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RESUMEN

La enfermedad por higado graso no alcohdlico o NAFLD es la primera
causa de enfermedad hepatica crdnica a nivel mundial. Es considerada la
manifestacién hepatica del sindrome metabdlico, y en su etiopatogenia
participan diversos factores que aun no se conocen por completo
(dietéticos, metabdlicos, genéticos, medioambientales, inmunolégicos e
incluso microbioldgicos, entre otros).

Actualmente no existe tratamiento definitivo conocido, siendo
la pérdida de peso mediante dieta y ejercicio lo que por el momento se
recomienda para su tratamiento. En relacién a esto, en los ultimos anos
se propone la cirugia bariatrica como posible terapia debido a su éxito en
la pérdida de peso a largo plazo. Existen datos que demuestran la mejoria
del NAFLD tras cirugia bariatrica, los cuales se extraen a partir de estudios
observacionales que analizan fundamentalmente los cambios analiticos
e histoldgicos en los pacientes obesos sometidos a cirugia bariatrica y al
mismo tiempo enfermos por NAFLD. Sin embargo, no existen aln ensayos
clinicos randomizados ni evidencia suficiente que avale estos efectos en
la enfermedad por higado graso, y en opinidn de las ultimas guias, aun es
pronto para considerar a la cirugia bariatrica como tratamiento establecido
para el NAFLD.

Este trabajo, a partir de un modelo animal de enfermedad por NAFLD
creado en ratas alimentadas con una férmula de dieta rica en grasas,
pretende anadir informacion a la ya existente acerca de la enfermedad
y su tratamiento. En él se han querido evaluar los cambios propios de
la enfermedad a un nivel bioquimico, histoldgico, hormonal, molecular
y de expresion génica, y analizar después cudles son los efectos de la
cirugia bariatrica en comparacion al tratamiento estandar actual, la dieta
hipocaldrica, a todos estos niveles.

De él se puede extraer que la cirugia bariatrica, concretamente la
técnica de la gastrectomia vertical o “sleeve gastrectomy” (SG), es superior
a la dieta hipocaldrica para el tratamiento de fases iniciales de NAFLD. Su
superioridad radica en una mayor pérdida de peso, reversién de signos
histopatoldgicos de la enfermedad, mejoria del dano endotelial sinusoidal
hepatico, disminucion de hiperleptinemia e insulinorresistencia, y también
reduccion del riesgo cardiovascular mediante la disminucion del colesterol
total, los triglicéridos en plasma y la mejoria global del NAFLD en si.
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1. INTRODUCCION
1.1. ENFERMEDAD POR HiGADO GRASO NO ALCOHOLICO

La enfermedad por higado graso no alcohdlico (o NAFLD segun sus
siglas en inglés “Non-Alcoholic Fatty Liver Disease”), descrita por primera
vezen 1980, es a dia de hoy la forma de enfermedad hepdtica mds frecuente
a nivel mundial y una de las primeras causas de trasplante hepatico y
hepatocarcinoma [1,2]. Su prevalencia en paises occidentales se estima
entre el 17 y 46% de los adultos [1], aunque no existen datos precisos de
la misma debido a la ausencia de programas de diagndstico poblacional.
Por este motivo, se cree que la prevalencia podria ser incluso mayor.
Ademas, su incidencia ha aumentado en los uUltimos anos paralelamente al
incremento de la obesidad y la diabetes mundial [2-4]. De acuerdo a ultimas
estimaciones, en EE.UU. el 68% de la poblacién es obesa o tiene sobrepeso;
segun esto, entre 75y 100 millones de estadounidenses podrian presentar
NAFLD [5]. No obstante, también se ha identificado la enfermedad en un 7%
de adultos con peso normal, mas frecuentemente en mujeres jévenes y sin
afectacion analitica del perfil hepéatico (Figura 1). [6,7].

Box 1 | Causes of NAFLD in individuals who are lean

= Environmental causes
- High-fructose and/or high-fat diet
- Dual aetiology fatty liver disease (concomitant obesity and excess alcohol intake)

» Metabolically obese, normal-weight phenotypes

» Congenital and acquired lipodystrophy
- Such as associated with highly active antiretroviral therapy for HIV
* Genetic causes
- PNPLA3 variants
- Congenital defects of metabolism (familial hypobetalipoproteinaemia, lysosomal
acid lipase deficiency)

= Endocrine disorders
- Such as polycystic ovary syndrome, hypothyroidism or growth hormone deficiency

* Drug-related causes
- Such as amiodarone, methotrexate or tamoxifen

» Other causes
- Jejunoileal bypass, starvation or total parenteral nutrition

Figura 1. La enfermedad por NAFLD en personas no-obesas y sus posibles causas. Fuente
[7] : Younossi Z, Anstee QM, Marietti M et al. Global burden of NAFLD and NASH: trends,
predictions, risk factors and prevention. Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology
(2017) doi:10.1038/nrgastro.2017
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La enfermedad consiste en la acumulacién hepdtica de grasa
en exceso y el dano derivado de la misma, asociado fundamentalmente
a insulinorresistencia (IR) y en ausencia de otras causas de esteatosis
secundaria (Tabla 7). Se define por la presencia de esteatosis en mas del 5%
de hepatocitos seguln el analisis histoldgico o si es mayor del 5.6% medido
de forma cuantitativa segun la fraccién grasa/agua calculada mediante
resonancia magnética (RM) [1].

Tabla 1. Causas de esteatosis secundaria

Enfermedad hepatica alcohdlica
e Farmacos
« Higado graso asociado a hepatitis C (genotipo 3)
e Otros
- Hemocromatosis
- Hepatitis autoinmune
- Enfermedad celiaca
- A/hipo-betalipoproteinemia
- Hipopituitarismo, hipotiroidismo
- Inanicién, nutricién parenteral total
- Metabolopatias (enfermedad de Wolman)

En funcion de la evolucion de la enfermedad podemos encontrar
dos espectros histopatolégicos diferentes con muy distinto prondstico
(Figura 2): 1) el higado graso no alcohdlico que consiste en la presencia
de esteatosis simple con o sin signos inflamatorios inespecificos leves
(NAFL en inglés: “Non-Alcoholic Fatty Liver’), presente en la mayoria de
pacientes con NAFLD (aproximadamente en un 70-75% de enfermos); 2) y la
esteatohepatitis no alcohdlica (o NASH por “Non-Alcoholic Steatohepatitis”)
detectada en un 25-30% de individuos con NAFLD, que se define por la
presencia de cambios inflamatorios y de degeneracion hepatocitaria en el
estudio histolégico hepatico y que podria progresar a formas mas graves,
desarrollando fibrosis, cirrosis e incluso hepatocarcinoma [1,2].
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En cuanto al prondstico, el principal factor determinante es la
presencia de fibrosis. Se calcula que los pacientes con NASH poseen un
riesgo aproximado del 20% de avanzar a formas irreversibles con cirrosis
[8]. La presencia de factores de riesgo tales como un aumento de peso
mayor de 5kg, la obesidad central, diabetes mellitus tipo 2, hipertension,
dislipemia y en general todos aquellos relacionados con el sindrome
metabdlico hacen que aumente la probabilidad de que la enfermedad
progrese a estadios mas avanzados [1,2].

Los pacientes afectos por NAFLD en general, y sobre todo aquellos
con NASH, presentan un mayor riesgo de mortalidad en comparacion a la
poblacién general debido fundamentalmente a enfermedad cardiovascular
en primer lugar, seguido de muerte por cancery, por Gltimo, por enfermedad
hepatica. Se desconoce el nimero de casos de cirrosis por NAFLD que
han necesitado un trasplante hepatico; no obstante, se sabe que es la
Unica causa de trasplante hepatico que ha seguido incrementando en los
ultimos afos, concretamente de 1.2 a 9.7% entre los afios 2001 y 2009 [9].
Ademas, de los casos que se habia catalogado como cirrosis criptogénicas
décadas atras, ahora se sabe que gran parte de ellos se atribuyen a
cirrosis secundarias a enfermedad por NAFLD [10]. Debido a su creciente
casuistica, asociado al hecho de que los casos por VHC y alcohol contintan
descendiendo gracias a los efectivos tratamientos hallados recientemente,
se estima que la cirrosis por NAFLD sea la primera causa de trasplante
hepético hacia el ano 2020 [9,111].

25
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[ : 1
Nonalcoholic fatty liver (NAFL) Nonalcoholic steatohepatitis (NASH)
{~70%-75% of individuals with NAFLD) {~25%-30% of individuals with NAFLD)
I .
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cellular ballooning (inset)

Disease progression

Risk factors for disease progression
Diabetes
Insulin resistance
Hypertension
Weight gain »5 kg
Increasing ALT, AST; AST:ALT 1

<4% of individuals with MAFL progress to cirrhosis
~20% of individuals with NASH progress to cirrhosis

Figura 2. El espectro de la enfermedad por NAFLD y su evolucion. Fuente [2]: Rinella M. E.,
Nonalcoholic Fatty Liver Disease: A Systematic Review. JAMA. 2015;313(22):2263-2273
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1.2. NAFLD Y SU RELACION CON EL SINDROME METABOLICO,
LA OBESIDAD Y EL RIESGO CARDIOVASCULAR

A la hora de hablar de la enfermedad por higado graso no alcohélico,
es obligado hablar también tanto del sindrome metabdlico como de la
obesidad y el riesgo cardiovascular, debido a la gran conexion que existe
entre la enfermedad por NAFLD y estas tres entidades, cada vez mas
presentes en la sociedad actual.

1.2.1. Sindrome Metabdlico

La enfermedad por NAFLD estd en estrecha relacidon tanto con
la IR sistémica como con el sindrome metabdlico, el cual se define por
la presencia de tres o mas de las siguientes alteraciones [12,13,15]:
tolerancia alterada a la glucosa (TAG) o diabetes mellitus 2, hipertension
(TAS >130mmHg o TAD >85mmHg), hipertrigliceridemia (TG >150mg/dL),
niveles bajos de lipoproteina de baja densidad (HDL <40mg/dL en hombres
y <50mg/dL en mujeres) y obesidad central medida por el perimetro de la
cintura (>102cm en hombres, >88cm en mujeres).

A pesar de estar definido por la presencia de al menos tres de las
alteraciones mencionadas, el sindrome metabélico puede asociar muchas
otras condiciones que son reflejo de la desregulacion metabdlica que existe
a nivel general (Figura 3) [14]. Entre ellas se encuentra la enfermedad por
NAFLD, que no se encuentra entre los criterios diagndsticos pero que es
considerada ya la manifestacion hepatica del sindrome metabélico dada su
estrecha relacién [16].

De hecho, todos los componentes del sindrome metabédlico se
asocian a la presencia de grasa hepatica, independientemente del indice
de masa corporal (IMC) del paciente. Tanta es la asociacién entre ambas
condiciones que en cualquier paciente con sindrome metabdlico conocido
deberia estudiarse la presencia o no de NAFLD, y viceversa, los pacientes
afectos de NAFLD deberian ser evaluados en busca de la existencia de un
sindrome metabélico definido [1].
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Figura 3. El sindrome metabdlico es una constelacion de alteraciones metabdlicas
interrelacionadas entre si; entre ellas la enfermedad por NAFLD. Fuente [14]: Bonora, E. &
Targher, G. (2012) Increased risk of cardiovascular disease and chronic kidney disease in
NAFLD. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. doi:10.1038/nrgastro.2012.79

La acumulacién grasa en el higado altera la captacion de glucosa
para la glucogénesis hepatica mediada por insulina y la produccién de HDL
a este nivel, dando lugar a un estado de hiperglicemia, hipertrigliceridemia
e hiperinsulinemia [16,17]. En pacientes no diabéticos, el indice HOMA-IR,
que resulta del producto entre el nivel de glucosa en ayunas (en mmol/L)
e insulina plasmatica (en mU/ml), es un buen indicador de alteracion de la
sensibilidad a la insulina sin haber desarrollado aun diabetes [18]. En el
contexto que nos atane, sirve para identificar casos de IR asociada a NAFLD,
sobre todo en pacientes con diagndstico de NAFLD incierto (p.ej.: esteatosis
definida por ultrasonidos en paciente normopeso), y también para detectar
pacientes con NAFLD en riesgo a desarrollar NASH o progresidn a fibrosis
si durante el seguimiento se observa un empeoramiento del indice HOMA-
IR[1,19].
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1.2.2. Obesidad

La obesidad es la condicion mas frecuente en los pacientes con
NAFLD y también el mayor factor de riesgo para su desarrollo [20]. Ademas,
es un factor predictor de severidad de la enfermedad [21]. En su medicidn
no sélo se debe tener en cuenta el IMC, sino también el perimetro de cintura
y la adiposidad visceral. De hecho, personas con IMC menor a 30 kg/m2
(e incluso menor a 25 kg/m2) pero con distribucién visceral de la grasa
corporal pueden estar afectos y presentar NAFLD con o sin alteracién
enzimatica hepatica [15,22]. Curiosamente la mayoria de los pacientes de
NAFLD con normopeso asocian tanto IR como distribucién visceral anémala
de la grasa corporal [1,23,24].

1.2.3. Riesgo cardiovascular

Dado que el higado es un centro regulador importante del
metabolismo, donde se llevan a cabo acciones homeostaticas de la glucosa
y los lipidos entre otras, en este contexto la enfermedad por NAFLD no
es so6lo una consecuencia de la disregulacion metabdlica sistémica sino
que, ademas, el propio higado enfermo contribuye al empeoramiento y
perpetuacidon de la misma. Asi pues, la enfermedad por higado graso es
también fuente de alteraciones metabdlicas a otros niveles.

En este sentido, es importante mencionar que existe una estrecha
relacionentre elNAFLDy laenfermedad cardiovascular (ECV), hasta el punto
en que los eventos cardiovasculares son la primera causa de mortalidad
en pacientes con higado graso. Muchos estudios relacionan el NAFLD
indirectamente a la ECV sosteniendo que la relacidn se debe al contexto
de alteracion metabdlica global que existe en estos pacientes: grasa
visceral hormonal e inflamatoriamente activa, disbalance de lipoproteinas
circulantes, estado hormonal proaterogénico (p.ej.: IR o disminucién de
adiponectina circulante), estatus inflamatorio crénico sistémico en obesos,
etc. Sin embargo, recientes estudios identifican la enfermedad por NAFLD
como un factor de riesgo cardiovascular independiente a estas alteraciones
anadidas, capaz de contribuir por si mismo a la apariciéon y desarrollo de,
por ejemplo, rigidez de las paredes arteriales o disfuncion endotelial,
caracteristicas propias de la ECV [25,26].

Otra de las enfermedades a las que se asocia el NAFLD como factor
de riesgo independiente es la enfermedad renal crénica (ERC). En un
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amplio metaandlisis llevado a cabo por Musso G et al., en el cual realizan
la busqueda de articulos relacionados desde 1980 a 2014 y obtienen
una n final de 63902 pacientes, demuestran que el NAFLD es un factor
independiente asociado a la ERC, y que la asociacidn es mayor cuanto mas
avanzada esté la enfermedad hepatica [27].

1.3 ETIOPATOGENIA

A pesar de su importancia, tanto por la preocupante crecida
del nimero de casos a nivel mundial como por ser una enfermedad
potencialmente grave en estadios finales, aun no se conocen con exactitud
ni el origen ni el desarrollo de la afeccion. Son multiples las teorias que
explican como inicia la enfermedad y cuales son los factores implicados
en su evolucién. Lo que se sabe con seguridad es que se trata de una
enfermedad multifactorial relacionada no sélo con aspectos metabdlicos,
sino también con factores genéticos, medioambientales, inmunoldgicos e
incluso microbioldgicos. No obstante, el orden en el que actian cada uno de
estos factores es desconocido.

Durante muchos anos prevalecio la teoria de que el desarrollo de
la enfermedad se daba en dos fases o “dos golpes” (“two-hit theory”) [28]:
el primer “golpe” de la mano de la dieta rica en grasas, la obesidad y la IR,
qgue serian las responsables del depdsito y acumulacidn de triacilgliceroles
en el higado, para después dar paso al segundo “golpe”, consistente en la
respuesta hepatica y sistémica al acumulo graso inicial, el cual provocaria
qgue citokinas extracelulares, adipokinas, endotoxinas bacterianas, la
disfuncion mitocondrial y el estrés del reticulo endoplasmatico hepatico
dieran lugar a una cascada inflamatoria y consecuente fibrogénesis en el
higado [29].

Sin embargo, la ultimas investigaciones y lo ultimo que se conoce
sobre la etiopatogenia de la enfermedad se aleja de esta teoria de los
“dos golpes” para dar lugar a una teoria mas reciente, aun bajo analisis,
que afirma que “multiples golpes paralelos” (“multiple-hit theory”) serian
responsables al mismo tiempo del inicio y desarrollo de la enfermedad
[30,31]. Desde esta perspectiva, tanto la IR como la alteracion e
inflamacidn del tejido adiposo, liberacion de adipokinas y otras muchas
condiciones relacionadas con la alteracidn del metabolismo en general
se interrelacionarian entre si, provocando la acumulacién grasa hepatica,
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la cual seria un fenémeno resultante del dano provocado por diversos
mecanismos lesivos a nivel sistémico.

Asi pues, la enfermedad por NAFLD seria el resultado de varios
mecanismos daninos, y esta a su vez se sustentaria por la interaccion
entre el higado y otros 6rganos como el tejido adiposo, el intestino o el
hipotdlamo, participantes en la génesis y perpetuaciéon de la enfermedad
(Figura 4) [32].

Leptin | Leptin recep

Obesity Appetie || (HEY, AGRF, POMCI-%ypoihalamic

Insulin resistance flammation
Lij‘?dystmphic

Adipose tissue
dysfunction

ndiponeetlnl

I (scFas, alcohol, LPS)

IL-6, TNFa |

Figura 4. En la enfermedad por NAFLD existe una interrelacion bidireccional entre el higado y
los érganos implicados en su etiopatogenia. (FFA: free fatty acids; TAG: tryglicerides; LD: lipid
droplets; PNPLA3 148M: patatin-like phospholipid domain-containing protein 3 1148M variant;
17B-HSD13: 17B-hydroxysteroid dehydrogenase 13; DNL: de novo lipogenesis; SREBP1c:
sterol regulatory element binding protein-1c; ROS: reactive oxygen species; ER: endoplasmic
reticulum; FXR: farnesoid X receptor; SCFAs: short-chain fatty acids LPS: lipopolysaccharide;
IncRNAs: long non-coding RNAs; NPY: neuropeptide Y; AgRP: Agouti-related peptide; POMC:
pro-opiomelanocortin; IL-6: interleukin-6 TNFa: tumor necrosis factor alpha) Fuente [32]:
Zhang X, Ji X, Wang Q, Li JZ. New insight into inter-organ crosstalk contributing to the
pathogenesis of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Protein Cell. 2017 Jun 22. doi:
10.1007/s13238-017-0436-0
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A continuacién se explican brevemente cada uno de los mecanismos
implicados en el inicio y desarrollo de la enfermedad. Algunos de ellos
(como por ejemplo el papel del hipotalamo, la alteracidon en la microbiota
o la influencia genética y epigenética) no se explican en profundidad dado
gue no han sido material de estudio en este trabajo, pero se mencionan
debido a su relevancia en cuestién de etiopatogenia.

