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.

Del mismo modo, en los pacientes con DLP se observa mayor cantidad total de
triglicéridos (Figura 18). Ademas, en los pacientes con DLP las lipoproteinas
HDL, las IDL y las VLDL poseen mayor cantidad de triglicéridos en comparacion

con los pacientes sin DLP (Figura 19).
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Figura 18. Efecto de la dislipemia sobre el contenido total de triglicéridos en los pacientes.

Los grupos fueron comparados mediante la prueba Wilcoxon para comparaciones coincidentes.
Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican diferencias
significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas diferencias no

significativas estan indicadas con “ns”.
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Figura 19. Efecto de la dislipemia sobre el contenido de triglicéridos de cada lipoproteina en los

pacientes.

Los grupos fueron comparados utilizando el Kruskal-Test para analizar las variables continuas
no normales. Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican
diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas

diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.

Por otro lado, se ha visto que la diabetes mellitus de tipo 2 (T2DM) también puede
hacer variar los valores de lipoproteinas presentes en los pacientes. Gracias a
los box-plot realizados se ha podido comprobar que hay mas contenido de
colesterol total en pacientes con T2DM (Figura 20). Ademas, en los pacientes
con T2DM las lipoproteinas IDL y VLDL poseen mayor cantidad de colesterol
gue en pacientes sin T2DM (Figura 21). De igual forma, en los pacientes con
T2DM se observa mayor cantidad total de triglicéridos (Figura 22). Ademas, en
los pacientes con T2DM las lipoproteinas HDL, las IDL y las LDL poseen mayor

cantidad de triglicéridos en comparacion con los pacientes sin T2DM (Figura 23).
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Figura 20. Efecto de la diabetes mellitus de tipo 2 sobre el contenido total de colesterol en los

pacientes.

Los grupos fueron comparados mediante la prueba Wilcoxon para comparaciones coincidentes.
Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican diferencias
significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas diferencias no

significativas estan indicadas con “ns”.
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Figura 21. Efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre el contenido de colesterol de cada

lipoproteina en los pacientes.
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Los grupos fueron comparados utilizando el Kruskal-Test para analizar las variables continuas
no normales. Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican

diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas

diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.
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Figura 22. Efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre el contenido total de triglicéridos en los

pacientes.

Los grupos fueron comparados mediante la prueba Wilcoxon para comparaciones coincidentes.
Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican diferencias

significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas diferencias no

significativas estan indicadas con “ns”.
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Figura 23. Efecto de la diabetes mellitus tipo 2 sobre el contenido de triglicéridos de cada

lipoproteina en los pacientes.

Los grupos fueron comparados utilizando el Kruskal-Test para analizar las variables continuas
no normales. Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican
diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas

diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.

Por ultimo, en los pacientes con hipertension (HT) se ha visto que, globalmente,
no hay ninguna diferencia significativa en el contenido de colesterol total en
pacientes con HT respecto a pacientes sin HT (Figura 24), pero cabe destacar
gue el contenido de colesterol en las IDL es mayor en pacientes con HT que en
pacientes sin HT (Figura 25). De la misma manera, tampoco se observa mayor
cantidad total de triglicéridos en los pacientes con HT (Figura 26) y, pero las IDL
poseen mayor cantidad de este en pacientes con HT respecto a los pacientes
sin HT (Figura 27).
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Figura 24. Efecto de la hipertensién sobre el contenido total de colesterol en los pacientes.

Los grupos fueron comparados mediante la prueba Wilcoxon para comparaciones coincidentes.
Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican diferencias
significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas diferencias no

significativas estan indicadas con “ns”.
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Figura 25. Efecto de la hipertension sobre el contenido de colesterol de cada lipoproteina en los

pacientes.
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Los grupos fueron comparados utilizando el Kruskal-Test para analizar las variables continuas
no normales. Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican

diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas

diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.
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Figura 26. Efecto de la hipertension sobre el contenido total de triglicéridos en los pacientes.

Los grupos fueron comparados mediante la prueba Wilcoxon para comparaciones coincidentes.
Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican diferencias

significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas diferencias no

significativas estan indicadas con “ns”.
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Figura 27. Efecto de la hipertension sobre el contenido de triglicéridos de cada lipoproteina en

los pacientes.