1.3.1. El efecto de la obesidad, el sindrome metabdlico y la
insulinorresistencia en el higado

Como se ha explicado previamente, la enfermedad por NAFLD
estd muy ligada a la obesidad y sobre todo al sindrome metabdlico,
considerandose la expresidn hepatica de este ultimo. En estos estados, la
esteatosis hepatica es el resultado del desequilibrio entre el influjo y la
eliminacion o salida de triglicéridos (TG) en el higado. Una dieta rica en
grasas hace que incremente la llegada de acidos grasos libres desde el
intestino al higado, aumentando la lipogénesis de novo hepatica, mientras
qgue al mismo tiempo, en estados de obesidad, el flujo de acidos grasos libres
desde el tejido adiposo es también mayor por un incremento en la lipdlisis
de este ultimo. Los acidos grasos libres en el higado, mediante la accidn
de la enzima acil-CoA sintetasa y posteriormente la via de la 3-oxidacidn,
son procesados para acumularse en forma de TG bien en gotas lipidicas
hepaticas o como parte de lipoproteinas de bajo peso molecular (VLDL).
El aumento del influjo de acidos grasos libres al higado y la saturacion de
las vias de eliminacién hace que estos se acumulen en mayor proporcion,
generando no solo la resultante esteatosis hepatica sino también un estado
de lipotoxicidad que, entre sus efectos nocivos, provoca la alteracién de la
respuesta hepatica a la insulina, lo cual traduce una IR hepatica selectiva
[33,34]. Dicho estado de IR hepatica, a su vez, contribuye a una mayor
acumulacion de TG en gotas lipidicas inhibiendo su B-oxidacion y también
una mayor lipogénesis de novo mediante una mayor sintesis y actividad de
la SREBP-1c [35]. De ahi que en la enfermedad por NAFLD, donde existe
una respuesta hepdtica alterada a la insulina, se asocie normalmente la
esteatosis con estados de hiperglucemia e hiperlipidemia.

Ademds del dano resultante del desbalance entre el influjo y
eliminacién de acidos grasos en el higado, existen otros mecanismos
presentes en el higado que participan en la generacion de esteatosis y
dano hepatico propio de la enfermedad por NAFLD: 1) factores genéticos
tales como la mutacion de la proteina PNPLA3 [148M que impide la lipdlisis
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hepéatica [36-38] o la sobreexpresion de la enzima 17B-HSD13 la cual
contribuye a la lipogénesis hepética [39,40]; 2) algunas hepatokinas que
se encuentran mds elevadas de lo normal, como por ejemplo la fetuin-A,
al parecer elemento conector entre obesidad, IR y NAFLD [41-43]; 3)
presencia de ciertos micro-RNA y RNA no codificantes de cadena larga
(IncRNA) (p.ej.: miR-122, miR-192, miR-375), que ademads de relacionarse
con ciertas caracteristicas de la enfermedad, también se consideran un
posible marcador para el diagndstico y seguimiento ya que se pueden medir
en plasma [44-47]; 4) la propia lipotoxicidad intrahepatica generada por los
acidos grasos acumulados, que dan lugar a disfucién mitocondrial y una
serie de procesos bioquimico-metabdlicos (aumento del estrés oxidativo
hepatico, estrés en el ER y generacidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS)) que son un punto clave en la progresion hacia la esteatohepatitis o
NASH mediante la activacion de células de Kupffer [48,49].

1.3.2. El tejido adiposo, drgano endocrino en la enfermedad
por NAFLD

El tejido adiposo, compuesto no sélo por adipocitos y preadipocitos
sinotambién porfibroblastos, macréfagos, monocitosy células endoteliales,
resulta ser un érgano endocrino implicado en la homeostasis energética y
regulacién metabélica local, periférica y central en el organismo. No sélo
es fuente de acidos grasos libres, sino que también genera ciertas sefales
y hormonas que ejercen un efecto metabdlico-endocrino a nivel sistémico.

En cuanto al tejido adiposo como fuente de acidos grasos libres, ya
se ha explicado previamente que en estados de obesidad, donde hay un
exceso de acidos grasos almacenados en los adipocitos, también existe una
mayor liberacién de estos hacia el higado y, por tanto, es parte responsable
del desbalance y acumulacion grasa hepatica que se da en la enfermedad
por NAFLD.

Desde el punto de vista endocrinolégico, el tejido adiposo es un
organo endocrino en si, capaz de sintetizar y segregar diferentes hormonas
y elementos que tienen efecto en multiples sistemas, entre ellos el
higado. Dichas sehales provenientes de los adipocitos, llamadas por ello
de forma genérica adipokinas, son sensibles al estado metabdlico global
y se autorregulan en base a las necesidades energéticas del organismo.
A continuacion se exponen algunas de las adipokinas que se han visto
relacionadas a la enfermedad por NAFLD [50,51]:
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- LEPTINA. Considerada hormona anorexigena, la leptina aumenta
en estados de sobrealimentacidén y tiene su efecto tanto a nivel central —
en el hipotdlamo- reduciendo el apetito como a nivel periférico reduciendo
la produccién de insulina y promoviendo el gasto energético mediante la
oxidacién de acidos grasos e inhibicion de la lipogénesis. También evita el
depdsito ectdpico graso en tejidos como el higado o el musculo esquelético.
No obstante, en organismos con exceso caldrico, y por tanto en individuos
obesos, los niveles de leptina son paraddjicamente altos ya que existe
una resistencia central y hepatica a la leptina que evita que ésta ejerza
su efecto anoxerigeno a estos niveles [52]. En la enfermedad por NAFLD
también se produce un estado de hiperleptinemia asociado a resistencia
leptinica periférica [53]. Tanto es asi, que diversos estudios han llegado a
relacionar los niveles séricos de leptina con el grado de esteatosis hepatica
[54,55]. Pero ademads, se cree que la leptina juega un papel importante
en la inflamacidn y fibrogénesis hepatica, desde que se conoce que esta
hormona es capaz de aumentar la presencia de especies tipo ROS en
el higado, provocando la activacién de células de Kuppfer que, a su vez,
sintetizan citokinas como el TNFa contribuyendo asi a la activacion de las
células hepaticas estrelladas (HSCs — hepatic stellate cells), responsables
del inicio de la fibrogénesis [56].

- ADIPONECTINA. Es una hormona sintetizada exclusivamente en
el tejido adiposo que presenta multiples isoformas oligoméricas en la
circulacién. Hay varios efectos especificos de cada isoforma descritos en
la literatura, pero a modo general se puede decir que la adiponectina, a
través de su accién sobre sus receptores AdipoR1 y AdipoR2, estimula la
sensibilidad periférica a la insulina, promueve la utilizacién hepética de
glucosaylaoxidacionde acidos grasos tantoenelhigadocomoenelmusculo
y otros drganos periféricos. Ademds, es una proteina con efecto anti-
angiogénico, anti-aterogénico y anti-proliferativo. A pesar de sintetizarse
Unicamente en el tejido adiposo, se han observado niveles séricos bajos
de la misma en estados de obesidad, IR y sindrome metabélico. Una de las
posibles explicaciones a esto es que el ambiente hipdxico que existe en los
adipocitos (por su expansidn y por tanto dificultad en el aporte de oxigeno)
haga que disminuya la sintesis de esta hormona. Asi pues, también se han
detectado niveles anormalmente bajos de adiponectina en pacientes con
NAFLD, lo cual favoreceria la resistencia insulinica y acumulacién grasa
hepatica [57]. Ahadido a todo ello, se sabe que la adiponectina tiene cierto
efecto antifibrogénico en el higado ya que inhibe la producciéon de TNFa
por las HSCs, por lo tanto, se cree que su bajo nivel en el NAFLD podria
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contribuir en cierta forma al desarrollo de estadios avanzados de la
enfermedad [51,58].

- RESISTINA. Aun no se conoce con exactitud su funcién en
humanos, pero en ratones se ha observado que la resistina actia a favor de
la resistencia insulinica hepatica y la gluconeogénesis [59]. En humanos, se
han detectado niveles séricos elevados en individuos obesos [60] y también
en pacientes con NAFLD. Al parecer, esta hormona tendria relacién con la
severidad de la enfermedad por higado graso no alcohélico, ya que se le
supone un poder proinflamatorio hepatico a través de la estimulacion de
la liberacion de diversas citokinas como TNFa o IL-6 por parte de las HSCs
[61,62]. No obstante, todavia se necesitan mas estudios para elucidar cual
es el verdadero papel de esta hormona en la patogenia del NAFLD.

- VISFATINA. Los niveles de visfatina se muestran elevados
en pacientes con obesidad, exceso de grasa visceral, DM2 y sindrome
metabélico. Igualmente ocurre en pacientes con enfermedad por NAFLD,
aunque aun se desconoce su participaciéon en el desarrollo de la misma.
Algunos estudios han hallado una correlacién positiva entre los niveles
séricos de visfatina y la inflamacion portal hepatica [63,64].

- RBP4 (RETINOL BINDING PROTEIN-4). Es la proteina de transporte
para el retinol en sangre, y su elevacién se ha asociado a estados de IR
fundamentalmente [65]. Por ende, también se puede observar su ascenso
en individuos obesos y con sindrome metabdlico. De su relacién y efecto en
el NAFLD poco se sabe. Es importante sefalar que, a pesar de su conocida
relacion con estados de resistencia insulinica, se han detectado niveles
altos de RBP4 en pacientes con NAFLD no-diabéticos. Ademas, también hay
trabajos especificos que han podido demostrar una correlacién positiva
entre los niveles de RBP4 y ciertas enzimas hepéticas (ALT y GGT) [66]. Sin
embargo, otros han hallado una relacién inversa entre el grado de fibrosis
hepatica y la presencia de RBP4 en sangre [67].

- TNFa (TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA). Es la citokina mas
estudiada en el NAFLD. Aunque sea fabricada por una gran variedad de
células del organismo, gran parte de su liberacién se da en los adipocitos y
en el higado a partir de células de Kuppfer y HSCs. Esta poderosa citokina
tiene efectos metabdlicos, proinflamatorios, proliferativos y necréticos.
Asi pues, se ve envuelta en cada una de las fases de la enfermedad por
NAFLD: 1) tiene relacion con la IR asociada a la obesidad y es un elemento
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clave en la resistencia insulinica hepética, ya que produce la fosforilacién
de la serina asociada al receptor insulinico hepatico IRS-1, paso clave y
necesario para inhibir la translocacién de GLUT4 y asi generar resistencia
periférica a la insulina [68-70]; 2) también participa en la lipélisis del tejido
adiposo, aumentando el flujo de acidos grasos hacia el higado, y produce la
activacién de la proteina SREBP-1c promoviendo la lipogénesis y esteatosis
hepatica [50]; 3) ademas, induce y forma parte de una cascada inflamatoria
intrahepatica que inicia con la activacion del factor nuclear kappa-B (NFkB)
en los hepatocitos [71], lo cual a su vez provoca la sintesis y liberacidn de
mas citokinas proinflamatorias —entre las que se encuentra nuevamente
el TNFa- que terminan por alterar la funcién mitocondrial, haciendo que
se generen especies ROS hepatotdxicas y que finalmente se de la muerte
celular del hepatocito [72]. Tal es su asociacidn a la enfermedad por NAFLD,
gue niveles mayores de TNFa se asocian a estadios mdas avanzados de
la misma tanto en adultos como en ninos, siendo esta citokina un buen
marcador y predictor de NASH [73-75].

- INTERLEUKINA-6. La IL-6 es otra citokina inflamatoria sistémica
qgue se produce en adipocitos, hepatocitos, células inmunitarias y células
endoteliales. Su participacion en la enfermedad por NAFLD es controvertida.
Por un lado, se sabe que contribuye a la IR por diversos mecanismos, y
sobre todo IR hepatica [76,77]. Ademas, se ha visto que una exposicidn
cronica a lL-6 provoca dano hepatico inflamatorio, y en comparacién a otras
hepatopatias crénicas, la enfermedad por higado graso no alcohélico es la
que mayores niveles de IL-6 muestra [78]. Sin embargo, en contraposicion
también se ha demostrado un efecto hepatoprotector de la IL-6 tras
exposiciones cortas a la misma y en casos de esteatosis [68,79]. Asi pues,
con la evidencia de la que se dispone hasta ahora, se puede afirmar que la
IL-6 es una citokina proinflamatoria relacionada con la IR, pero que su rol
exacto en la patogénesis del NAFLD y su relacién con las diferentes fases
de la misma aun estan por dilucidarse.

- MCP-1 (MONOCYTE CHEMOATTRACTANT PROTEIN-1). EL MCP-1,
citokina sintetizada por los adipocitos, aumenta sus niveles tanto en tejido
adiposo como en plasma en estados de obesidad, y se ha relacionado al
desarrollo de IR y esteatosis hepatica en ratones obesos genéticamente
modificados [80]. EL MCP-1 es una de las razones por las cuales se cree que
la proporcién de macréfagos en tejido adiposo aumenta considerablemente
en pacientes obesos (10% de macrdéfagos en tejido adiposo de individuos no
obesos, frente a un 40% en obesos), debido a su accién quimio-atrayente de
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monocitos [81]. Los macréfagos, células inmunitarias del sistema inmune
innato, juegan un papel principal en el inicio y mantenimiento del estado
inflamatorio basal que existe en los obesos [82]. Estos, ademéas del aumento
en nimero, también tienden a su diferenciacidn hacia el fenotipo M1 (en vez
de M2) por la accion de toxinas bacterianas que llegan desde el intestino al
tejido adiposo (principalmente LPSs, que se unen a los receptores TLR4),
lo cual contribuye a la inflamacidén del tejido adiposo por el aumento de
sintesis de TNFa e IL-6, y disminucién de interleukinas anti-inflamatorias
como el IL-10, por parte de estos macrdéfagos M1 [83].

1.3.3. El hipotalamo, centro regulador implicado en la
enfermedad por NAFLD

El sistema nervioso central, en concreto el hipotadlamo, es un centro
regulador del gasto energético global. Mediante el procesamiento de
informacion aferente y creacion de senales eferentes, se encarga de ajustar
los cambios necesarios para mantener la homeostasis metabdlica. Entre
los puntos reguladores del hipotalamo se encuentra el ndcleo arcuato, que
resulta ser el centro encargado del control de la ingesta caldrica y el peso
corporal [84].

La leptina, adipokina proveniente de la grasa visceral, es una de
las senales periféricas mejor caracterizadas y estudiadas. Su efecto
anorexigeno en el hipotdlamo consiste en la promocién de la sintesis
de neuropéptidos anorexigenos en el nucleo arcuato, como la pro-
opiomelanocortina (POMC) —precursor de la a-hormona estimulante de
melanocitos (a-MSH)- o el péptido transcriptasa regulado por anfetamina
y cocaina (CART), quienes disminuyen el apetito, activan el eje hormonal
tiroideo y aumentan el gasto energético en el organismo [85,86]. Pero
ademds, también disminuye la presencia de neuropéptidos orexigenos
como el neuropéptido Y (NPY) o la proteina r-Agouti (AgRP), las cuales
si aumentarian en presencia de senales orexigenas periféricas, como la
grelina [85,87].

Todo este proceso de regulacion de la leptina se ve alterado en
estados de obesidad y sindrome metabdlico, por la yacomentadaresistencia
leptinica que existe en estas situaciones. En el caso del hipotdlamo, dicha
resistencia leptinica es probablemente secundaria al estado de inflamacion
cronico propio de la obesidad. La inflamacidn crdnica sistémica incluye
también la inflamacién hipotaldmica, generada a través de diferentes vias
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del sistema inmunitario innato (TLR4, JNK, SOCS3, citokinas, estrés del ER,
etc.) [88-91].

Esta incapacidad del sistema central para la regulacidn energética
por falta de respuesta a la leptina favorece la persistencia del apetito y
la ingesta caldrica, la dislipemia y acumulacién de acidos grasos, la IR
generalizaday, derivado de todo ello, la esteatosis y afectacidn hepatica en
forma de NAFLD.

1.3.4. La creciente importancia de la microbiota, los acidos
biliares y el circuito enterohepatico en la enfermedad por
NAFLD

La microbiota intestinal es esencial para la integridad de la
funcién de barrera mucosa, la absorcion de nutrientes y la homeostasis
energética. Cambios en la misma (disbiosis) se han relacionado con
multiples enfermedades graves, como son la obesidad, la diabetes, el
NAFLD, aterosclerosis, diversas alergias, enfermedades gastrointestinales
(inflamatorias, colon irritable, etc.), enfermedades autoinmunes y cancer
[92-94].

Los individuos obesos muestran una menor diversidad en la flora
intestinal, y también un andmalo descenso de Bifidobacteriumy respectivo
aumento de Firmicutes, por lo que se cree que la disbiosis es uno de los
factores precursores de la obesidad [95,96]. No obstante, también se ha
podido establecer una relacidn inversa al objetivar que la obesidad puede
también alterar la microbiota [97].

La evidencia que establece que la disbiosis es relevante en el
desarrollo de la obesidad y sus complicaciones, en concreto la enfermedad
por NAFLD, es cada vez mayor [98,99]. A través de la circulacién portal, el
higado es la primera estacion de los nutrientes y metabolitos provenientes
del intestino. Por ello, no resulta extrano que la alteracién en la microbiota
pueda afectar directa o indirectamente a este drgano. Ademads, cuando el
higado recibe estos elementos, es el primer érgano en generar respuesta
hormonal e inflamatoria a los mismos, creando una relacién bidireccional
hepatico-intestinal.

Actualmente, y segun la informacién veraz de la que se dispone
hasta ahora, son cinco los mecanismos que se proponen como efectores
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del dafo hepatico cuando existe disbiosis intestinal [98,99]: 1) la alteracidn
en la digestion de alimentos y aprovechamiento calérico; 2) la expresidn
de péptidos activos; 3) dano en la permeabilidad de la barrera intestinal
e inflamacién; 4) produccion de etanol enddgeno por la microbiota; y
5) alteracion del metabolismo de la colina. A estos cinco mecanismos,
recientemente se le anade un mecanismo mas que se ve directamente
influenciado por el efecto de la disbiosis; este es el metabolismo y la accién
reguladora de los acidos biliares [100].

1.3.5. La influencia de la dieta, factor externo precursor de
la enfermedad por NAFLD

La dieta y el estilo de vida se consideran importantes modificantes
externos que contribuyen al desarrollo de la obesidad y sus complicaciones.
Habitos de la era moderna como el sedentarismo o las dietas ricas en
grasas saturadas, azlcares refinados, etc. son cada vez mas frecuentes,
sobre todo en paises occidentales, y se piensa que representan una de las
causas principales del aumento de la obesidad, la diabetes, la enfermedad
por NAFLD vy, en definitiva, todas aquellas afecciones relacionadas con el
sindrome metabdlico en estos paises durante los ultimos anos.

Este tipo de estilo de vida poco saludable se ha relacionado
epidemioldgicamente directamente con la enfermedad por NAFLD [101].
En concreto, son varios los nutrientes que se han identificado y descrito
como posibles contribuyentes a su desarrollo. A continuacién se presentan
algunos de ellos [99]:

- Grasas y colesterol. La dieta rica en grasas (grasas saturadas y
acidos grasos trans) y el colesterol actian sinérgicamente e inducen la
enfermedad por NAFLD y su desarrollo a NASH mediante las siguientes
acciones [102-105]:

¢ Desarrollo de esteatosis.

e Disbiosis intestinal, mediante la reduccién de biodiversidad de
la microbiota y el aumento del ratio Firmicutes/Bacteroidetes.

e Aumento de receptores TLR4 en el higado.

e Induccién de inflamacidn en el tejido adiposo.
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e Mayor cantidad de acetato, sustrato para la formacién de
acidos grasos.

- Fructosa y sucrosa. Estos dos nutrientes, sobre todo la fructosa,
se han podido relacionar ampliamente con la progresion de la enfermedad
a esteatohepatitis y fibrosis hepatica [106]. Ademas, la fructosa no requiere
de la insulina para su metabolismo, por lo que su accidn es independiente
a la IR. En un importante y amplio estudio de cohortes llevado a cabo
sobre la base de datos del “Framingham Heart Study’s Offspring cohort”
(iniciada en 1971, con n=5124) y la “Third Generation (Gen3) cohort”
(iniciada en 2002, n=4095) se observd que el riesgo de desarrollar NALFD
era mayor en los individuos que habitualmente consumian bebidas
azucaradas, particularmente en personas obesas o con sobrepeso [107].
Los mecanismos que se proponen para este efecto son:

e Contribucidn al dano en la barrera mucosa intestinal.

* Aumento de la endotoxemia y translocacién bacteriana en el
organismo.

e Aumento de la presencia de receptores TLR 1, 2,3, 4,5,6y 8
en el higado.

* Estimulo y expresion de SREBP1c, resultando en incremento
de la lipogénesis hepatica.

- Glicotoxinas o AGEs. Las glicotoxinas o AGEs (“advanced glycation
end-products”) estan presentes sobre todo en alimentos fritos, horneados
0 asados a altas temperaturas, lo cual predomina en la dieta de paises
occidentales. Durante su estudio se ha detectado un incremento de sus
receptores (RAGE) en enfermedades inflamatorias intestinales, y se cree
gue su presencia en el intestino ayuda a perpetuar la inflamacién crénica
que existe en estos procesos [108]. También hay presencia de RAGEs en las
HSCs, y se ha visto que la unidn de las glicotoxinas a este nivel favorece la
proliferacion de estas células y la sintesis de colageno, lo que contribuye a
lainflamacion y fibrosis hepdatica. Por tanto, aunque aun exista la necesidad
de continuar investigando sobre el papel concreto que tienen los AGEs en la
enfermedad por NAFLD, se cree que estos pueden contribuir a la esteatosis,
estrés oxidativo y fibrosis hepatica [109].
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- Edulcorantes artificiales. Aunque su uso esté muy extendido entre
dietas hipocaldricas, el consumo de estos edulcorantes se ha relacionado
con el desarrollo de obesidad, diabetes enfermedades cardiovasculares,
sindrome metabdlico y dificultad para el aprendizaje [110]. Por este
motivo, las guias clinicas recomiendan la restriccion en su uso [111]. El
mecanismo de accién principal que relaciona a estos productos con dichas
enfermedades metabdlicas es la induccién de intolerancia a la glucosa
mediante cambios en la microbiota [112]. Estos cambios, ademds, provocan
una mayor presencia del receptor GLUT2 en el intestino, lo cual resulta
en una mayor absorcién de fructosa y consecuente favorecimiento de
lipogénesis de novo hepatica y esteatohepatitis [113].

1.3.6. Agregacion familiar, genética y epigenética en la
enfermedad por NAFLD

Ademds del desarrollo de la enfermedad por NAFLD debido
a alteraciones metabdlicas y factores externos como la dieta o el
sedentarismo, existen otras lineas de investigacion que proponen la
posibilidad de que exista una posible agregacion familiar y predisposicion
genéticas, junto con cambios epigenéticos que, anadido a los factores
de riesgo descritos (sindrome metabdlico, obesidad, diabetes, la dieta,
sedentarismo, etc.), ayudan y pueden ser el punto de inflexion en algunos
casos para el desarrollo de la enfermedad [80,114].

En relacion a ello, al observar la forma en que evoluciona el
NAFLD una vez establecido, existe un determinado comportamiento de la
enfermedad que hace entrevéer una posible influencia genética. Y es que,
es cierto que hay personas que desarrollan esteatosis (NAFL) y quedan
estacionarias para toda la vida sin evolucionar a esteatohepatitis a pesar de
anadirse comorbilidades que sean agravantes, y por el contrario, algunas
personas que evolucionan mas rapidamente a estadios NASH o que incluso
siquiera llegan a desarrollar esteatosis como tal y pasan directamente a
presentar esteatohepatitis de inicio. A los pacientes del primer caso se
les ha conocido como “good fat storers” (almacenadores de grasa buena)
segun esta teoria, mientras que a los que desarrollan rdpidamente NASH
se les conoce como “bad fat storers” (almacenadores de grasa mala). Al
parecer, los “good fat storers” podrian presentar mecanismos hepdaticos
compensatorios al acimulo de grasa inicial que resistan al dafo inicial y
retrasen la aparicion de IR e inflamacién hepatica. En el momento en que
estos mecanismos se agotaran, estos individuos podrian desarrollar NASH.
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Sin embargo, los “bad fat storers” serian aquellos individuos carentes de
los mecanismos defensivos, bien por falta en su impronta génica o en su
DNA funcionaly, por tanto, progresarian rapidamente a fases avanzadas de
la enfermedad (Figura 5) [80].

Entorno a esta idea, se han llevado a cabo multiples estudios sobre
si existe agregacion familiar en el NAFLD, o si existen diferencias étnicas,
polimorfismos, diferencias en el género o factores externos que modifiquen
la expresion génica y produzcan cambios epigenéticos influyentes para el
inicio o progresion de la enfermedad.

Good prognasis ] Inflammed adipose

2 n m—

1 TNF-a, IL-6,
in the liver

1 Fructose f Chod il 1 LPS

HCC Cirrhosis

Figura 5. Teoria de los “good fat storers”y “bad fat storers” en la enfermedad por NAFLD. En
el momento en que los mecanismos compensatorios de los “good fat storers” se agotaran,
estos individuos podrian llegar a desarrollar NASH sobre esteatosis hepatica. Los “bad fat
storers”, sin embargo, son aquellos que desarrollan NASH rapidamente o que ni siquiera
pasan por una fase inicial de esteatosis, debido a la carencia de mecanismos defensivos.
Fuente [80]: Radwan MM, Radwan BM, Nandipati KC, et al. Inmunological and molecular basis
of nonalcoholic steatohepatitis and nonalcoholic fatty liver disease. Expert Rev Clin Immunol.
2013;9(8):727-38
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Respecto a la agregacion familiar, si parece haber una mayor
tendencia a desarrollar la enfermedad en familias que tienen algun
miembro afecto. Existe un estudio de Schwimmer et al. [115] que investiga
la heredabilidad de la afeccidn observando a niflos con sobrepeso, con y sin
enfermedad por NAFLD: entre los ninos con sobrepeso afectos por NAFLD
un 78% tenia alguno de los padres con esteatosis y el 59% de ellos algin
hermano con esteatosis; entre los ninos sin NAFLD, sin embargo, sélo el
37% tenia padres con esteatosis y el 17% hermanos con esteatosis.

Sobre la relaciéon con la etnia, un trabajo llevado a cabo sobre
poblacién estadounidense comparando a latinos con afroamericanos vy
sujetos de raza blanca [116], observd que los latinos eran el grupo que
mas esteatosis mostraba (45% en latinos frente a 33% en blancos y 24%
en afroamericanos), pero sorprendentemente el grupo afroamericano, a
pesar de ser el que menos esteatosis tenia, era el grupo con mayor tasa
de obesidad e IR. Esto apoya la teoria de que la etnia condiciona el tipo de
respuesta y adaptacion a la obesidad y al sindrome metabélico y, por tanto,
también al desarrollo de NAFLD.

En cuanto al género, también existen diferencias evidentes. Segun
estudios poblacionales, la enfermedad es mas frecuente en hombres con
un ratio de 6:1 entre hombres y mujeres en la adolescencia. No obstante,
dicho ratio disminuye con la edad hasta ser de 1:1 en octogenarios. Se
cree que esta diferencia entre sexos sea por el efecto protector de los
estrogenos frente al sindrome metabdlico y el NAFLD [117]. Asi pues,
determinados estados hormonales también pueden influir protegiendo al
individuo o, por el contrario, favoreciendo la enfermedad (p.ej: deficiencia
de GH, hipotiroidismo, déficit de dehidroepiandrosterona o el sindrome de
ovario poliquistico son enfermedades propensas a desarrollar NAFLD y
NASH) [80].

Por todo ello, observando el comportamiento de la enfermedad en
su evolucidn y cdmo puede agregarse en familias, etnias o por sexo, se
estan llevando a cabo multiples estudios gendmicos intentando identificar
aquellos genes alterados que se relacionan con la enfermedad. Hasta el
momento son muchos los polimorfismos que se han identificado en genes
implicadosenelmetabolismograsoydecarbohidratos,reaccionesredoxyde
interacciones entre endotoxinas y citokinas. Algunos de esos polimorfismos
se repiten en la enfermedad por NAFLD y NASH, estableciendo asi una
posible relacién causal. Entre ellos, por mencionar algunos ejemplos,
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estan el del gen de la proteina PNPLA3 con el polimorfismo 1148M [118], ya
comentado previamente, o polimorfismos en el gen que sintetiza el TNFa
[119]. Sin entrar en detalles, lo importante de descubrir polimorfismos
génicos asociados a la enfermedad es el hecho de confirmar que si existe
una susceptibilidad genética especial en ciertos individuos a desarrollar la
afeccion, simplemente por la presencia de alteraciones en su DNA.

La misma susceptibilidad se ha detectado en personas que, por
estar expuestas a determinados factores o compuestos externos, sufren
cambios en la expresion de sus genes, es decir, cambios epigenéticos
[114]. A estos factores y elementos, capaces de irrumpir en la funcién
endocrina y/o metabdlica de érganos como el higado, se los conoce como
EDCs (“endocrine-disrupting chemicals” o también “metabolism-disrupting
chemicals”). Pueden ser bien naturales o bien compuestos fabricados
por el ser humano. Los que mas se han estudiado hasta el momento son
aquellos quimicos ambientales artificiales (la mayoria pesticidas), de entre
los cuales hasta 123 se han relacionado con la enfermedad por NAFLD en
roedores [120].

Los EDCs también pueden hacer su efecto en tiempo perinatal, que
resulta ser un periodo ventana con particular vulnerabilidad. En roedores,
se ha comprobado que los EDCs en este tiempo reprograman genes
mediante la metilacién de DNA y/o modificacién de histonas, y que esto
se relaciona con el aumento de aparicién de NALFD en la edad adulta. Sin
embargo, aun no se han publicado trabajos que investiguen la relacion
de dichas alteraciones con la propia susceptibilidad de desarrollar la
enfermedad (es decir, no necesariamente con el desarrollo de la afeccidn en
si). Faltan estudios que determinen qué grado de susceptibilidad provocan
los EDCs y cual es su poder para generar el NAFLD, sabiendo en cada una
de las alteraciones si el efecto viene dado por la modificacién epigenética
que deriva en enfermedad hepatica directamente, o si la aparicién de
NALFD se da porque el cambio epigenético genera una predisposicién a la
obesidad y sindrome metabdlicos que después dan lugar a la enfermedad
indirectamente [114].

En el caso de que la exposicion perinatal supusiera una
reprogramacion del metabolismo hepatico y un riesgo directo a desarrollar
NAFLD sin necesidad de comorbilidades asociadas, estariamos ante una
posible explicacion de aquellos casos de enfermedad (la mayoria en forma
de NASH) que aparecen sin asociar alteraciones propias del sindrome
metabdlico.
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1.4. TRATAMIENTO

El objetivo del tratamiento del NAFLD hoy dia es reducir la progresion
de la enfermedad y las comorbilidades relacionadas a ella. Debido a que,
epidemioldgicamente, la enfermedad por NAFLD se relaciona a unos
malos habitos de vida insana, mala dieta y sedentarismo, la primera
recomendacion ante cualquier paciente independientemente de lafaseenla
gue se encuentre es adherirse a un estilo de vida sano, con dieta y ejercicio.
En cuanto a qué tipo de dieta se recomienda o qué clase de ejercicio es
mejor en el NAFLD, y cuales son los objetivos a alcanzar con ello, estas
cuestiones han sido motivo de debate que ha generado multiples estudios
y ensayos clinicos en la materia. Finalmente, la ultima guia clinica de la
EASL-EASD-EASO (“European Association for the Study of Liver-Diabetes-
Obesity”, respectivamente) [1] establece una serie de recomendaciones
basadas en la evidencia hasta el momento. Segun ésta, el objetivo mediante
la restriccion caldrica en la dieta es la disminucién de un 7-10% del peso
totaly la dieta deberia carecer de todos aquellos componentes que agraven
la enfermedad (alimentos procesados, ricos en fructosa, etc.), siguiendo el
tipo de dieta mediterrdnea. En la tabla 2 se explican de forma extendida
estas y otras recomendaciones.

Existe interés sobre el efecto que crea una dieta hipocaldrica
hiperproteica estricta sobre la enfermedad, nacido a raiz de la conexién
gue existe entre esta dieta y el paciente bariatrico. La presencia de NAFLD
en la poblacion obesa candidata a cirugia bariatrica es de un 75-100% [121]
y este tipo de dieta se ha utilizado durante anos atras de forma habitual en
tiempo preoperatorio para la reduccién del volumen hepético, facilitando
asi el acto quirurgico. A partir de esta relacién, varios estudios se han
llevado a cabo sobre el tema. Por ejemplo, el grupo de Schwenger KJP
et al. [122] encontré que en todos los pacientes de una serie homogénea
de 139 obesos candidatos a cirugia, dicha dieta administrada en tiempo
preoperatorio durante aproximadamente 3 semanas (que fue el tiempo
medio administrado), mejoraba pardametros tanto antropométricos
(IMC) como analiticos (glucosa, FA, colesterol total, LDL, HDL y recuento
plaquetar) medidos antes y después de la dieta. Esta mejoria se did
por igual en pacientes posteriormente diagnosticados o no de NAFLD
(esteatosis o NASH) mediante biopsia hepatica intraoperatoria, entre los
cuales se presento la enfermedad hasta en un 76.3%. A pesar de que este
trabajo so6lo observo los efectos indirectos de la misma en parametros
analiticos y de IMC, y aunque no se trate aun de una dieta recomendada
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para el tratamiento del NAFLD, parece ser que la restriccidn calérica de
esta forma tiene también efectos beneficiosos sobre la misma.

Tabla 2. Recomendaciones para la correcta modificacién del estilo de vida en la

enfermedad por NAFLD.

Restriccion
calérica

Recomendacion

500-1000kcal

por debajo de las
necesidades diarias,
para inducir una pérdida
de peso de 500-1000gr/
semana

Evidencia cientifica

La restriccion caldrica induce la
pérdida de peso y reduccion de
grasa hepdtica, independientemente
de la composicion de la dieta [123]

Objetivo: 7-10% de
pérdida de peso total

Una intervencidn del estilo de vida
durante 12 meses con una media
de pérdida de peso de 8% reduce
significativamente la esteatosis
hepaética [124]

Enfoque de
mantenimiento a largo
plazo, incluyendo
terapia cognitivo-
conductual

Si existe una reganancia de peso,

la grasa hepatica aumenta pero los
efectos metabdlicos se mantienen y
la progresidon a DM2 se retrasa
[125]

Composicion de
macronutrientes

Ingesta baja-moderada
de grasa y moderada-
alta de CH*

Dieta cetogénica baja en
CH o hiperproteica

La dieta mediterrdnea ha
demostrado una mayor reduccion
de la grasa hepatica, comparado
con una dieta baja en grasa/alta en
CH[126,127]

Fructosa Evitar las bebidas La alta ingesta de fructosa se ha
y comidas ricas en asociado al desarrollo de NAFLD
fructosa [128]

Alcohol Mantener la ingesta de Segun estudios epidemioldgicos, la

alcohol estrictamente
por debajo del limite de
riesgo (30gr hombres;
20gr mujeres)

ingesta moderada de alcohol (vino)
por debajo del limite se asocia a
una menor prevalencia de NAFLD,
NASH y fibrosis [129-131]. La

total abstinencia es obligatoria en
enfermos con NASH-cirrosis, a fin
de reducir el riesgo de HCC* [132]
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Recomendacion

Evidencia cientifica

Café

Sin limitacion

Es un factor protector hepatico

en el NAFLD y otras hepatopatias
de diferente origen, reduciendo la
afectacion histoldgica y mejorando
la funcién hepatica [133]

Ejercicio fisico

Se prefiere 150-200min/
semana de ejercicio
aerdbico moderado en
3-5 sesiones

Ejercicio de

resistencia (anaerobio)
también es efectivo,
favorece el fitness
musculoesquelético, con
efectos en los factores
de riesgo metabdlicos
Altas tasas de fatiga

por inactividad y
somnolencia diurna
reducen la adherencia al
ejercicio

El ejercicio fisico ejerce un efecto
dosis-dependiente, y el ejercicio
vigoroso (correr) supone un meyor
beneficio que el ejercicio moderado
(caminar rapido), incluyendo en el
NASH vy fibrosis [134-136]

No obstante, continuar el
compromiso de seguir haciendo
cualquier ejercicio fisico o aumentar
el nivel del mismo es mejor que
seguir en la inactividad

*CH: carbohidratos; HCC: hepatocarcinoma. Fuente [1]: Association E, Association E, Easd D, Association E,
Easo 0. Clinical Practice Guidelines EASL — EASD — EASO Clinical Practice Guidelines for the management
of non-alcoholic fatty liver disease. Clinical Practice Guidelines. J Hepatol [Internet]. European Association
for the Study of the Liver; 2016; Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2015.11.004

Anadido a la dieta y ejercicio, hay quienes proclaman la necesidad
de anadir terapias cognitivo-conductuales que ayuden a la adherencia
al tratamiento. Pero ademas, existen otras estrategias terapéuticas que
podrian ayudar al tratamiento de la enfermedad si se anaden a los cambios
en el estilo de vida, como son los suplementos nutricionales (n3 PUFA-s,
antioxidantes naturales, prebioticos, probidticos y simbidticos), farmacos o
incluso la cirugia bariatrica (Figura 6) [137].