Los grupos fueron comparados utilizando el Kruskal-Test para analizar las variables continuas
no normales. Los valores de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) y p<0,0001 (****) indican
diferencias significativas entre los grupos NASH y No NASH. De lo contrario, aquellas

diferencias no significativas estan indicadas con “ns”.

Con esto podemos concluir que tanto la DLP como la T2DM parecen tener un rol
importante en la disrupcién del metabolismo lipoproteico, sobre todo cuando se
trata de particulas VLDL e IDL.

Capacidad diagndstica de las lipoproteinas

Para evaluar el grado en el que estas lipoproteinas son capaces de determinar
si un individuo padece NASH o no, medimos, a través de un ajuste lineal, la
variable mas significativa para la variacion lipoproteica entre los grupos de
estudio, siendo esta la NAFLD Activity Score (Figura 28). En esta figura
observamos que el bajo p-valor (10E-30) de la variable NAS esta relacionado
con cambios lipoproteicos, confirmando asi que es la NASH la que tiene impacto

sobre el perfil lipoproteico.
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-log10(P-value): adjusted

10 20 0
-log10(P-value): no covariate adjustment

Figura 28. Ajuste lineal de las variables de la NAFLD. Obtenida mediante Metaboanalyst.

También se realizé un Heatmap en el que se muestra como varia para cada
paciente el perfil de las lipoproteinas, en conjunto con otras variables, segun las
principales comorbilidades de la NAFLD (Figura 29), sindrome metabdlico,
T2DM, DLP y HT. Como se puede ver, los pacientes se agrupan claramente por
el contenido lipidico de las diferentes lipoproteinas y las caracteristicas
histologicas del higado. Sin embargo, no se parecian diferencias notorias entre
los pacientes que padecen (1) o no (0) diferentes enfermedades concomitantes

de la obesidad.
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Figura 29. Diagrama de Heatmap y clusters para la variacion de caracteristicas clinicas y

bioquimicas de los pacientes segun diferentes comorbilidades. Obtenida mediante

Metaboanalyst.
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Para medir la precision de la prediccion de NASH de las lipoproteinas se realizé
un analisis ROC (Receiver operating characteristic o caracteristica operativa del
receptor) estratificando a los pacientes segun su NAS y combinando diferente
namero de variables (Figura 30). Vemos que para una combinaciéon de 3
variables el test presenta un area bajo la curva (AUC) de 0,977 que, en
comparacion con la AUC=1 que representa una capacidad de diagndstico
perfecta, representa una valor bastante de diagndstico bastante bueno y
aceptable. Asi, esta prueba confirma que el conjunto de lipoproteinas si tiene

capacidad diagnéstica, pero no es asi cuando estas se miden por separado.
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Figura 30. Curva ROC para el analisis de la especificidad y la sensibilidad de los modelos

generados. Obtenida mediante Metaboanalyst.

DISCUSION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) es hoy en dia una de las
formas mas comunes de enfermedad hepéatica cronica en todo el mundo y se
espera que su prevalencia siga aumentando. La NAFLD se ha considerado
tradicionalmente una consecuencia de la obesidad y el sindrome metabdlico
(27). Sin embargo, este vinculo es mucho mas complejo de lo que se pensaba
anteriormente y ahora se estudia la posibilidad de un vinculo bidireccional entre

la NAFLD y otras comorbilidades del sindrome metabdlico (28).

Tal y como pudimos observar en la Tabla 3, las caracteristicas clinicas y
bioquimicas de los grupos de estudio Unicamente eran significativas cuando
estaban directamente implicadas en la enfermedad hepatica: IMC, esteatosis,

fibrosis, etc. Ademas, a diferencia de lo que esperariamos, vemos que no hay
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diferencias significativas en el desarrollo de comorbilidades entre pacientes
NASH y No NASH. Esto puede explicarse gracias a la Figura 15, que sugiere
que la gravedad de NASH no comporta cambios progresivos en el metabolismo
lipoproteico.

El metabolismo de las lipoproteinas esta intimamente ligado a la homeostasis de
los lipidos en el higado y, en consecuencia, se ve alterado por la enfermedad
hepatica. La acumulacion de lipidos en los hepatocitos esta determinada primero
por la salida de lipidos, predominantemente a través de la secrecion de VLDL,
segundo por la captacion de acidos grasos y lipoproteinas, y tercero por la
sintesis de novo de acidos grasos. Cualquier mecanismo que interrumpa este
equilibrio podria ser el punto de partida de la NAFLD (29). No solo influyen los
hébitos personales, sino que tanto los polimorfismos genéticos que lleven a la
alteracién funcional en proteinas individuales de estas vias (30) como la
desregulacion de enzimas, hormonas (31), mitocondrias (32) y microbiota (33)
gue resulte en un incremento de la absorcién de colesterol o una disminucion de

su eliminacion puede ser suficiente para inducir NAFLD.

Con el perfil lipoproteico de nuestros pacientes podemos observar que se
produce un incremento de la parte lipidica (colesterol y triglicéridos) en la
composicién de las lipoproteinas IDL y VLDL en aquellas personas que padecen
NASH. Esto seguramente se deba al rol que desempefian estas lipoproteinas,
ya que, como se menciona en la introduccion, las VLDL son las encargadas de
almacenar y transportar acidos grasos (34). Estas, posteriormente, se convierten
en IDL y después en LDL para ser captadas por el higado mediante receptores
LDL. Ademas, vemos también que en pacientes con NASH hay un nimero mayor
de particulas de VLDL que en los pacientes No NASH, que se podria explicar
por la saturacion del receptor LDL a altos niveles de colesterol o por la

disminucién de la lipofagia (6,35).

Por otra parte, la bibliografia sugiere una clara relacion entre las NAFLD con
otras comorbilidades de la obesidad (36), cosa que corroboran nuestros
resultados ya que vemos, una vez mas, una disrupcion importante en la carga
lipidica de las particulas VLDL e IDL en aquellos pacientes que sufren de T2DM
o de DLP. Sin embargo, la relacion entre estas enfermedades sigue sin estar

clara hoy en dia (37). En contraposicion, existe otro estudio que establece que
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la hipertension y la disminucion de las particulas VLDL de colesterol son
indicadores de riesgo de la NAFLD (38).

La necesidad de desarrollar biomarcadores no invasivos para diferenciar la
esteatosis simple de NASH y NASH de fibrosis temprana es cada vez mayor. De
ahi, el estudio de biomarcadores no invasivos que han surgido en los ultimos
afios como los RNA no codificantes (39), los circRNA (40) y los long noncoding
RNAs (IncRNASs) (41) debido a su relacion con la severidad con la NAFLD.

Sin embargo, a pesar de que la NASH tiene otros métodos de deteccion no
invasivos, como la elastografia hepética por ultrasonido (42), estos pueden
complicarse cuando coexisten la fibrosis con la esteatosis (43).

Finalmente, en este estudio hemos podido comprobar el impacto de NASH sobre
el perfil de lipoproteinas y la capacidad diagnéstica de estas. Los resultados
muestran que un analisis de estas lipoproteinas en conjunto puede tener un

caracter predictivo significativo.

CONCLUSION

En conclusion, el perfil lipoproteico de los pacientes con NASH muestra
alteraciones en el contenido, nimero de particulas y diametro de las
lipoproteinas IDL y VLDL, lo cual esta relacionado con la acumulacién de lipidos
en el higado. También se observa una asociacion entre la NAFLD y otras
comorbilidades de la obesidad, como la diabetes mellitus tipo 2 y la dislipidemia,
aungque se desconoce el mecanismo que las une. Nuestros resultados han
demostrado que hay un incremento importante en la carga de colesterol de las
IDL cuando el higado padece esteatosis, confirmando asi el vinculo entre el
metabolismo lipoproteico con la desregulacion de la homeostasis lipidica en el
higado que lleva a la progresion de la enfermedad. Sin embargo, no parece que
se produzcan muchos mas cambios en el perfil lipoproteico a medida que avanza
la enfermedad hepatica y empeoran la caracteristicas histologicas.