48

Cambios morfofuncionales en un modelo animal experimental de enfermedad hepatica por higado graso
no alcohdlico tras tratamiento con cirugia bariatrica versus dieta hipocaldrica.

Phys[cal Behavioral Surgical
Therapy Procedures

LI 2

Dietary Interventions

Goals to be achieved
in the hver

» + Oxidative Stress
* Pro-Inflamatory State

* Pro-Lipogenic State

Search for new
therapeutic agents
attaining
synergistic or

potentiati
aﬂ'edsng

Figura 6. Esquema de tratamiento del NAFLD. El objetivo del tratamiento del NAFLD es evitar
su progresion disminuyendo los factores que la empeoran, como son el estrés oxidativo, el
estado proinflamatorio y prolipogénico. A los cambios en el estilo de vida pueden anadirse
intervenciones que ayuden a alcanzar dichos objetivos. (SAFAs: saturated fatty acids; n-3
PUFAs: n-3 polyunsaturated fatty acids) Fuente [137]: Hernandez-Rodas MC., Valenzuela R.,
Videla LA. Relevant Aspects of Nutritional and Dietary Interventions in Non-Alcoholic Fatty
Liver Disease. Int. J. Mol. Sci. 2015, 16, 25168-25198

Actualmente existe una gran actividad cientifica entorno a la
necesidad de encontrar un tratamiento anadido a los cambios del estilo de
vida, ya que la adherencia a la dieta y ejercicio a largo plazo no resulta ser
efectiva. No obstante, esto supone un reto muy dificil ya que la enfermedad
por NAFLD es el resultado de un compendio de alteraciones metabélicas
(obesidad, IR, dislipemia, estrés oxidativo, etc.), de multiples sefales
provenientes de distintos d6rganos y, por lo tanto, encontrar un Unico
farmaco o tratamiento que anule todos estos efectos es un gran desafio. Por
el momento, ninguno de los suplementos o farmacos que se han planteado
como posibles estrategias estdn aprobados para su uso corriente como
tratamiento en el NAFLD, ya que no existen estudios de fase Ill con ninguno
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de ellos vy, por tanto, aunque se hayan observado efectos beneficiosos en
numerosos ensayos clinicos, no existe aun la seguridad suficiente para su
utilizacion.

Hasta el momento, y mientras no se encuentre el farmaco que pueda
actuar sobre todas y cada una de las vias etiopatogénicas de la enfermedad,
el tratamiento que se recomienda es la pérdida de peso y los cambios en
el estilo de vida mediante la dieta y el ejercicio. En este sentido, la cirugia
baridtrica se propone como otra posible herramienta terapéutica en el
NALFD, ya que es la medida mas efectiva que existe a corto y largo plazo
para la pérdida de peso hasta el momento, y que adem3s evita problemas
como la escasa adherencia a las dietas y el ejercicio [138].

Pero ademas, son bien conocidos los efectos metabdlicos de la

cirugia bariatrica en la obesidad y la diabetes, llamados en conjunto
“BRAVE” segun su acrénimo en inglés (Figura 7) [139].

B BILE FLOW ALTERATION

R RESTRICTION OF STOMACH

orcion de &
biliares

A ALTERED FLOW OF NUTRIENTS Pios en microk
v VAGAL MANIPULATION

E ENTERIC GUT HORMONES MODULATION

Figura 7. Efectos metabdlicos generales "“BRAVE" de la cirugia bariatrica. B: alteracién del
flujo de acidos biliares; R: restriccion de la capacidad del estémago; A: transito alterado de
los nutrientes; V: manipulacion vagal; E: regulacién de hormonas entéricas. Estos cambios
metabdlicos podrian ayudar a la enfermedad por NAFLD en los puntos que se muestran en la

figura. Fuente [139]: Bower G. et al. Bariatric Surgery and Non-Alcoholic Fatty Liver Disease:

a Systematic Review of Liver Biochemistry and Histology. OBES SURG (2015) 25:2280-2289
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Su papel como cirugia metabédlica podria ser la clave para el
tratamiento de NAFLD, ejerciendo accién sobre mas de una diana al mismo
tiempo, y presentando ademas continuacién de sus efectos a largo plazo
(Figura 8).

Bariatric Surgery RYGB, LSG Infl: i Dyslipidemi: Adipokines
Weight | Ghrelin | CRP | LDL| HDL?Y Leptin |
Visceral adipose tissue | Bile acid 1 TNF-a | TCl TG Adiponectin T

GLP-11 l

Insulin sensitivity T .
Insulin resistance | — Potential treatment

Insulin resistance | for NAFLD

Figura 8. Posibles efectos metabdlico-terapéuticos de la cirugia baridtrica en la enfermedad
por NAFLD. RYGB: Roux en Y gastric bypass; LSG: laparoscopic sleeve gastrectomy; CRP:
C-reactive protein; TC: total cholesterol; TG: tryglicerids; HDL: high density lipoprotein. Fuente
[138] : Sasaki et al. Bariatric surgery and non-alcoholic fatty liver disease: current and
potential future treatments. Front Endocrinol (Lausanne). 2014 Oct 27;5:164

Esta propuesta se publicé en 2014, en una de las escasas revisiones que existen sobre
el papel de la cirugia bariatrica en el NAFLD. Desde entonces hasta ahora, a los posibles
mecanismos hay que anadir otras muchas vias que actualmente se estan estudiando a nivel
experimental: mas adipokinas y sefales inflamatorias (algunas ya mencionadas en este
trabajo), la restauracién de la microbiota intestinal y cambio del perfil de acidos biliares,
cambios epigenéticos y alteracion de la transcripcion génica, etc.

Numerosos estudios observacionales han descrito ya la mejoria
analitica e histolégica del NAFLD y NASH tras procedimientos bariatricos.
[138,140,141]. La primera gran revision sobre el tema es un metaanalisis
publicado en la base Cochrane en el afio 2010, de la mano de Chavez-Tapia
et al. [140]. En él se concluye que la cirugia bariatrica es capaz de revertir
la esteatosis y esteatohepatitis grasa, e incluso también mejorar la fibrosis
en algunos casos. Como dato, en una serie prospetiva de seguimiento a
un ano de pacientes con NASH que fueron intervenidos, la reversion de la
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esteatohepatitis se dio hasta en un 84% de casos, y el 34% mejoraron la
fibrosis segun datos histoldgicos [142]. No obstante, ya en esta primera
revision senalaban la necesidad de mas estudios y mayor calidad de los
mismos, dada la inexistencia hasta el momento de estudios randomizados
a corto y largo plazo que evaluaran los efectos reales de la cirugia sobre
el NAFLD. Desde entonces hasta ahora, ain no existen ensayos clinicos
aleatorizados que estudien esta posibilidad terapéutica en humanos, por
lo que la efectividad a corto y largo plazo, asi como la seguridad de su
aplicacién en esta enfermedad en concreto es aun desconocida. Tampoco
se han descrito los efectos de la cirugia bariatrica teniendo en cuenta el
procedimiento llevado a cabo [1]. Las revisiones hasta ahora publicadas
hablan sobre los beneficios de la cirugia baridtrica en general, pero no
diferencian los efectos en base a si los procedimientos son malabsortivos,
restrictivos o mixtos. La evidencia de la que se dispone hasta ahora se basa
sobre todo en resultados analiticos e histolégicos tras el bypass gastrico
en Y de Roux ("BGYR” técnica mixta, malabsortiva y restrictiva) y la banda
gastrica (técnica restrictiva). Sobre otras técnicas populares y comunes
en el mundo de la cirugia baridtrica no hay apenas evidencia siquiera
observacional, como es el caso de la gastrectomia vertical o “sleeve
gastrectomy” (técnica restrictiva), de la cual sdlo existen dos estudios
observacionales prospectivos describiendo Unicamente cambios analiticos
en plasma tras la realizacion del procedimiento [141,143,144].

Se entiende que la evidencia descriptiva hasta ahora publicada sea
sobre todo en pacientes intervenidos mediante un BGYR, ya que hasta el
momento ésta ha sido la técnica gold standard mdas aclamada y realizada
en baridtrica. Este procedimiento auna restriccion y malabsorcion,
potenciando asi el efecto de pérdida de peso a corto y largo plazo, junto con
el de regulacion del metabolismo. Sin embargo, en los Ultimos anos existe
una tendencia al alza de realizar cada vez mas gastrectomias verticales a
nivel mundial [145], ya que es un procedimiento técnicamente mas sencillo,
reproducible, menos invasivo en el tracto gastrointestinal, que no tiene las
complicaciones relativas a una técnica malabsortiva (fundamentalmente
malnutricion, ademas de alterar el circuito enterohepatico) y que
ademas ha demostrado ejercer también un efecto metabélico sistémico,
consiguiendo ser una de las técnicas recomendadas para el tratamiento
de la diabetes no respondedora a fdrmacos en pacientes con obesidad de
clase | (IMC 30-35) [146,147]. Son varios los mecanismos reguladores del
metabolismo que se le atribuyen a esta técnica; entre los mas estudiados
se encuentran la disminucién de la grelina debido a la reseccion del fundus
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gastrico o el efecto incretinico mediante el aumento de GLP-1 a nivel de
intestino delgado. Otras teorias se encuentran aun en desarrollo y fases
experimentales, como su efecto sobre la microbiota y la circulacion de
acidos biliares.

En cuanto a los efectos beneficiosos de la cirugia bariatrica
concretamente en la enfermedad por NAFLD, actualmente se estan
publicando cada vez mds estudios experimentales que intentan dar
explicacion a los cambios observados en los estudios descriptivos. Entre
ellos, merece destacar algunos de los mds recientes en la tabla 3:

Tabla 3. Recientes estudios experimentales sobre el efecto de la cirugia bariatrica
en el NAFLD.

Animal de Técnica Parametro estudiado

experimentacion  quirdrgica

Du et al. 2017 Ratones C57BL/6J SG Cambios en la regulacién

[148] wild-type génica del metabolismo
lipidico

Ezquerroet 2016 Ratas Wistar Han SG Aumento del ratio acil-

al. [149] grelina/desacil-grelina,

DNAmit hepatico y
B-oxidacion de FFA

Ding et al. 2016 Ratones C57BL/6J SG Activacion de receptor
[150] wild-type TGR5 y cambio en el
perfil de acidos biliares
circulantes
Mosinskiet 2016 Ratas Sprague BGYR Disminucion del estrés
al.[151] Dawley del ER y apoptosis de
hepatocitos
Myronovych 2014 Ratones C57BL/6J SG Cambios en acidos biliares
etal.[152] wild-type circulantes y supresion

de genes lipogénicos
hepaticos, independiente a
la pérdida de peso

Verbeek et 2014 Ratones C57BL/6J BGYR Mejoria en la IR, fibrosis
al.[153] wild-type y funcién mitocondrial
hepatica

SG: sleeve gastrectomy; BGYR: bypass gdastrico en Y de Roux; DNAmit: DNA mitocondrial; FFA: free fatty
acids; TGR5: transmembrane G protein-coupled receptor 5
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Sin embargo, tal y como indican las ultimas guias, tan importantes
como la ultima declaracién de la IFSO (“International Federation for the
Surgery of Obesity and metabolic disorders”) sobre la cirugia bariatrica en
la obesidad y enfermedades relacionadas [154], la evidencia sigue siendo
minima y por el momento es prematuro considerar la cirugia bariatrica un
tratamiento establecido para la enfermedad por NAFLD.
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2. ESTUDIO EXPERIMENTAL

2.1. HIPOTESIS

La hipdtesis que se propone es que la cirugia baridtrica es capaz
de modificar y mejorar las alteraciones relacionadas con el NAFLD de
manera amplia, abordando mdas de un mecanismo etiopatogénico de la
enfermedad, y de una forma mas eficaz y duradera en comparacion a la
dieta hipocaldrica.

2.2. OBJETIVO

El objetivo del ensayo clinico que plantea este trabajo es el de, a
partir de un modelo experimental de NAFLD en ratas creado mediante dieta
rica en grasas, estudiar ciertas alteraciones bioquimicas, histoldgicas,
hormonales, moleculares tisulares y de expresién génica de la enfermedad,
y comparar los cambios que se producen en estos valores tras aplicar
tratamiento mediante dieta hipocaldrica (VLCD o “very low calorie diet’) vs.
cirugia bariatrica (Bypass gastrico en Y de Roux —-BGYR- o Gastrectomia
vertical -SG-).

Ademds de los resultados que se obtengan, este estudio también
tiene la intenciéon de aportar mayor validez a la evidencia publicada
hasta ahora, con la intencidn de proporcionar nuevos datos que ayuden a
consolidar la indicacién de la cirugia metabdlica-bariatrica como posible
tratamiento para la enfermedad por NAFLD.

2.3. METODOS

2.3.1. Animales

Para realizar el estudio experimental se han utilizado 42 ratas
Wistar Han macho, no modificadas genéticamente, de 7-8 semanas de
edad y un peso inicial medio de 200-250gr (proveedor: Harlan Laboratories
Models, S.L.). Las ratas fueron estabuladas en jaulas y alimentadas segun
el grupo al que pertenecian (mas adelante se explica), bajo condiciones
estandar de laboratorio: a temperatura ambiente, con luz de intensidad
media respetando el ciclo circadiano diurno y nocturno, con 3 individuos
de diferente grupo en cada jaula distribuidos aleatoriamente y con acceso
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libre a agua potable.

Para el planteamiento y ejecucién del trabajo se han seguido
las directrices del tratado de la Unién Europea para el cuidado ético de
animales de experimentacidn (Directiva EC 86/ 609/EEC para experimentos
con animales) y previo a su inicio se obtuvo la aprobacién del Comité Etico
de Investigacion Clinica del Hospital Germans Trias i Pujol, donde se llevd
a cabo la parte experimental con animales (CEIC HUGTIiP; Ref. EO-12-048).

2.3.2. Modelo experimental (Figura 9)

Los 42 individuos se randomizaron a é grupos de estudio:

1.

Grupo control (n=7): recibieron una dieta estandar ad libitum (SD,
“standard diet": dieta genérica de mantenimiento para roedores
Teklad Global 14% de proteina, Teklad Diets Madison WI; Harlan
Laboratories) durante todo el estudio, hasta su sacrificio.

Grupo obesos HFD (n=7): recibieron una dieta hipercaldrica
rica en grasas ad libitum (HFD, “high-fat diet’: Ref. TD.06414
Harlan Laboratories, Inc. Madison, WI) hasta el final del estudio
experimental.

Grupo VLCD (n=7): grupo de ratas que inicialmente recibieron
una dieta hipercalérica rica en grasas ad libitum (HFD) hasta
alcanzar la ganancia ponderal deseada, y al que posteriormente
se le cambiéd la dieta por una de bajo contenido caldrico
ad libitum (VLCD o “very low-calorie diet’: Ref. TD.140200
Harlan Laboratories, Inc. Madison) hasta el final del estudio
experimental.

Grupo Sham (n=7): grupo de ratas que inicialmente recibieron
una dieta hipercalérica rica en grasas ad libitum (HFD) hasta
alcanzar la ganancia ponderal deseada, y al que posteriormente
se le sometid a un estrés quirdrgico diferente a la cirugia
bariatrica (procedimiento sham, se explica mas adelante).
Permanecieron en dieta absoluta las 12-24h primeras horas
postoperatorias, y de ahi en adelante recibieron una dieta
estandar ad libitum (SD) hasta el final del estudio.
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5. Grupo Sleeve o SG (n=7): grupo de ratas que inicialmente
recibieron una dieta hipercalérica rica en grasas ad libitum
(HFD) hasta alcanzar la ganancia ponderal deseada, vy
que posteriormente fueron tratadas mediante cirugia
baridtrica realizdndoles una gastrectomia vertical (SG o
“sleeve gastrectomy”, se explica mas adelante). Durante el
postoperatorio inmediato se las mantuvo con una dieta liquida
enriquecida en glucosa y, dependiendo de la evolucién clinica, a
las 24-48 horas reiniciaron dieta estandar ad libitum (SD) hasta
el final del estudio.

6. Grupo Bypass o BGYR (n=7): grupo de ratas que inicialmente
recibieron una dieta hipercalérica rica en grasas ad libitum
(HFD) hasta alcanzar la ganancia ponderal deseada, y que
posteriormente fueron tratadas mediante cirugia bariatrica
realizandoles un bypass gastrico en Y de Roux (BGYR, se
explica mas adelante). Durante el postoperatorio inmediato se
las mantuvo con una dieta liquida enriquecida en glucosa vy,
dependiendo de la evolucidn clinica, a las 24-48 horas reiniciaron
dieta estandar ad libitum (SD) hasta el final del estudio.

Los animales que formaban parte de los tres grupos en los que habia
que realizar una intervencion quirdrgica fueron estabulados de forma
aleatoria pero habiendo siempre un representante de cada grupo en cada
jaula. De esta forma se pretendid eliminar posibles factores de confusion
secundarios a motivos ambientales.

Para considerar obesas a las ratas de los grupos que recibieron
HFD a su inicio, se establecié un minimo de ganancia ponderal de >20%
respecto del grupo control. Este objetivo de ganancia ponderal se alcanzé
en la semana 10 del estudio.

Una vez alcanzado el objetivo de ganancia ponderal, entre la semana
10 y 11 del estudio se realizaron las correspondientes intervenciones
previstas para cada grupo, ya especificadas previamente (cambio de dieta
a hipocaldrica en el grupo VLCD e intervenciones quirdrgicas en los grupos
Sham, SG y BGYR). También con el objetivo de minimizar posibles factores
de confusidn, las intervenciones quirurgicas fueron realizadas por un Unico
investigador y se operaron un animal de cada grupo quirudrgico cada dia (1
sham + 1 sleeve + 1 bypass cada dia, por un Unico cirujano investigador).
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Figura 9. Modelo experimental. Tras recibir dieta hipercaldrica rica en grasas, las ratas
alcanzaron el objetivo de ganancia ponderal deseado en la semana 10. En ese momento se
llevaron a cabo los respectivos tratamientos (cambio a dieta VLCD o cirugia: sham, sleeve o
bypass) y se continud el estudio hasta la semana 16, momento en el que se sacrificaron todos
los grupos y se tomaron las muestras para estudio. Los grupos control y HFD mantuvieron
su dieta inicial hasta el final del estudio. Los grupos quirdrgicos continuaron con una dieta
estandar desde la cirugia hasta su sacrificio.