A pesar de que existen métodos no invasivos para detectar la NAFLD, estos
pueden ser limitados cuando hay presencia de fibrosis e inflamacion, por lo que
es necesario seguir investigando el mecanismo detras de la enfermedad para
poder encontrar marcadores biologicos lo suficientemente fiables para el

diagnostico de la enfermedad.
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Gracias a este estudio, podemos afirmar que el conjunto lipoproteico
caracteristico de la NASH es consecuencia de esta misma y puede servir como

diagnéstico.
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ANEXO 1: Script R

Librerias empleadas

{r}
Tibrary(tidyverse)
Tibrary(readxl)
Tibrary(ggplot2)
Tibrary(tableone)
Tibrary(viridisLite)
Tibrary(viridis)
Tibrary(ggpubr)
Tibrary(miceRanger)
Tibrary(grideExtra)

Base de datos EOM

Especificamos la carpeta en la que se encuentran nuestras base de datos
sobre pacientes con obesidad morbida y, a partir de estas, creamos nuevas
bases de datos mas pequefas y especificas.

Lipos <- read_excel("C:/Users/Genesis/Desktop/TFG/IISPV/TrabajoFinGrado
/NMR_Metabolomic_Results_Jovenl002.x1s", skip = 6)

EOM <- read_excel("C:/Users/Genesis/Desktop/TFG/IISPV/TrabajoFinGrado/EOM_120522 (1
).x1sx™, skip = 1)

EOM_0 <- subset(EOM, select = c("ID", "NAS_qual", "sex","Age","BMI","Heart_rate"
,"TAS","TAD", "Pcadera”,"Pcintura","Metabolic_syn","T2DM", "HT", "DLP", "OSA", "CPAP"
, "Hipotiroidism","Hipertiroidism","Glucose"”,"Insulina_drug", "HOMAIR","TG","CHOL",
"LDL","HDL", "ALT","AST","GGT", "Steatosis_score","Steatosis_grade”,"Inflammation"
,"Ballooning”, "Fibrosis", "NAS","ACE_inh", "Biguanides"™,"sulfonylureas","Inh_HMG",
"Diuretics","Fibrates", "Horm_tiroid™))

EOM_lipos <- merge(Lipos, EOM_0, by.x = "Sample ID Client", by.y = "ID", all.x =
TRUE)

EOM_Tipos <- EOM_lipos %>% relocate("NAS_qual"”, .after = "Sample ID Client™)
write.csv(EOM_lipos, "EOM_lipos.csv', row.names = FALSE)

TableOne: Caracteristicas clinicas de la poblacion

Hacemos una lista de las variables que queremos incluir en nuestro estudio y
realizamos un Shapiro-Test para determinar qué variables numéricas tienen
una distribucion normal.

Tistvars <- c("sex","Age","BMI","Heart_rate","TAs","TAD", "Pcadera”,"Pcintura"

, "Metabolic_syn","T2DM","HT","DLP", "OSA", "CPAP","Hipotiroidism","Hipertiroidism"
, "Glucose”,"Insulina_drug”, "HOMAIR","TG","CHOL"™, "LDL","HDL", "ALT","AST","GGT",

"Steatosis_score"”,"Inflammation","Ballooning", "Fibrosis", "NAS","ACE_inh",
"Biguanides”,"sulfonylureas”,"Inh_HMG", "Diuretics","Fibrates","Horm_tiroid"
, "NAS_qual™)

shapiro<-lapply(Clinica[c("Age", "BMI","Heart_rate","TAS","TAD","Pcadera","Pcintura”
,"Glucose” ,"Insulina_drug”, "HOMAIR","TG","CHOL"™, "LDL","HDL", "ALT","AST","GGT")],
shapiro. test)

Aplicamos la biblioteca Tableone, que indica los p-valores de cada variable,
pudiendo asi obtener cuales son significativas. Es importante estratificar
utilizando la variable NAS_qual, que agrupa a los pacientes en NASH y No
NASH.
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nonormales<-c("Age","BMI","Heart_rate","TAS","TAD", "Pcadera™, "Pcintura
", "Glucose”,"Insulin2", "HOMAIR" ,"TG",""CHOL", "LDL","HDL"™, "ALT","AST",
"GGT™)

tabl <- CreateTableOne(strata = "NAS_qual", data = Clinica)
tabl

write.csv(tablmat, file = "myTableNewl.csv")
Box-plot: Analisis Lipoproteico

Las variables numéricas categoéricas como “NAS_qual” y “Lipoprotein” son
interpretadas como numéricas, por lo que las pasamos a factores.

EOM_Tipos_vertical$NAS_qual <- as.factor(EOM_lipos_vertical$NAS_qual)
EOM_Tlipos_vertical$Lipoprotein <- as.factor(EOM_lipos_verticalSLipoprotein)

Utilizamos la libreria Ggplot2 para realizar graficas de cajas y comparar el perfil
lipoproteico entre pacientes NASH y No NASH. Los graficos generados pueden
modificarse en cuanto a estilo.

ggplot(EOM_Tipos_vertical_copia, aes(x=NAS, y=Colesterol, fi11=NAS))+
geom_boxplot(width=0.20)+
scale_fill_brewer(palette = "set2" )+
stat_compare_means(label="p.signif")+
theme_classic()+
Tabs (x="NAS", y="Contenido Total de Colesterol (mg/dL)")

Agrupamos diversos graficos relacionados para que aparezcan en unico panel.

pl <- ggplot(subset(EOM_Tlipos_vertical_copia, Lipoprotein != "LDL"), aes(Xx
=Lipoprotein, y=Colesterol, fil1=NAS))+

geom_boxplot()+

scale_fill_brewer(palette = "Set2" )+

y1im(0,90)+

stat_compare_means(label="p.signif")+

theme_classic()+

Tabs(x="Lipoproteina", y="Contenido de Colesterol (mg/dL)")

p2 <- ggplot(subset(EOM_Tlipos_vertical_copia, Lipoprotein != "HDL" & Lipoprotein !=
"IDL" & Lipoprotein != "VLDL"), aes(x=Lipoprotein, y=Colesterol, Ti11=NAS))+
geom_boxplot(width=0.40)+
scale_fill_brewer (palette = "Set2" )+

stat_compare_means (label="p.signif")+

theme_classic()+

Tabs(x="Lipoproteina", y="Contenido de Colesterol (mg/dL)")
ggarrange(pl, p2,ncol=2, nrow=1l, common.legend = TRUE, legend="right")

Realizamos el mismo procedimiento con el resto de graficos.
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pl <- ggplot(subset(EomM_lipos_vertical_copia, Lipoprotein != "LDL" & Lipoprotein

'= "IDL" & Lipoprotein != "vLDL" ), aes(x=Lipoprotein, y="Numero de particulas’,
fill=Nas))+

geom_boxplot ()+

scale_fill_brewer (palette = "set2" )+

stat_compare_means (label="p.signif ")+

theme_classic()+

labs(x="Lipoproteina"™, y="Nimero de particulas")
p2 <- ggplot(subset(EOM_lipos_vertical_copia, Lipoprotein != "HDL" & Lipoprotein
= "wLDL" & Lipoprotein !'= "IDL"), aes(x=Lipoprotein, y="Numero de particulas’,
fill=NAS) )+

geom_boxplot (width=0.40)+

scale_fill_brewer (palette = "set2" )+

stat_compare_means (label="p.signif" )+

theme_classici()+

labs(x="Lipoproteina"”, y="Nimero de particulas"”)

p3 <- ggplot(subset(EOM_lipos_vertical_copia, Lipoprotein != "LDL" & Lipoprotein
'= "HDL" & Lipoprotein != "IDL" ), aes(x=Lipoprotein, y="Numero de particulas’,
fill=Nas))+

geom_boxplot ()+

scale_fill_brewer (palette = "set2" )+

y1im(0, 300)+

stat_compare_means (1abel="p.signif ")+
theme_classic()+

labs(x="Lipoproteina"™, y="Nimero de particulas")

ggarrange(pl, p2, p3, ncol=3, nrow=1l, common.legend = TRUE, legend="right")

p4 <- ggplot(subset(EoM_lipos_vertical_copia, Lipoprotein != "LDL" & Lipoprotein
= "IDL" & Lipoprotein != "vLDL" ), aes(x=Lipoprotein, y=Diametro, Till=NAS))+
geom_boxplot (J+
scale_fill_brewer(palette = "set2"” )+