2.3.3. Dietas

Dieta estandar (SD). Férmula fija disefada para la longevidad
y mantener el normopeso en roedores, con un contenido caldérico de
2.9kcal/gr y macronutrientes distribuidos de la siguiente forma: 67% de
carbohidratos, 13% de grasas y 20% de proteinas (Teklad Global 14%
proteica, Teklad Diets Madison WI; Harlan Laboratories).

Dieta hipercaldrica rica en grasas (HFD). Dieta con un contenido
hipercalérico de 5.1kcal/gr, la mayoria provenientes de la grasa: 21.3%
proviene de los carbohidratos, 60.3% de las grasas y 18.4% de las proteinas
(Ref. TD.06414 Harlan Laboratories, Inc. Madison, WI).
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Dieta hipocaldrica (VLCD). Formula hipocaldrica e hiperproteica, con
un 45% de carbohidratos, 20% de grasas y 35% de proteinas, que aportan

3.6kcal/gr (Ref. TD.140200 Harlan Laboratories, Inc. Madison). Esta dieta,
administrada a las ratas obesas, pretende simular la restriccidn calérica
gue se les aplica a los individuos obesos como tratamiento en el NAFLD.

2.3.4 Cirugias (Figura 10)

Las cirugias se llevaron a cabo con isoflurane inhalado como Unico
medio anestésico, administrado mediante una mascara para roedores
conectada a una maquina de anestesia veterinaria, a concentraciéon de
5% durante la induccidn y posteriormente 1-2% segun necesidad para su
mantenimiento. En el momento de la induccién se rasuré el abdomen de
los animales, se desinfectd la superficie a intervenir con povidona iodada
y se administré meloxicam (1mg/kg) y amoxicilina-clavulanico (150mg/
kg) subcutaneos para la analgesia y profilaxis antibiética respectivamente
[155].

SHAM

La intervencidon tipo sham consistido en realizar una laparotomia
media suprainfraumbilical y dnicamente movilizar el paquete intestinal y
el estdmago, con una duracion total de la intervencion de unos 5-10min.

GASTRECTOMIA VERTICAL

La intervencion de gastrectomia vertical (Sleeve) se modificé vy
adapto para roedores, pero siempre siguiendo los mismos principios que el
propio procedimiento en humanos [156]. Se accedio a la cavidad abdominal
mediante una laparotomia media suprainfraumbilical en todos los casos. Se
realizé una gastrectomia vertical, resecando aproximadamente el 80-90%
del estomago de esta forma, y posteriormente se cerré la gastrectomia
mediante una sutura continua no-absorbible de polipropileno 6/0 (Prolene®,
Ethicon US). El procedimiento duré alrededor de 45-60min en todos los
casos.
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BYPASS GASTRICO EN Y DE ROUX

Al igual que la gastrectomia vertical, el procedimiento de BGYR se
adaptd para roedores siguiendo los principios basicos en humanos [157].
Se decidié modificar el modelo original en cuanto a las longitudes de asa:
se realizé un asa biliopancreatica de unos 10-12cm, anastomosada al asa
alimentaria a unos 20cm del ciego. Dada su complejidad en ratas, esta
intervencidn llegé a alcanzar alrededor de las 3-4h de duracién.

Gastric pouch

Biliopancreatic
Limb
(~20cm)

Jejuno-

Jejunostony

Common
Channel
(~25-30em)

%
Figura 10. Cirugia bariatrica modificada para roedores. A) Gastrectomia vertical: se realiza la
seccion vertical del estdmago, resecando la curvatura mayor y extrayendo aproximadamente
el 80-90% del volumen gastrico total; B) Bypass géstrico en Y de Roux: se realiza un bypass
malabsortivo del tracto gastrointestinal y se afade una parte restrictiva creando un “pouch”
o reservorio a expensas del estdmago proximal. La longitud de las asas del bypass fueron
modificadas, realizado un asa biliopancreatica de 10-12cm y creando un asa comun a unos
20cm del ciego. Fuentes [156,157]: Ph D, Johnson FK. Development of a sleeve gastrectomy
weightloss model in obese Zucker rats. NIH Public Access. 2010;157(2): 567-83 / Bueter, M.,

Abegg, K., Seyfried, F., Lutz, TA., le Roux, C.W. Roux-en-Y Gastric Bypass Operation in Rats. J.
Vis. Exp.2012;(64),e3940.
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En todos los casos las intervenciones concluyeron con el cierre de
la laparotomia media mediante sutura continua no-absorbible de seda 2/0
(PERMA-HAND®, Ethicon US).

Todos los grupos quirdrgicos continuaron recibiendo analgesia
subcutanea con meloxicam (1mg/kg) y los grupos de SG y BGYR recibieron
también amoxicilina-clavuldnico subcutaneo (150mg/kg) durante las
siguientes 24-48h, segun criterio clinico.

Las ratas del grupo Sham permanecieron en dieta absoluta las 12-
24h primeras horas postoperatorias, y de ahi en adelante recibieron una
dieta estandar ad libitum (SD) hasta el final del estudio. A las de los grupos
SG y BGYR, por el contrario, durante el postoperatorio inmediato se las
mantuvo con una dieta liquida enriquecida en glucosa y, dependiendo de
la evolucioén clinica, a las 24-48 horas reiniciaron dieta estandar ad libitum
(SD) hasta el final del estudio.

2.3.5. Recogida de muestras

Tras las intervenciones, se mantuvo a las ratas bajo observacién y
recogida de datos ponderales semanales durante un mes y medio, hasta la
finalizacion del estudio en la semana 16.

En este tiempo hubo pérdidas en los grupos Sham y Bypass: 1 de
los individuos sham fallecié durante la induccién anestésica, previo a
iniciar la intervencion; el grupo de Bypass supero las intervenciones en
el tiempo intraoperatorio, pero 5 de los 7 individuos fallecieron durante el
seguimiento postoperatorio. Por lo tanto, en el momento de los sacrificios
la n final fue de 36 (Control n=7; Obesas n=7; VLCD n=7; Sham n=6; Sleeve
n=7; Bypass n=2).

Respecto a la recogida de datos sobre los pesos, estos se recogieron
semanalmente desde la semana 1 hasta la 16, pudiendo registrar la
evolucion previa y posterior a los tratamientos.

En la semana 16 se llevaron a cabo los sacrificios y recogida de
muestras para su analisis en el laboratorio. Todos los sacrificios se llevaron
a cabo bajo anestesia general con isoflurane inhalado.
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Se tomaron muestras de sangre de la arteria carétida, se procesaron
los tubos en la centrifuga a 1500-2000g durante 10 minutos y se
almacenaron a 4°C hasta la determinacidon de parametros bioguimicos y
hormonales plasmaticos.

Las biopsias de parénquima hepatico se tomaron previo lavado
del mismo instilando suero fisioldgico a través de la vena porta, con la
intencidon de lavar y retirar el mayor contenido de sangre posible y eliminar
asi cualquier interferencia a la hora de hacer las determinaciones proteicas
pertinentes. En cada animal se tomaron cinco muestras:

1 biopsia de aproximadamente 0.5cm fijada en 4%
paraformaldehido durante 24-48h, posteriormente pasada
a 50% etanol hasta 7 dias maximo para su deshidratacién y
finalmente fijada en bloques de parafina para realizar estudios
inmunohistoquimicos (IHC) e histolégicos.

3 muestras de aproximadamente 1cm congeladas en isopentano
yguardadasencrioviales parasualmacenamientoy preservacion
a -80°C, con intencidén de utilizarlas para estudios de medicién
de proteinas mediante Western Blot (WB) y estudios histolégicos.

1 muestra de aproximadamente 0.5cm guardada en solucidn
RNAlaterenmicroviales “RNAsafree” a4°C, paraladeterminacién
de expresion génica cuantitativa mediante estudios de reaccién
en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-gPCR
0 “Real time quantitative polymerase chain reaction”).

2.3.6. Andlisis de datos (ANEXO 1: Técnicas de laboratorio)

2.3.6.1. Marcadores bioquimicos, hormonales y de inflamacion en
plasma

A partir de las muestras de sangre obtenidas y mediante técnicas
ELISA/EIA (Anexo 1) se estudiaron niveles plasmaticos de:

Bioguimica general, perfil hepdtico y lipidico: aspartato-
transaminasa y alanin-transaminasa (AST y ALT), fosfatasa
alcalina (ALP), lactato deshidrogenasa (LDH), albdmina,
creatinina, urea, sodio, potasio, glucosa, colesterol total,
lipoproteina de alta densidad (HDL) y triglicéridos.
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e« Hormonas: insulina, leptina, grelina y visfatina.

e (Citokinas inflamatorias: IL6, 1L10, MCP-1, IL17ay TNFa.

La interleukina IL17a es una citokina presente en la inflamacién
cronica propia de la obesidad, que ademdas se ha relacionado con la
progresion del NAFLD hacia esteatohepatitis y NASH [158]. Por el contrario,
la IL10 es una interleukina reguladora de la respuesta inflamatoria, tiene
un efecto anti-inflamatorio sistémico y también ejerce un efecto protector
hepatico frente a la esteatosis y el sindrome metabdlico [68].

* A partir de los valores de glucosa e insulina, se calculd el
indice HOMA-IR para cada grupo, el cual se menciona ya en este trabajo
(Introduccion — “NAFLD y su relacion con el sindrome metabdlico, la

obesidad y la diabetes”)
2.3.6.2. Histologia

Porun lado, a partir de muestras de higado congeladas en isopentano
se realizaron tinciones Oil Red de todos los individuos para el estudio
cuantitativo de la esteatosis presente en los higados de cada uno de los
grupos.

Por otro lado, a partir de las muestras en bloques de parafina se
realizaron cortes de 3-um de grosor para el estudio especifico de fibrosis
mediante la tincion 0.1% Picro-Sirius Red, y también para visualizar la
presencia de esteatosis, esteatohepatitis (inflamacidn lobulillar, ballooning
en los hepatocitos) y/o cirrosis mediante la tincion de Hematoxilina-Eosina
(H&E).

Tanto los cortes en H&E como los tenidos con 0.1% Picro-Sirius
Red fueron revisados por una anatomopatdloga experta, quien estudid y
cuantifico las alteraciones relativas al NAFLD mencionadas para después
puntuar su presencia siguiendo el sistema de puntuacién histolégica del
“NASH Clinical Research Network” (NASH CRN) [159,160] (Tabla 4). La
puntuacion de cada corte y por cada caracteristica se adjunta en el Anexo 2.
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Tabla 4. NASH CRN Histological Scoring System.

Esteatosis <5% 0
5-33% 1
33-66% 2
>66% 3
Inflamacion No foci 0
lobulillar <2 foci x200 1
2-4 foci x200 2
>4 foci x200 3
Ballooning No ballooning 0
hepatocelular Pocas células 1
Muchas células / Ballooning prominente 2
Fibrosis No fibrosis 0
Leve fibrosis perisinusoidal (Zona 3) 1a
Moderada fibrosis perisinusoidal (Zona 3) 1b
Fibrosis portal/periportal 1c
Fibrosis Zona 3 + portal/periportal 2
Fibrosis en puente 3
Cirrosis 4

Fuentes [159,160]: Kleiner DE, Brunt EM, Van NattaM, et al. Design and validation of a histological scoring
system for nonalcoholic fatty liver disease. Hepatology. 2005;41(6):1313-21 / Dyson JK, Anstee QM,
McPherson S. Non-alcoholic fatty liver disease: a practical approach to diagnosis and staging. Frontline
Gastroenterol. 2014;5(3):211-8.

Basandose en los datos y la puntuacidén obtenida mediante este
sistema de puntuaje, se calculd el “SAF score” tal y como describe el trabajo
de Bedossa et al. [161]. A diferencia del “NAS activity score”, el “SAF score”
pretende identificar los casos de NAFL y NASH distinguiendo el grado de
esteatosis (S), actividad inflamatoria (A) -con la suma de la inflamacion
lobulillar y el ballooning- y la fibrosis (F). Este score ofrece la ventaja de
identificar aquellos casos de NASH vy diferenciarlos de los higados que
puedan mostrar inflamacién lobulillar o balloonging por cualquier otra
causa diferente a NAFLD. EL “NAS activity score”, en cambio, no es capaz de
hacer esta distincion.
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2.3.6.3. Marcadores de dano endotelial, inflamacion, activacion de
HSC y fibrosis en tejido hepatico

Dano endotelial:

Varios estudios han demostrado que el dano endotelial hepatico es
inclusio anterior al desarrollo de esteatosis en la evolucién del NAFLD, en
gran parte debido a la IR que también afecta a las células endoteliales de
la microcirculacion hepatica [162,163]. Siguiendo los trabajos de Pasarin et
al., mediante técnica de WB (Anexo 1) realizamos el andlisis de la expresion
de varias proteinas implicadas en la vasoconstriccion y vasodilatacion
sinusoidal, con la intencidén de evaluar las alteraciones precoces de la
enfermedad:

e  Rho-kinasa 2 (ROCK2). kinasa responsable de varias funciones
celulares, entre ellas la constriccion de la musculatura lisa
mediante la inhibicion de la defosforilacion de la miosina [164].
En estados de resistencia vascular intrahepatica (p.ej.: cirrosis)
existe mayor activacién de la via de sefnalizacion RhoA/Rho-
kinasa, la cual es fundamental para la regulacién del tono
vascular (Figura 11) [165,166].

* Moesina y p-Moesina: proteinas intermedias en la via de la
vasoconstriccion modulada por RhoA/Rho-kinasa.La Rho-kinasa
2 (ROCK2), tras su activacion, previo a provocar la constriccion de
la miosina impidiendo su defosforilacidn, induce la fosforilacidn
de la proteina moesina resultando mayor cantidad de p-moesina.
En este estudio se han medido la moesina total y su porcidn
activa, p-moesina, como indicadores de activaciéon de la via
RhoA/Rho-kinasay, por tanto, de vasoconstriccion [166].

e CD31 (PECAMI1, “platelet and endothelial cell adhesion molecule
1”). proteina de membrana presente en plaquetas, monocitos,
neutréfilos, algunos tipos de células T y parte importante de
las uniones intercelulares entre las células endoteliales. Sus
funciones consisten en la migracién de leucocitos, angiogénesis
y activacidn de integrinas. En estados normales no se expresa
en las células del endotelio sinusoidal hepatico, ya que el
endotelio sinusoidal es fenestrado y no presenta gran parte
de las proteinas de unién que presenta el resto del endotelio
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vascular del organismo. No obstante, cuando existe un dano
hepético, las células sinusoidales sufren un cambio de fenotipo
(capilarizaciéon) que hace que la proteina CD31 se exprese
también en estas. Por tanto, su presencia en el higado indica el
cambio fenotipico de las células sinusoidales en respuesta al
dafo hepatocitario [167].

»  Akt/p-Akt:la proteina Akt es una proteina intermedia de la via de
lavasodilataciéninsulinodependiente en las células del endotelio
sinusoidal. Su porcion activa, la p-Akt, induce la fosforilacién de
eNOS, que a su vez provoca la liberacion de dxido nitrico (NO), lo
cual tiene un efecto vasodilatador local [163].

 eNO0OS/p-eNOS: proteina efectora vasodilatadora en las células
endoteliales. Su fosforilacion (p-eNOS) hace que se libere mayor
cantidad de 6xido nitrico (NO), lo cualtiene un efecto vasodilatador
mediante la defosforilacion de la miosina y ulterior relajacion. Al
igual que las proteinas Akt/p-Akt, en estados de IR y sindrome
metabélico, tanto Akt como eNOS ven disminuida su acciéon por
defecto de activacion de esta via, ya que es insulinodependiente
en las células endoteliales [163,165].
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Figura 11. Vias de contraccién en la musculatura lisa vascular. En la imagen se explica la via
de accion ROCK2 o ROK-II, su interaccién con la moesina y p-moesina, ademas de mostrar su
efecto sobre la via vasodilatadora de e-NOS. Fuente [165]: Trebicka J. Hennenberg M, Laleman
W, et al. Atorvastatin lowers portal pressure in cirrhotic rats by inhibition of RhoA/Rho-kinase
and activation of endothelial nitric oxide synthase. Hepatology. 2007 Jul;46(1):242-53

ROK-II: rho-kinasa 2; MLCP: myosin light chain phosphatase; MLC: myosin light chain; p-MLC:
phospho-myosin light chain; PKG: protein kinase G.
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Inflamacién hepética:

Ademas del estudio histoldgico sobre la presencia de inflamacién
hepdtica, también se estudié la presencia de proteinas que se elevan
ante un dano inflamatorio en el higado, mediante estudio por WB e
inmunohistoquimica (Anexo 1):

e iNOS (“inducible nitric oxide synthase”): enzima sintetasa de
oxido nitrico que aumenta su concentracién en los hepatocitos
tras el estrés oxidativo inflamatorio, al igual que otros productos
derivados de la activacion del receptor nuclear hepatocitario
NF-kB, como las interleukinas proinflamatorias IL-1, IL-6, TNFa
o TGF-B1. La produccién aumentada de NO en los hepatocitos
resulta toxica, llevando a estos a su apoptosis. Ademas, la
presencia aumentada de iNOS a su vez es capaz de activar las
células de Kupffer, las cuales también son productoras de iNOS,
lo cual perpetua este ciclo inflamatorio en el higado [168]. El
estudio de su concentracién en las muestras de tejido hepatico
congelado se realizé mediante WB.

e (CD43: proteina de membrana panleucocitaria, marcadora del
infiltrado inflamatorio adaptativo (linfocitos T) en respuesta a
una agresion hepatotdxica. Su presencia se analizé mediante
inmunohistoquimica, sobre cortes a partir de tejido congelado
[163].

Activacidn de HSCs y fibrogénesis:

La fibrosis hepatica es un proceso de cicatrizacién en principio
reversible por el gran poder regenerativo hepatico, que se da en respuesta
a danos hepaticos tanto agudos como crénicos, y que se encuentra a
caballo entre el proceso regenerativo hepatico y la formacion de cicatrices
permanentes que, con el paso de los anos, dan lugar a cirrosis.