stat_compare_means (label="p.signift")+
theme_classic()+
labs(x="Lipoproteina”, y="Diametro de particula™)

p5 =- ggplot(subset(EoM_lipos_wvertical_copia, Lipoprotein != "HDL" & Lipoprotein
I= "WLDL" & Lipoprotein != "IDL"), aes(x=Lipoprotein, y=Diametro, fill=NaA5))+
geom_boxplot (width=0.40)+
scale_fill_brewer(palette = "set2"” )+

stat_compare_means (label="p.signif")+
theme_classic()+
labs(x="Lipoproteina"™, y="Diametro de particula™)

p6 <- ggplot(subset(eoM_lipos_vertical_copia, Lipoprotein !'= "LDL" & Lipoprotein
I= "HDL" & Lipoprotein != "IDL"™ ), aes(x=Lipoprotein, y=Diametro, fill=NA5))+
geom_boxplot ()+
scale_fill_brewer(palette = "set2" )+

stat_compare_means (label="p.signif" )+
theme_classic()+
labs (x="Lipoproteina", y="Diametro de particula™)
ggarrange(p4, p5, p6, ncol=3, nrow=1l, common.legend = TRUE, Tegend="right")

Box-plot: Analisis histoldgico
Las variables numéricas categoéricas como “Inflamacién” y “Balonizacion” y

“Fibrosis” son interpretadas como numéricas, por lo que las pasamos a
factores.

Utilizamos la libreria Ggplot2 para realizar graficas de cajas y comparar el perfil
lipoproteico entre pacientes NASH y No NASH. Los gréaficos generados pueden
modificarse en cuanto a estilo.

Agrupamos diversos graficos relacionados para que aparezcan en Unico panel.
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EoM_Tlipos_vertical_copiaiInflammation <=- as.factor
(EoM_1ipos_vertical_copiaiInflammation)
pl <- ggplot(subset(eom_lipos_vertical_copia, Lipoprotein != "LDL"), aes(x
=Lipoprotein, y=Colesterol, fill=Inflammation))+

geom_boxplot () +

scale_fill_brewer(palette = "Set2" )+

y1im(0,75)+

stat_compare_means (label="p.signif")+

theme_classic()
p2 <- ggplot(subset(Eom_lipos_wvertical_copia, Lipoprotein != "HDL" & Lipoprotein
I= "WLDL" & Lipoprotein != "IDL"), aes(x=Lipoprotein, y=Colesterol, fill
=Inflammation))+

geom_boxplot (width=0.30)+

scale_fill_brewer(palette = "set2" )+

stat_compare_means (label="p.signif")+

theme_classic()

p3 <- ggplot(subset(EoM_lipos_vertical_copia, Lipoprotein != "VLDL"), aes(x
=Lipoprotein, y=Trigliceridos, fill=Inflammation))+

geom_boxplot()+

y1im(0,50)+

scale_fill_brewer (palette = "set2" )+

stat_compare_means (label="p.signif")+

theme_classic()
p4 <- ggplot(subset(EoM_lipos_vertical_copia, Lipoprotein != "HDL" & Lipoprotein
!= "LDL" & Lipoprotein != "IDL"), aes(x=Lipoprotein, y=Trigliceridos, fill
=Inflammation) )+

geom_boxplot (width=0.30)+

y1im{0,300)+

scale_fill_brewer(palette = "set2" )+

stat_compare_means (label="p.signif")+

theme_classic()

ggarrange(pl, p2, p3, p4, ncol=2, nrow=2, common.legend = TRUE, legend="right"™)
Box-plot: Variables de confusion

Utilizamos la libreria Ggplot2 para realizar graficas de cajas y comparar el perfil
lipoproteico entre pacientes NASH y No NASH. Los graficos generados pueden
modificarse en cuanto a estilo.

Agrupamos diversos graficos relacionados para que aparezcan en Unico panel.

ggplot(EOM_lipos_vertical_copia, aes(x=DLP, y=Colesterol, fill1=DLP))+
geom_boxplot(width=0.20)+
scale_fill_brewer(palette = "Accent" )+
stat_compare_means(label="p.signif")+
theme_classic()

pl <- ggplot(subset(EOM_Tlipos_vertical_copia, Lipoprotein != "LDL"), aes(x
=Lipoprotein, y=Colesterol, fil11=DLP))+
geom_boxplot()+
scale_fill_brewer(palette = "Accent"” )+
stat_compare_means(label="p.signif")+
theme_classic()

p2 <- ggplot(subset(EOM_Tipos_vertical_copia, Lipoprotein != "HDL" & Lipoprotein !=
"IDL" & Lipoprotein != "vLDL"), aes(x=Lipoprotein, y=Colesterol, fil1=DLP))+
geom_boxplot(width=0.30)+
scale_fill_brewer(palette = "Accent"” )+

stat_compare_means(label="p.signif")+
theme_classic()
ggarrange(pl, p2,ncol=2, nrow=1, common.legend = TRUE, legend="right")
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Scatter-plot: Correlacién entre esteatosis y perfil lipoproteico

Con la libreria Ggplot2 realizamos un grafico de dispersion que estudie la
correlacion entre esteatosis y carga lipidica de las lipoproteinas. Los graficos
generados pueden modificarse en cuanto a estilo.

ggplot(ScatterPlot, aes(x=1oglO(VLDL_C), y=Steatosis_grade)) + geom_point() +
geom_smooth(method=1m) + stat_regline_equation(label.x=1, Tabel.y=120)+ stat_cor
(label.x=1, Tabel.y=100) + theme(panel.background = element_blank())

ggplot(ScatterPlot, aes(x=10ogl0(IDL_C), y=Steatosis_grade)) + geom_point() +
geom_smooth(method=1Tm)+ stat_regline_equation(label.x=1, Tabel.y=120)+ stat_cor
(label.x=1, Tabel.y=100) + theme(panel.background = element_blank())

ggplot(ScatterPlot, aes(x=10gl0(LDL_C), y=Steatosis_grade)) + geom_point() +
geom_smooth(method=Tm)+ stat_regline_equation(label.x=1, label.y=120)+ stat_cor
(label.x=1, Tabel.y=100) + theme(panel.background = element_blank())

ggplot(ScatterPlot, aes(x=10gl0(HDL_C), y=Steatosis_grade)) + geom_point() +

geom_smooth(method=1Tm)+ stat_regline_equation(label.x=1.50, Tabel.y=120)+ stat_cor
(label.x=1.50, 1abel.y=100) + theme(panel.background = element_blank())
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ANEXO 2: Ficha de seguimiento del tutor

Normativa de Treball Fi de Graw Facultat d Enologia
Aprovada per Junta de Facultat d’Enologia del dia 30 d octubre de 2014

ANNEX 2

FITXA DE SEGUIMENT DEL TUTOR/A del TFG

Mom | Cognoms de I'Alumnefa: Génesis Solangel Rodriguez Rivas
Mom i Cognoms del Tutorfa: Maria del Carmen Portillo Guisado

Data de la entrevista amb I'alumne: 1 juny 2023

Recomanacions durant el seguiment: Aprofundir més a resultats, corregir el format de les referéncies i la

descripcid de les figures i taules amb format adequat. Falta I'autoavaluacid i paraules clau.

Observacions: Génesis té ben estructurada la memdria escrita amb tots els seus apartats ordenats |
complets mancant completar una mica més la interpretacié dels grafics i figures. El format de figures i taules
&z corecte, encara que la descripcid de taules ha d'anar-hi abans i falta completar el peu d'algunes figures.
La bibliografia al text s'ha dincloure abans d'acabar les frases. En definitiva, la memdria escrita estad ben
estructurada i amb bona expressid | nomeés falten uns damrers retocs per a la seva presentacio definitiva.

Observacions Darrera revisid:

Hem guedat per a la consulta de la propera versid de la memdbria escrita abans del dia 7 de juny, data en
qué es pujara la memdria definitiva.

Signatura del Tutor/a Signatura del Alumne/a
e Finesis focdilguses
Tarragena, a 1 de juny 2022
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