Para que el proceso de fibrosis se lleve a cabo, es fundamental
la activacién de las HSCs. Estas células se encuentran en el espacio de
Disse, estratégicamente situadas para la interaccién con los hepatocitos, el
endotelio y las células nerviosas. Asi pues, ademads de ser un factor clave
para la fibrogénesis, son células que contribuyen a la activacion del sistema
inmune mediante la liberacién de citokinas, sustancias quimiotacticas, e
interaccion con las células inmunitarias.
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Previo al inicio de la fibrosis hepética, las HSCs reciben el estimulo
inicial de dano hepatico (normalmente provenientes de células como las de
Kupffer, hepatocitos y sinusoidales) que hace que estas HSCs pasen de un
estado quiescente a un estado activo. Este estado inicial de activacion hace
que tanto el fenotipo como el patrén de expresion génica cambie en las
HSCs. Si el estimulo externo persiste, el estado de activacién se perpetua,
haciendo que las HSCs cambien su comportamiento y desempenen
funciones de proliferacidon, quimiotaxis, fibrogénesis, degradacion de
matriz extracelular y de mayor liberacién de citokinas proinflamatorias.
Dependiendo del dano externo y de su evolucidn, el poder regenerativo
hepatico puede frenar el proceso de fibrogénesis haciendo que las HSCs
pasen de nuevo a un estado quiescente o induciendo su apoptosis (Figura
12) [169,170].
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Figura 12. Funcidn, caracteristicas y fenotipos de las HSCs en el higado sano y enfermo.
Fuente [170]: Tsuchida T, Friedman SL. Mechanisms of hepatic stellate cell activation. Nature
Reviews Gastroenterology & Hepatology 2017 14, 397-411
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La activacion de las HSCs y el proceso de fibrogénesis requieren
de unas senales intercelulares especificas. En este estudio analizamos la
activacién de las HSCs y el proceso fibrogenético mediante la medicién de
ciertas senales implicadas en el proceso:

e a-SMA (alpha-smooth muscle actin): tras su activacion,
en el momento de cambio fenotipico e inicio de funciones
proliferativas, las HSCs expresan a-SMA. El a-SMA es pues un
marcador de activacidn de estas células, que indica que las HSCs
se encuentran activas respondiendo a un dano externo mediante
funciones proliferativas y fibrogénicas [171,172]. En nuestro
trabajo estudiamos la presencia de esta proteina mediante WB e
inmunohistoquimica, y también su expresién con técnica de RT-
gPCR (Anexo 1).

e Col1A10Col1 (“collagentypelalpha 1 chain”).gen que se expresa
en las HSCs activas para la produccion de fibras de coldgeno tipo
1. Su expresion se estudié mediante RT-qPCR.

*  PDGF/R-PDGF (“platelet-derived growth factor” y “platelet-
derived growth factor receptor’): la unién del factor de
crecimiento PDGF a su receptor RPDGF en la membrana celular
de las HSCs es una de las vias de activaciéon de las HSCs mas
conocidas. Las HSCs activas, ademads, tienen la capacidad
autocrina de producir factores de crecimiento, activando a otras
células a su alrededor. La unién entre ambos produce una serie
de senales intracelulares que finalmente terminan por inducir la
proliferacion de las HSCs. A esto le sigue el cambio al fenotipo
fibrogénico y contractil. Asi pues, la presencia de PDGF y
RPDGF se correlaciona con la cantidad de fibrosis e inflamacién
hepéatica [169,173]. En nuestro estudio se cuantificé su expresion
mediante RT-qPCR.

e VEGF (“vascular endotelial growth factor”): al igual que el
PDGF, este factor de crecimiento contribuye a la activacion y
proliferacion de las HSCs, y también es sintetizado y secretado
por estas ultimas, ejerciendo un efecto tanto autocrino como
paracrino sobre las células endoteliales de los sinusoides,
donde favorece la angiogénesis [169]. También se llevaron a
cabo estudios de RT-gPCR para cuantificar su expresion.
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2.3.7. Analisis estadistico

En este estudio, los resultados se expresan como media * error o
desviacién estandar de la media (SD). La comparacion entre las medias
se realiz6 utilizando los test estadisticos t-Student o ANOVA segun los
grupos, o el test de Kruskal-Wallis en el caso de que se detectara una
falta de homogeneicidad entre los grupos para la variable estudiada. La
significancia estadistica se ha considerado en p<0.05, con un intervalo de
confiaza de 95%. El analisis estadistico se ha realizado con los programas
“STATA version 13.0" (StataCorp LP, Texas, USA) e “IBM SPSS statistics
21.0"
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3. RESULTADOS

En el analisis de los datos y resultados, dada la pérdida de 5 de los
7 individuos de Bypass durante la fase experimental (n final=2), se decidié
no incluir a este grupo ya que la diferencia en numero respecto al resto de
grupos lo hace estadisticamente imposible de comparar.

3.1. EVOLUCION DEL PESO

Gracias al pesaje semanal de cada uno de los animales participantes,
desde la semana 1 hasta la finalizacién del estudio en la semana 16, se
han podido elaborar curvas de evolucion del peso antes y después de los
tratamientos (Figuras 13 y 14). Las tablas con las medias de los pesos por
individuo y por grupo, y también las estadisticas, se adjuntan en el Anexo 3.
En ellas se puede observar lo siguiente:

1. El grupo Control sigue una ganancia de peso estable durante
todo el estudio, al igual que el grupo de obesas (HFD) que
también mantiene un incremento de peso wconstante, aunque
en un rango mayor, como era esperable.

2. ElgrupoVLCD muestra una ganancia de peso durante la ingesta
de dieta hipercaldrica que, posteriormente, al introducir la
dieta hipocalérica, ni continta incrementando ni desciende
significativamente, sino que mas bien se mantiene estable.

3. Tanto el grupo Sham como Sleeve (SG) experimentan un
descenso de peso llamativo a partir de la semana 10-11, tras
las cirugias. No obstante, es el grupo SG el que mayor pérdida
de peso muestra.

4. Globalmente, si se comparan las diferencias globales de todos
los grupos conjuntamente antes y después de las intervenciones,
existen diferencias significativas (p=0.014). Sin embargo, si se
estudian las diferencias grupo por grupo, encontramos que
existen diferencias significativas en las variaciones ponderales
en todos los grupos antes y después de la semana 10 (p<0.001
en todos), salvo en el grupo VLCD que no muestra diferencias
antes y después de la introducciéon de la dieta hipocaldrica
(p=0.791).
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Peso por individuo

En cuanto a la comparacién entre grupos, en la toma de peso
previa a los tratamientos no existe diferencia entre ellos. Sin
embargo, al finalizar el estudio existen diferencias: los grupos
quirurgicos sham y SG muestran diferencias frente al grupo de
obesas HFD, y también frente al grupo VLCD, aunque la diferencia
entre sham y VLCD roza la significancia estadistica (p=0.050)
mientras que la diferencia entre SG y VLCD es amplia (p=0.002).
Sorprendentemente, no existe diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo VLCD y el grupo de obesas HFD
(p=0.059).

Modelo murino cirugia baridgtrica

Contral — Obesas VLCD Sham — Sleave

Figura 13. Gréfica de evolucién del peso semanal por individuo. (Azul claro: grupo Control;
Azul oscuro: grupo Obesas (HFD); Amarillo: grupo dieta hipocalérica VLCD; Verde: grupo Sham;
Rojo: grupo Sleeve).
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Figura 14. Grafica de evolucién del peso semanal por grupo. (Azul claro: grupo Control; Azul
oscuro: grupo Obesas (HFD); Amarillo: grupo dieta hipocaldrica VLCD; Verde: grupo Sham;
Rojo: grupo Sleeve).

3.2 I?:IOQUI'MICA GENERAL, HORMONAS E INFLAMACION
SISTEMICA EN PLASMA

En la Tabla 5 se muestran los valores medios+SD de cada grupo por
cada elemento estudiado. En el Anexo 4 se adjunta la tabla de valores por
cada marcador estudiado en cada individuo.

Entre los resultados obtenidos, y al hacer la comparacién entre
grupos, llama la atencidn la capacidad del grupo SG para disminuir tanto
los niveles de leptina como de insulina y del indice de insulinorresistencia
HOMA-IR, siendo el Unico grupo que consigue esta reduccion (Leptina:
p=0.0006 sleeve vs HFD, p=0.0311 sleeve vs VLCD / Insulina: p=0.0098
sleeve vs HFD / HOMA-IR: p=0.0261 sleeve vs HFD). Sin embargo, no se han
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conseguido diferencias en los niveles de visfatina, y el analisis de la grelina
resulté no valido.

Respecto a la bioquimica general, destaca la mejora del perfil lipidico
en los grupos quirdrgicos, existiendo una disminucién significativa del
colesterol total y triglicéridos tanto en sham como en SG respecto al grupo
de obesas HFD. El grupo de dieta VLCD también muestra una reduccién del
colesterol total frente a HFD (p=0.017), pero los triglicéridos no se reducen
de forma significativa. No hubo diferencias en el perfil hepatico e idnico.
Unicamente se observa una leve reduccién de la albdmina plasmatica en
los grupos quirdrgicos, en comparacion a HFD y controles.

En cuanto a los marcadores de inflamacidn sistémica, no se han
encontrado diferencias en ninguna de las citokinas proinflamatorias
estudiadas. Sin embargo, destaca una leve elevacién de la citokina anti-
inflamatoria IL-10 en el grupo SG, en comparacién a HFD y VLCD (p=0.0404

sleeve vs HFD, p=0.0317 sleeve vs VLCD).

Tabla 5. Bioquimina, hormonas y citokinas en plasma.

Control HFD VLCD LET Sleeve p

IL-6 (pg/mL) 73.2 73.2 73.2 73.2 73.2 No valid
IL-10(pg/mL)  48.39 +13.4 17.18+5.1 151859  62.18+26.5 191.50 £42.2 0.035°

IL-170 (pg/mL) 28.22+12.2 143844 182269 2577 +12.8 46.16 344 0.8512

MCP-1 (pg/mL) 2131044/;? 2162381 3'595 216425814 .108 11811:6?87 31568287'.422 Ohilerls
TNFa (pg/mL)  32.659.7 24.43+48 19.63%8.4 159650 31.77 +19.0 0.5236
Grelina (pg/mL) 6.90 6.90 6.90 6.90 6.90 No valid
Visfatina (ng/mL) 1.84+0.7  3.00 2.1 1.68 £0.7 3.96 +2.2 3.38+2.0 0.9982
HOMA-IR 34324104 2636+38 17.78+3.4 1417425  10.97 +5.7 0.0381¢
Albumina (g/L) 2635405 2597+0.6 25.13#0.4 19.72#1.3  18.3%0.2 0.0016°
AST (U/L) 85.78 +8.7 78.25+12.2 62.63+44  65.208.1 78.00 +10.5 0.2470
ALT (U/L) 49.06+63 340545 23.58+19  27.88+4k4  21.752.0 0.0706
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Control HFD VLCD Sham Sleeve p

ALP (U/L) 79.80 +4.6 110.00£10.6 760069 73.80+3.7 212.67463.8 | 0.1002

398.70 49117  513.75+711  491.92 512.95 0.4154
LG +108.8 +182.2 +1335 +183.5
Colesteroltotal ;y 50,99 271476 6329:45 59.6067 58.71%45 0.0294'
(mg/dL)
HDL(mg/dL)  4478+1.0 437331  76.00£69 73.80+3.7 212.67+63.8 | 0.1002
Triglicéridos 1,079 4143 24845432 98584121 644892 5464+68 | 0.0003
(mg/dL)
Na(mmol/L)  142.58+0.7 144.07+1.0 143.16+1.3 146.60+1.4 144721.1 | 0.1685
K (mmol/L) 47501 45104 447402 42802  435+05 0.7613
CFeEdlE 045400 03100 03100  039£00  0.40+0.0 0.0007"
(mg/dL)
Urea(mg/dl)  35.38+1.4 32.83%1.6 38.95+1.1 43.00+2.4  38.12+62 0.0762

a IL-10: p=0.0404 sleeve vs HFD; p=0.0317 sleeve vs VLCD / b Leptina: p=0.0006 for sleeve vs HFD;

p=0.0311 for sleeve vs VLCD / c Insulina: p=0.0098 sleeve vs HFD / d HOMA-IR: p=0.0261 sleeve vs HFD /
e Albumina: p=0.0121 sham vs control; p=0.0058 sleeve vs control; p=0.0293 sleeve vs HFD / f Colesterol
total: p=0.017 VLCD vs HFD; p=0.049 sham vs control; p=0.010 sham vs HFD; p=0.023 sleeve vs HFD / g
Triglicéridos: p=0.0051 sham vs HFD; p=0.0166 sleeve vs control; p=0.0005 sleeve vs HFD / h Creatinina:
p=0.001 HFD vs control; p=0.001 VLCD vs control.
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3.3. HISTOLOGIA

En primer lugar, se presentan los resultados cuantitativos de
esteatosis medidos por tincidn Oil Red (Figura 15), mostrando y comparando
el porcentaje de esteatosis presente por el drea total en cada corte. Este
andlisis refleja claramente que el modelo animal de obesas HFD consigue
desarrollar esteatosis con amplia diferencia en comparacion al grupo
control (p<0.001). Al analizar el efecto de los tratamientos sobre dicha
esteatosis, se puede observar que tanto la dieta VLCD como ambos grupos
quirdrgicos consiguen revertir la acumulacion grasa con éxito (p<0.01:
VLCD vs HFD, SG vs HFD; p<0.001: sham vs HFD).

Controls HFD VLCD Sham Sleeve
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Figura 15. Estudio de la presencia de esteatosis por tincion Oil Red.
(* = vs control; T = vs HFD)



Resultados

En segundo lugar, los cortes tenidos con 0.1% Picro-Sirius Red
y H&E se exponen junto a los resultados de actividad de la enfermedad
NAFLD y NASH, segun el “SAF score” (Figura 16). La presencia o no de
NAFLD y NASH se expone en forma de porcentaje, dentro de cada grupo.
Gracias a ello se observa que el 71.43% de ratas obesas HFD muestran
caracteristicas compatibles con enfermedad por NAFLD y NASH. Ninguna
de ellas desarrollé fibrosis en este estudio.

Examinando los grupos de tratamiento, las alteraciones histolégicas
tanto de NAFLD como NASH remitieron en gran medida en los grupos sham
y SG (16.67% y 33.33% respectivamente), y revirtieron completamente en
el grupo VLCD.

Todos los grupos del estudio, incluso el grupo control, presentan
desde una leve a moderada actividad inflamatoria e incluso fibrosis en
algunos individuos, exceptuando las obesas HFD en este ultimo caso. No
obstante, ninguna de estas alteraciones fue atribuible a NAFLD en los
grupos control y VLCD, debido a la ausencia de esteatosis. Y entre los casos
de fibrosis, s6lo uno en el grupo sham podria atribuirse a la enfermedad
por NAFLD.

Controls HFD VLCD Sham Sleeve

Steatosis (%) Activity (%) Fibrosis (%) NASH (%) C
(ballooning + inflammation)
Control 0 71.43 28.57 0
HFD 71.43 100 o] 71.43
VLCD 0 42.86 28.57 0
Sham 16.67 33.33 33.33 16.67
Sleeve 33.33 100 50 33.33

Figura 16é. Tinciones 0.1% Picro-Sirius Red (A), Hematoxilina-Eosina (B) y “SAF score” (C).
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3.4. DANO ENDOTELIAL

En las siguientes figuras (figuras 17y 18) se presentan los resultados
del andlisis de proteinas medidas por WB, para el estudio de la afectacion
del endotelio sinusoidal hepatico. De forma global, tanto los marcadores
de vasoconstriccion como de dilatacion indican que la dieta HFD ejerce un
efecto deletéreo sobre la funcién endotelial, lo cual mejora parcialmente
en el grupo SG.

Ocontrol  WHFD  Bvico  @Sham  WSleeve Ocontrol  MHFD  BWVICD  @Sham  BSleeve

— e D W—— B e e

Ocontrel  ®HFD  @VLCD  Bsham  BSieeve Oconirol  @HFD  BYLCD  Bs5ham  BSieeve

L] —_— T o . -

Figura 17. Marcadores de vasoconstriccion y dano del endotelio sinusoidal, medidos por
Western Blot. (* = vs control; t+ = vs HFD)

En el andlisis de ROCK2 no se encuentran diferencias significativas entre los grupos, aunque
el grupo HFD esta cercano a la diferencia estadistica frente al grupo control (p=0.06). Sin
embargo, segun los datos de la moesina y p-moesina se puede observar cierta tendencia
a la vasoconstriccién en el modelo de NAFLD que posteriormente revierte en el grupo SG:
el grupo HFD presenta un valor de moesina total elevado que posteriormente disminuye
signicativamente en el grupo SG (p<0.05 HFD vs control; p<0.05 SG vs HFD), y la p-moesina
disminuye también significativamente en SG respecto al grupo HFD (p<0.05). Respecto al
CD31, no existe una elevacion significativa en el modelo alimentado con HFD respecto al grupo
control, pero si que se observa una disminucidén importante del mismo en el grupo de dieta
VLCD (p<0.01).
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Figura 18. Marcadores de vasodilatacion del endotelio sinusoidal, medidos por Western Blot.
(* = vs control; t = vs HFD)

Observando los resultados de eNOS y p-eNOS, se puede ver que la presencia de la proteina
vasodilatadora total se ve mermada en el grupo HFD respecto al control (p<0.01), y que ésta
se eleva de forma significativa tnicamente en el grupo SG frente a HFD (p<0.05). No obstante,
los niveles de proteina activa p-eNOS no reflejan estos mismos cambios, ni tampoco existen
diferencias significativas a destacar. Respecto Akt y p-Akt, nuevamente el modelo HFD ve
disminuido tanto su valor total como la fraccién activa p-Akt respecto al grupo control (p<0.001
y p<0.01 respectivamente). Sin embargo, entre los grupos de tratamiento no hay cambios
relevantes, excepto un leve aumento de la fraccion total Akt en el grupo VLCD respecto a HFD
(p<0.05).

85



Cambios morfofuncionales en un modelo animal experimental de enfermedad hepatica por higado graso
no alcohdlico tras tratamiento con cirugia bariatrica versus dieta hipocaldrica.

3.5. MARCADORES DE INFLAMACION EN TEJIDO HEPATICO

Para evaluar la presencia de inflamacién en el higado, ademas de
llevar a cabo estudios histoldgicos con H&E, se quiso medir la presencia
de proteinas relacionadas con la cascada inflamatoria hepatica. Asi pues,
se realizaron estudios de IHC para medir la presencia de CD43 (células
positivas para CD43 por campo 20x) (Figura 19) y medicién de cantidad de
iNOS por WB (Figura 20).

*<0.05
** <0.01
*** <0.001
120 300
o 100 -] 250 T
& £
= 80 - % 200
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0 0 -
Bcontrol EMHFD BHFD MVLCD " Sham = Sleeve

Figura 19. Medicion de presencia de células positivas para CD43/campo 20x, por
inmunohistoquimica.

Al evaluar si el modelo de NAFLD alimentado con dieta hipercalérica (HFD) ha desarrollado
inflamacion por esta técnica, contrariamente a lo esperado se puede observar que la densidad
o presencia de células/campo en HFD es significativamente menor en HFD comparado a las
ratas control (p<0.001). Es posible que la presencia de gotas lipidicas en cada corte y por
campo haya interferido en los resultados de este anélisis, aunque el motivo real de la poca
presencia de células inflamatorias CD43 no se conoce con exactitud. Igualmente, al estudiar
los grupos de tratamiento, se observa un aumento de presencia de CD43 respecto a HFD,
esperable al mostrar tan pocas células este ultimo grupo. Lo que si se puede obtener de este
estudio, y que se correlaciona con los siguientes, es que los grupos quirdrgicos, sobre todo
SG, muestran un notable y significativo aumento de células positivas para CD43 (p<0.01 sham
vs HFD; p<0.001 SG vs HFD).
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Ocontrol MHFD OvicD Bsham  BSleeve
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Figura 20. Estudio de presencia de iNOS en tejido hepatico, medido por Western Blot.

En estos resultados es destacable el hecho de que el grupo VLCD y sham presentan un
descenso significativo de iNOS frente a HFD (p<0.001). No obstante, el propio grupo HFD no
presenta un incremento de iNOS diferente al del grupo control, por lo que el descenso de
la proteina en VLCD y sham es dificilmente interpretable en este contexto. Por otro lado, es
de sefalar la tendencia al aumento de iNOS presente en el grupo SG, no estadisiticamente
significativa aunque si en consonancia con el aumento de CD43 visto por IHC.

3.6. ACTIVACION DE HSCs Y FIBROGENESIS

En las siguientes figuras se muestran, por un lado, la medicién de
activacion de las HSCs a través del estudio de presencia de aSMA tanto por
WB como por IHC (Figura 21 y 22) y, por otro lado, el estudio por RT-PCR de
marcadores de activacidn y proliferacion de las células HSCs (indicadores
del proceso de fibrogénesis en marcha) (Figura 23).
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Figura 21. Medicion de aSMA en tejido hepatico, mediante técnica Western Blot.

La medicién de aSMA por esta técnica no parece mostrar diferencias ni aumentos significativos
entre los grupos. Unicamente destaca un descenso no esperado de su presencia en el grupo
HFD respecto al grupo control (p<0.001).

OcControl MHFD OVLCD BSham  BSleeve
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Figura 22. Porcentaje de aSMA en drea 20x medido por inmunohistoquimica en cortes
parafinados. (* = vs control; 1 = vs HFD; # = vs VLCD)

A diferencia de la técnica por WB, en este caso no existen diferencias de activacion y presencia
de aSMA entre el grupo HFD y control, pero si un notable incremento de la misma en los
grupos quirlrgicos: el grupo sham muestra diferencias con el grupo control (p<0.01), HFD y
VLCD (p<0.05); mientras que el grupo SG muestra un aumento significativo respecto al grupo
control y HFD (0<0.05).
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Figura 23. Expresidn génica de marcadores de activacion y proliferacion de las células HSCs
medido por RT-gPCR. (* = vs control; 1 = vs HFD; # = vs VLCD; + = vs sham)

Destaca la expresion aumentada de aSMA y PDGF en el grupo SG frente al resto de grupos del
estudio, indicando que podria existir activacion de las HSCs en las ratas operadas con sleeve.
Ademas, también hay un aumento de Col1 en SG frente a HFD, lo que indica que estas HSCs
podrian estar en fase de fibrogénesis sintetizando procoldgeno-1. No obstante, al estudiar la
expresion de VEGF y R-PDGF, no existen diferencias entre los grupos.
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4. DISCUSION

Este trabajo pretende aportar evidencia sobre los efectos de la
cirugia bariatrica en la enfermedad por NAFLD, estudiando los cambios
a un nivel histolégico, bioquimico, hormonal y molecular. Estos cambios,
ademds, se han querido comparar con el tratamiento validado actualmente
en la practica clinica, es decir, la dieta hipocaldrica pobre en grasas. En
cuanto a las técnicas bariatricas, se decidid llevar a cabo las dos mas
populares en la actualidad: el bypass gastrico en Y de Roux (BGYR) y la
gastrectomia vertical o “sleeve” (SG).

Debido a la alta mortalidad postoperatoria en el grupo de BGYR, en
el momento de los sacrificios la n de este grupo fue de 2. Ello motivé a su
eliminacién a la hora de llevar a cabo los andlisis estadisticos para cada
parametro estudiado, ya que la diferencia en nimero respecto al resto
de grupos hacia imposible su comparacion y sélo agregaba una excesiva
heterogeneicidad a toda la muestra. Por lo tanto, aunque se haya creado un
grupo de BGYR en este estudio, en los resultados sélo se considera el grupo
SG de entre las dos cirugias bariatricas inicialmente planteadas.

En resumen, de los resultados se puede extraer que la cirugia
bariatrica, concretamente la técnica de la gastrectomia vertical o “sleeve
gastrectomy” (SG), es superior a la dieta hipocalérica para el tratamiento
de fases iniciales de NAFLD. Su superioridad radica en una mayor pérdida
de peso, reversion de signos histopatoldgicos de la enfermedad, mejoria
del dano endotelial sinusoidal hepatico, disminucién de hiperleptinemia e
IR, y también reduccién del riesgo cardiovascular mediante la disminucion
del colesterol total, los triglicéridos en plasma y la mejoria global del
NAFLD en si.

Analizando en profundidad cada uno de los aspectos del trabajo,
sobre el modelo experimental se puede afirmar que la alimentacién a
base de dieta HFD consiguid el objetivo de crear un modelo experimental
de NAFLD, pudiendo observar cambios tipo NAFL y hasta fases iniciales
de NASH en las ratas obesas, como era de esperar segun la literatura
disponible sobre ello [174]. Esta afirmacidon se sustenta tanto en los datos
de los pesos como en la histologia y las alteraciones de los analisis llevados
a cabo tras los sacrificios.
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En cuanto al peso (Figuras 13 y 14), los grupos quirdrgicos
experimentan un notable descenso del peso tras las intervenciones,
siendo el grupo SG el que mayor pérdida de peso presenta. El grupo de
dieta hipocalérica (VLCD), en cambio, a partir de la semana 10 muestra
Unicamente un cese del incremento de peso, sin presentar disminucién del
mismo, y se mantiene estable en forma de “meseta” hasta la finalizaciéon
del estudio. Llama la atencién que el grupo VLCD es el UGnico de entre
todos los grupos del estudio que no presenta una diferencia significativa
comparando el peso justo antes del inicio del tratamiento (semana 10)
y al finalizar el estudio (semana 16). Tampoco es capaz de diferenciarse
estadisticamente del grupo HFD al final del estudio. Por lo tanto, evaluando
a los tres grupos de tratamiento y teniendo en cuenta Unicamente la
variacién del peso, la cirugia se muestra superior a la dieta hipocaldrica
segun este trabajo, destacando al grupo SG como el que mayor pérdida de
peso presenta frente a HFD y VLCD.

Siseanalizamds alld del peso, encuanto alos datos histolégicos tanto
la dieta hipocalérica como la cirugia (sham y SG) son capaces de revertir
la esteatosis determinada por Oil Red y H&E, y también las caracteristicas
propias del NASH estudiadas por H&E y Picro-Sirius Red, aplicando el
“SAF score” (Figuras 15 y 16). Este score considera que las alteraciones
del tipo inflamatorias o fibréticas sin acompanarse de esteatosis no son
en principio atribuibles a la enfermedad por NAFLD [161]. Teniendo esto
en cuenta, el 71.43% de las ratas modelo (HFD) desarrolla con éxito una
histologia compatible con la enfermedad por NAFLD y NASH inicial sin
fibrosis, lo cual revierte a un 33.33% de las ratas SG y un 16.67% en las
ratas sham. Sorprendentemente, y en contraste con los resultados de la
variacion del peso, el grupo VLCD es el que consigue revertir por completo
las caracteristicas histolégicas propias del NAFLD a un 0%. No obstante,
hay senalar que esta reversion completa por histologia en el grupo de dieta
hipocaldrica parece deberse al total vaciamiento de las gotas lipidicas, ya
que ninguna de las ratas del grupo presenta esteatosis pero si datos de
inflamacion y fibrosis (42.86% y 28.57% respectivamente). Siendo estrictos
y consecuentes con el método de andlisis utilizado, estas alteraciones no
deben considerarse propias del NAFLD, aunque tendrian que evaluarse con
precaucidn y valorar dos posibles explicaciones a esta alteracidn: 1) existe
un factor externo ajeno a la enfermedad estudiada, no identificado, que ha
provocado la inflamacién y fibrosis de algunos individuos, lo cual explicaria
la presencia de estas alteraciones también en las ratas control (71.43%
de ratas con signos inflamatorios y 28.57% con fibrosis); o 2) puede que
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las alteraciones provocadas por la dieta hipercalérica, propias del NAFLD,
reviertan no de forma inversa a la secuencia natural de su aparicidn, sino
que es posible que el vaciamiento de las gotas lipidicas en los hepatocitos
desaparezca antes que los cambios inflamatorios y fibrogenéticos. Ambas
hipotesis explicarian también el hecho de que en los grupos quirirgicos
exista un mayor descenso de la esteatosis en comparacion con la reversion
de los signos inflamatorios y fibréticos. No disponemos de herramientas
ni de datos para un mayor andlisis de estos cambios, por lo que ambas
posibilidades son factibles y este dilema en concreto queda sin respuesta.
De cualquier manera, y siendo por el momento fieles a la definicién actual
de NAFLD y al método utilizado, es el grupo VLCD el que mayor reversion
histoldgica de la enfermedad presenta.

Sinembargo, el éxito de “curacién” de la dieta hipocaldrica registrado
al menos en la histologia no se refleja en la variacién del peso ni en el resto
de los datos estudiados en este trabajo.

Atendiendo a la presencia o no de dafo endotelial (Figuras 17 y 18),
se puede afirmar que el modelo de NAFLD alimentado con HFD consigue
desarrollar alteraciones propias de dano del sinusoide endotelial hepatico,
aligualqueocurreenlostrabajos de Pasarinetal.[162,163].Concretamente,
la elevacién significativa de las proteinas vasoconstrictoras moesina y
p-moesina, junto a la disminucidn de proteinas vasodilatadoras e-NOS, Akt
y p-Akt, indican que el modelo se ha comportado segln lo esperado. El Unico
grupo que consigue revertir algunas de estas alteraciones de una forma
estadisticamente significativa es el grupo quirurgico SG. En concreto, este
grupo consigue disminuir la cantidad de moesina y p-moesina, y elevar
la proporcion de e-NOS total, lo cual indica al menos una tendencia a la
mejoria en este aspecto tras el tratamiento quirurgico con sleeve. Es cierto
que el grupo VLCD muestra una minima elevacion de Akt total frente a
HFD, aunque es el Unico cambio aislado en este grupo y no valorable como
reversidon real del dano si analizamos los datos globalmente. También
presenta un nivel menor de CD31 en comparacién a HFD, aunque en este
caso el modelo no presenta una elevacién patoldgica de este marcador vy,
por tanto, el descenso del mismo en el grupo VLCD es irrelevante.

A pesar de tener datos a favor del dano endotelial presente en el
modelo, y su reversion tras tratamiento con SG, este trabajo no explica el
por qué de la alteracion de unos marcadores y no otros. Por ejemplo, los
niveles de p-eNOS no varian entre grupos cuando su proporcion total no
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activa (eNOS) si varia. En este sentido, consideramos que los resultados
deben interpretarse con precaucién, a falta de estudios especificos
in vivo (hemodindmicos, de funcidon endotelial y resistencia vascular
intrahepatica fundamentalmente) que analicen con detalle y expliquen la
transcendencia de los cambios descritos en las proteinas vasodilatadoras
y vasoconstrictoras mencionadas.

Continuando con el analisis de cambios intrahepaticos, parece ser
que el modelo animal de NAFLD creado en este estudio (contrariamente a
lo observado por tincion H&E) no ha desarrollado cambios inflamatorios, al
menos no los suficientes como para elevar la expresiéon de iINOS y presencia
de leucocitos CD43+, si consideramos al grupo control como normal
(Figuras 19 y 20). Dado que no existen diferencias entre HFD y control, al
menos en la medicion de iNOS, el modelo estaria exento de cambios tipo
NASH, lo cual difiere del estudio por H&E, donde veiamos que el grupo
control, paraddjicamente, presenta también ciertos cambios inflamatorios.
Por tanto, estos resultados deben interpretarse cautelosamente, ya que es
posible que la ausencia de diferencias entre el modelo y el grupo control
se deba a esta supuesta presencia de signos inflamatorios en este ultimo.
Respecto al descenso de CD43 en el grupo HFD en comparacién al grupo
control, no existe explicacion fisioldgica que lo apoye, por lo que se asume
comounerror en latécnica, posiblemente por la presencia de gotas lipidicas
que interfieran en la cantidad y contaje de células positivas por campo.

Lo que si se puede extraer del estudio de estos marcadores
inflamatorios es que, tanto iINOS como CD43 tienden a aumentar en el
grupo quirurgico SG. Esta tendencia a elevar marcadores inflamatorios en
el grupo quirurgico y, por tanto, la presencia de senales inflamatorias en el
tejido hepatico de estos individuos, tiene relaciéon con el siguiente hallazgo,
y es que al estudiar la activacion de HSCs es precisamente el grupo SG
quien parece tener dichas células activas, en respuesta probablemente a
una cascada inflamatoria ya iniciada en los hepatocitos (Figuras 21, 22 y
23). En concreto, las ratas tratadas con SG presentan un mayor nivel de
aSMA determinada por IHC y también una mayor expresidn génica de aSMA,
PDGF y Col1, indicando que las HSCs de este grupo podrian estar no sélo
activas si no también en fase proliferativa y de fibrogénesis. No obstante,
también el grupo sham muestra una elevacidn significativa de aSMA por
IHC, e incluso de expresién de PDGF respecto al grupo HFD, por lo que estos
cambios relativos a la activaciéon de HSCs parecen no tener relacion a la
cirugia bariatrica en si, sino que mads bien podrian producirse en respuesta
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a la propia agresidén quirdrgica, independientemente del efecto metabédlico
del SG.

Segun los hallazgos histolégicos por H&E y Picro-Sirius Red, esta
activacién de HSCs en los grupos SG y sham no se traduce a presencia de
fibrosis visible histolégicamente, al menos no relacionada con el NAFLD. De
todos los individuos de ambos grupos, sélo uno del grupo sham presenté
fibrosis asociada a esteatosis, por lo que Unicamente un solo sujeto
desarrollé fibrosis relacionada a la enfermedad por NAFLD.

Dicha activacion de HSCs y presencia de inflamacién en el higado
tampoco se relaciona con la alteracién de enzimas hepaticas en plasma,
por lo que no parece generar un dano hepatico citolitico ni tampoco
funcional. Segun el estudio bioquimico plasmatico (Tabla 5), tanto la
bateria de enzimas hepaticas como el perfil idnico fueron normales
en todos los grupos. Incluso, aunque se haya detectado la presencia
de inflamacidén y activaciéon de HSCs en el tejido hepatico de los grupos
quirurgicos, tampoco se observa una elevacion de citokinas inflamatorias
a nivel sistémico en plasma. De hecho, la Unica citokina que varia su nivel
y se eleva precisamente en el grupo SG es la citokina reguladora o anti-
inflamatoria IL-10 en comparacién a los grupos HFD y VLCD. Esto puede
ser debido a uno de los efectos “metabédlicos” beneficiosos de esta cirugia,
concretamente el de regular el estado inflamatorio crénico sistémico
presente en personas obesas, a favor de una mayor expresion y presencia
de citokinas reguladoras como la IL-10.

Otro de los cambios que destacan al analizar los pardmetros
plasmaticos medidos es que los grupos quirdrgicos, tanto sham como
SG, son capaces de mejorar el perfil lipidico disminuyendo los niveles de
colesterol total y triglicéridos de forma significativa en comparacién a las
obesas HFD. El hecho de que ambos grupos hayan logrado este efecto
metabolico puede estar relacionado con la disminucién del peso, ya que es
una de las caracteristicas que ambos grupos comparten. El grupo de dieta
VLCD también muestra una reduccidén del colesterol total frente a HFD, pero
no es capaz de modificar el nivel de triglicéridos en este sentido. Este efecto
mas moderado sobre la dislipemia también podria estar relacionado con el
peso, aungue se necesitan mayores estudios para apoyar esta hipétesis.

Lo mds llamativo del analisis de los pardmetros plasmaticos son los
cambios hormonales. En este sentido, el Unico grupo de tratamiento que
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presenta un cambio respecto al modelo de NAFLD es el grupo de cirugia
bariatrica SG. Unicamente el SG es capaz de disminuir los niveles de leptina,
disminuyendo el estado de hiperleptinemia propio del NAFLD, y también de
mejorar la IR disminuyendo los niveles de insulina y mejorando el indice
HOMA-IR. Ningln otro grupo es capaz de alcanzar este efecto metabdlico,
el cual resulta ser muy beneficioso en el NAFLD debido a su etiopatogenia,
donde la resistencia a la insulina juega un papel crucial en su aparicién y
desarrollo, y donde la resistencia a la leptina a su vez favorece y perpetuia
la disregulacién metabdlica y el dano hepatico.

Hasta el momento, no existen estudios experimentales semejantes
al trabajo que se presenta, al menos no tan amplios como este. La mayoria
de los ensayos experimentales llevados a cabo para dilucidar el efecto de la
cirugia bariatrica en el NAFLD se centran en algunas vias muy especificas
de alteracién, como ocurre en los estudios mostrados en la tabla 3. La
peculiaridad de este trabajo radica, por un lado, en el multianadlisis de
varias vias de alteracidn relacionadas con el NAFLD al mismo tiempo vy,
por otro lado, en el hecho de comparar los efectos de la cirugia bariatrica
con el tratamiento aceptado actualmente, la dieta hipocalérica. Por lo tanto,
es muy complejo poder discutir o comparar estos resultados con otros ya
existentes en la literatura, exceptuando la construccién del modelo animal
de NAFLD a base de dieta en ratas Wistar Han, ya desarrollado por el grupo
de Pasarin et al. [162,163]. Sin embargo, de este trabajo es posible extraer
algunas ideas que definitivamente aportan informacion y arrojan cierta luz
a la escasa evidencia actual.

Habiendo conseguido desarrollar animales con enfermedad por
NAFLD, al menos hasta presentar caracteristicas de NASH inicial, parece
ser que la cirugia bariatrica SG es superior a la dieta hipocaldrica para
su tratamiento en este contexto. De los resultados mostrados se puede
elucidar que la técnica metabélico-bariatrica de sleeve es capaz no sélo
de disminuir el peso en mayor medida y también de revertir de forma
importante las caracteristicas histopatolégicas de la enfermedad, sino
que, ademds de esto, es el Unico tratamiento que consigue mejorar las
alteraciones relacionadas con el dano endotelial, la hiperleptinemia y la
IR. Asimismo, también contribuye a la mejora de factores relacionados
con el riesgo cardiovascular, como son los triglicéridos y el colesterol
total plasmaticos. Esto sumado al hecho de que la mejoria del NAFLD es
en si una contribucién a la disminucién del riesgo cardiovascular, ya que
ha demostrado ser un factor de riesgo independiente del mismo. Por lo
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tanto, parece que esta estrategia terapéutica mediante cirugia bariatrica
tipo SG podria ser una buena opcidn terapéutica para el NAFLD, superior a
la dieta hipocaldrica, que puede tratar, revertir y disminuir en cierta forma
su morbimortalidad, al menos en estadios iniciales.

También a favor del SG, es preciso senalar que aunque se haya
demostrado una mayor activacién de HSCs tras esta cirugia, en nuestro
estudio esto no se traduce en un mayor dano hepético, ni histolégico ni
tampoco bioquimico o de funcién hepatica. Por tanto, en comparacién a la
dieta hipocaldrica, segun este estudio la cirugia tipo SG muestra Unicamente
un mayor numero de efectos beneficiosos y ningun efecto adverso.

Es importante tener en cuenta que los cambios y efectos medidos
en este trabajo se producen en un modelo de estadios iniciales, hasta el
momento en que la enfermedad muestra signos de esteatohepatitis tipo
NASH leves, sin desarrollar fibrosis o cirrosis. Se considera una limitacién
del estudio el hecho de que estos resultados no se puedan aplicar también
a fases avanzadas de la enfermedad. Segun este trabajo solamente se
puede afirmar que la superioridad de la cirugia bariatrica sobre la dieta
hipocalérica se produce en fases tempranas.

En cuanto al método, es importante explicar que el grupo control fue
sacrificado sin estar en ayunas por equivocacion. En el analisis de valores
de insulina y HOMA-IR se puede ver un aumento anémalo de los mismos en
este grupo, que se explica por este error metédico. Sin embargo, esto no
influy6 a la hora de encontrar diferencias significativas entre subgrupos ni
tampoco globales, por lo que fue irrelevante.

Otra de las grandes limitaciones del estudio es que sus resultados
debeninterpretarse con cautela debido al caracter descriptivo experimental
del mismo y a que su impacto en la practica clinica es ain desconocido.

No obstante, resulta esperanzador hallar resultados que indiquen
la posibilidad de aplicar terapias mas efectivas que las actuales, ya en el
inicio del desarrollo de la afeccién. Es de suma importancia considerar
a la enfermedad por NAFLD como un problema de salud publico actual,
creciente, realizar su diagnéstico temprano y abordar el problema eficaz
y eficientemente desde un principio, para evitar su desarrollo a fases mas
graves y todo lo que ello conllevaria tanto para el gasto publico como para
los propios pacientes. Para ello, es necesario dirigir los esfuerzos tanto
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a la realizacién de un diagnéstico poblacional y cribaje efectivos, como
hacia la bisqueda de tratamientos con mayor impacto y efectos a largo
plazo. La cirugia baridtrica se postula como posible tratamiento, idea que
también apoyan los resultados de este estudio. Sin embargo, ain son
necesarios ensayos clinicos randomizados en humanos que aporten la
suficiente validez y evalten fiablemente las consecuencias de su aplicaciéon
en enfermos de NAFLD. Estos ensayos también deberian diferenciar los
resultados en base al tipo de técnica bariatrica llevada a cabo (restrictivas,
malabsortivas o mixtas) e identificar cual o cudles serian adecuadas
para el tratamiento de NAFLD. Al mismo tiempo, también es necesario
realizar estudios comparativos con otros tratamientos, ya sean dietéticos o
farmacoldgicos, a fin de comprobar realmente la superioridad de la cirugia
sobre el resto.
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5. CONCLUSIONES

La alimentacién ad libitum a base de dieta hipercaldrica rica
en grasas en ratas Wistar Han -sin modificar genéticamente-
consigue crear un modelo experimental de NAFLD, pudiendo
observar cambios tipo NAFL y hasta fases iniciales de NASH.

Tras aplicar los tratamientos, el grupo que mayor pérdida de
peso presenta es el tratado mediante SG, mientras que el grupo
de dieta VLCD se mantiene en forma de “meseta” hasta finalizar
el estudio.

Todos los grupos de tratamiento, tanto de dieta VLCD como
quirdrgicos (sham y SG), son capaces de revertir caracteristicas
histoldgicas de la enfermedad. De entre ellos, sélo la dieta VLCD
es capaz de revertir completamente dichas caracteristicas
segun el “SAF score” aplicado para su analisis.

Unicamente el grupo SG presenta mejoria significativa del dafo
endotelial seguln la expresion proteica hepatica medida, aunque
dichos resultados deben interpretarse con precaucién al carecer
de estudios especificos in vivo.

Sélo la cirugia bariatrica (SG) es capaz de mejorar el estado
hormonal propio de la enfermedad, reduciendo los niveles de
leptina en plasmay la IR, ambas de forma significativa. Ademas,
también mejora el estado lipémico a través de la reduccion del
colesterol total y los triglicéridos, contribuyendo asi a disminuir
el riesgo cardiovascular.

La cirugia SG, a pesar de presentar una mayor activacion
de HSCs, no ha provocado danos hepdticos demostrables,
ni citoliticos ni funcionales. Tampoco presenta alteraciones
inflamatorias plasmaticas; al contrario, parece favorecer la
regulacidén del sistema inmune mediante el aumento de citokina
anti-inflamatoria IL-10. Por tanto, parece ser una opcién segura
de tratamiento para esta enfermedad.
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* En global, segin los resultados de este trabajo, la cirugia
bariatrica es superior a la dieta hipocaldrica en el tratamiento de
la enfermedad por NAFLD. Conscientes del caracter descriptivo
experimental de dichos resultados, urge ahora elaborar ensayos
clinicos randomizados y comparativos a fin de aclarar el papel
de la cirugia metabélica sobre esta entidad.
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6. PROYECTOS FUTUROS

De este trabajo se extraen las siguientes ideas que se proponen
como posibles estudios de investigacion futuros:

1.

Un estudio experimental animal similar, consiguiendo incluir
el grupo de BGYR, para anadir informacion sobre los efectos
segun el tipo de técnica bariatrica (restrictiva o mixta) y también
intentar aportar evidencia sobre el efecto de la alteraciéon del
circuito enterohepdatico propio del BGYR en el NAFLD.

Un estudio experimental similar en ratas, utilizando un
modelo que consiga desarrollar NAFLD y NASH avanzado, con
inflamacion y fibrosis establecidas (p.ej.: utilizando ratas de
raza Sprague Dawley) para analizar el efecto de la dieta VLCD vs
cirugia bariatrica en estas fases.

El analisis especifico de los efectos de la cirugia bariatrica y la
dieta sobre el dano endotelial en el NAFLD, utilizando un modelo
experimental similar pero realizando el andlisis especifico in
vivo.

Utilizando el mismo modelo experimental, cambiar los
parametros analizados por otros que estudien las alteraciones
de la microbiota.

Utilizando el mismo modelo experimental, cambiar los
parametros analizados por otros que estudien las alteraciones
del circuito y efecto de los acidos biliares.

Elaborar un estudio clinico observacional prospectivo en
humanos, analizando el efecto de la cirugia baridtrica restrictiva
tipo sleeve sobre la enfermedad por NAFLD, estudiando
parametros tanto antropométricos como hormonales,
bioquimicos, moleculares e incluso histoldgicos (incluyendo
biopsias  hepaticas intraoperatorias y postoperatorias
comparativas).
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7. Poniendo atencion al 7% de patologia NASH no relacionada con
la obesidad, intentar crear un modelo experimental animal de
este tipo y analizar el efecto puramente metabélico de la cirugia
bariatrica (sleeve) en sujetos NASH no obesos, midiendo los
cambios en pardmetros histoldgicos, bioquimicos, hormonales,
de expresidn génica, de microbiota y acidos biliares.
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Anexos

ANEXO 1
Analisis bioquimico plasmatico: técnica ELISA

La deteccion de marcadores bioquimicos en sangre por técnica
ELISA se llevd a cabo en el Institut d'Investigacié Germans Trias i Pujol
(IGTP), seguin técnica ELISA sandwich tipica. Los resultados se recogieron
por cada individuo de cada grupo, como se muestra en la tabla 14 del
Anexo 4. La técnica ELISA sandwich implica la unién de un anticuerpo de
captura a una microplaca. Luego, se anaden muestras que contienen una
cantidad desconocida de la proteina diana o analito de interés y se unen
al anticuerpo de captura. Después de los pasos de lavado para eliminar la
microplaca de las sustancias no unidas, se agrega un conjugado de HRP
(enzima horseradish peroxidase, anticuerpo secundario o streptavidin)
para la deteccion.

Tinciones histoldogicas

Las muestras de higado, dentro de un casete, se fijaron en PFA 4%
durante 24h y se pasaron a una solucion de etanol 50%. Los siguientes
pasos de deshidratacion, la inclusién en bloques de parafina, los cortes
histoldgicos (3um) y la tincion de H&E fueron realizados por la Unidad
de anatomia patoldgica del Hospital Vall d’'Hebron. En estas secciones
histoldgicas también se realizé la tincidn de 0.1% Picro-Sirius Red que,
resumidamente, consiste en la tincién de las muestras con rojo picrosirio
0.1% durante 1h en agitacion suave a temperatura ambiente, seguido de
dos lavados de 5 min con agua acidificada, secado de los portaobjetos y
montaje con DPX. También se llevd a cabo la tincién de colorante Oil Red
sobre cortes congelados mediante isopentano y cortados al criotomo,
incubando las muestras con colorante Oil Red durante 6 minutos y aclarando
después con propilenglicol al 85% durante 1 minuto y hematoxilina durante
1-2 minutos.

Técnica Western Blot

Para el andlisis de proteinas hepaticas se perfundiéo higado
con suero salino para eliminar la sangre, las muestras se congelaron
directamente en isopentano y se almacenaron a -80°C. Estas muestras se
trituraron en frio evitando su descongelacidon hasta convertirlas en polvo,
se homogeneizaron en tampoén de lisis con triton, se sonicaron en 3 ciclos
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de 10seg a maxima potencia y finalmente se centrifugaron a 14.000 rpm
y 4°C durante 10min. El sobrenadante se recogidé y la proteina total se
cuantifico con el kit de ensayo BCA (Thermo Fisher scientific, Waltham, MA,
USA), leyendo la reaccion colorimétrica con nanodrop.

La electroforesis se realizé utilizando el sistema XCell SureLock®en
geles de SDS-poliacrilamida 10%, cargando 40ug de proteina por muestra.
La transferencia se realizé con el mddulo blot XCell II™ en membranas de
PVDF con poro de 0.45um (Thermo Fisher scientific, Waltham, MA, USA).
Al finalizar la transferencia las membranas se bloquearon durante 1h a
temperatura ambiente con leche desnatada 5% o con phosphoblocker 5%
(Cell biolabs, San Diego, CA, USA) para proteger las proteinas fosforiladas.
Los anticuerpos primarios y secundarios empleados, asi como las
diluciones y tiempos de incubacién aparecen detallados en la Tabla 8.
Las membranas se revelaron con el kit ECL prime (GE Healthcare; Little
Chalfont, UK) en el sistema de imagen Odyssey®Fc (LI-COR, Lincoln, NE,
USA) y se cuantificaron con Image Studio Lite (Lincoln, NE, USA). En los
casos en los que se analizd la proteina fosforilada y la total o en los que se
revelé en la misma membrana dos proteinas con peso molecular similar,
las membranas se incubaron con Restore™ WB Stripping Buffer (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) durante 30 min a 55 °C, para eliminar
los anticuerpos previos. Después de éste proceso la membrana debe
bloquearse de nuevo.
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Inmunohistoquimica

IHC se usé para detectar CD43 y aSMA en el tejido hepético. Los
antigenos enmascarados durante la fijacidn rutinaria se recuperaron
incubando las secciones de parafina hidratada de 3um en tampén de citrato
durante 20 minutos a 95°C y se dejaron a temperatura ambiente durante 25
minutos mds en el mismo tampdn. Después de lavar 3 veces con PBS 1X
con agitacion, se bloqued la actividad de peroxidasa enddgena incubandose
durante 10 min con una solucién de H202 al 3% (también con agitacidn).
Luego las secciones se lavaron dos veces, 5 minutos con dH20 y 5 minutos
mas con PBS 1X. Todas las siguientes incubaciones se realizaron en una
cdmara de humedad. Para reducir la unién inespecifica, las secciones se
bloquearon con 200uL de suero animal (aquel en el que se crid el anticuerpo
secundario de cada marcador estudiado) en una dilucién 1/20 en PBS 1X
durante 30 min a temperatura ambiente. Luego, se incubaron O/N (“over
night’) a 4°C con 200uL de anticuerpo primario. Después de lavar tres
veces con PBS 1X 5 min para eliminar el exceso de anticuerpo primario, las
muestras se incubaron con unas pocas gotas de anticuerpo secundario 30
min a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces mas con PBS 1X 5 min
para eliminar también el exceso de anticuerpo secundario. Finalmente se
llevé a cabo la contratincidn con solucion de hematoxilina de Mayer durante
10 segundos, se lavaron con abundante agua del grifo y se dejaron en dH20
durante 5 min. Luego, se deshidrataron y se montaron en DPX. Los cortes
se visualizaron al microscopio éptico Olympus BX61 equipado con una
camara digital.

Técnica RT-qPCR (real time quantitative polymerase chain
reaction)

Para el anélisis del RNA mensajero (mRNA) las muestras de higado
se mantuvieron en RNAlater (Thermo Fisher scientific, Waltham, MA, USA)
al menos 24h y después se almacenaron a -80°C. La lisis del tejido (aprox.
30mg) previa a la extraccion de RNA se hizo con tubos Fastprep lysis matrix
D (MP Biomedical, Santa Ana, CA, USA) y el sistema FastPrep FP120. ELRNA
total fue extraido usando el kit RNeasy mini (QIAGEN, Venlo, Nederland) y la
retrotrascripcion a DNA complementario (cDNA) se realizé con el kit High
capacity cDNA reverse transcription (Thermo Fisher scientific, Waltham,
MA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La PCR a tiempo
real se desarrollo en placas de 384 pocillos con todas las muestras por
triplicado. Para cada reaccidn se aiadié: a) una mezcla de 4.5ul de Tagman
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universal PCR master mix mas 0.5ul de la sonda especifica; b) 5ul de la
muestra cDNA (40ng).

Para la cuantificacién de la reaccidn se utiliz6 el sistema 7900HT
Fast Real-Time PCR (Thermo Fisher scientific, Waltham, MA, USA) y para el
analisis la aplicacién on-line Thermofisher Cloud.
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ANEXO 2
Tabla 9. Puntuacién individual segun NASH CRN Histological Scoring System

Esteatosis Balonizacion Inflamacién Estadio
lobulillar fibrosis
Control 1 0 0 1 1
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 1 0 0
5 0 1 0 0
6 0 1 1
7 0 1 0 1
HFD 8 1 1 0 0
9 1 1 1 0
10 1 2 1 1
1" 2 2 1 0
12 0 0 1 0
13 0 1 0 0
14 1 1 0 0
VLCD 15 0 0 0 0
16 0 0 0 0
17 0 1 0 1
18 0 1 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0
21 0 1 0 1
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Esteatosis Balonizacion Inflamacién Estadio
lobulillar fibrosis
Sham 22 1 1 1 0
23 0 0 0 0
24 0 0 0 0
25 0 0 1 0
26 0 0 0 0
27 0 0 1
Sleeve 28 Muestra no extraida
29 1 1 1 0
30 1 1 1 0
31 0 0 1 1
32 0 0 1 1
33 0 1 0 0
34 0 1 2 1
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Tabla 11. Diferencias de peso por grupo antes y después de los tratamientos
(semana 10 vs 16)

Grupo ()] (W) Mean Sig.” 95% Confidence
Pre_Post Pre_Post Difference Interval for Difference®

(1-J)
Lower Bound

Control 1 2 -32.857* 8.563 -50.344
2 1 32.857* 8.563 15.370
Obesas 1 2 -54.857* 8.563 -72.344
2 1 54.857* 8.563 37.370
VLCD 1 2 -2.286 8.563 -19.773
2 1 2.286 8.563 -15.201
Sham 1 2 41.000* 9.249 22112
2 1 -41.000* 9.249 -59.888
Sleeve 1 2 116.429* 8.563 98.941
2 1 -116.429* | 8.563 -133.916
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Tabla 12. Comparacion de pesos entre grupos antes de los tratamientos (semana
10)

Mean Std. Sig.” 95% Confidence
Difference Error Interval for Difference®
-3 Lower Bound Upper Bound
Obesas VLCD 8.143 28.830 -51.358 67.644
Sham 30.929 30.007 -31.002 92.859
Sleeve -2.714 28.830 -62.216 56.787
VLCD Obesas -8.143 28.830 -67.644 51.358
Sham 22.786 30.007 -39.145 84.717
Sleeve -10.857 28.830 -70.358 48.644
Sham Obesas -30.929 30.007 -92.859 31.002
VLCD -22.786 30.007 -84.717 39.145
Sleeve -33.643 30.007 -95.574 28.288
Sleeve Obesas 2.714 28.830 -56.787 62.216
VLCD 10.857 28.830 -48.644 70.358
Sham 33.643 30.007 -28.288 95.574
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Tabla 13. Comparacién de pesos entre grupos después de los tratamientos (semana
16)

Mean Std. Sig.” 95% Confidence
Difference Error Interval for Difference®
((B¥)]

Lower Bound Upper Bound

Obesas VLCD 60.714 30.690 -2.626 124.055
Sham 126.786* 31.943 60.859 192.713
Sleeve 168.571* 30.690 105.231 231.912
VLCD Obesas -60.714 30.690 -124.055 2.626
Sham 66.071* 31.943 44 131.998
Sleeve 107.857* 30.690 44517 171.198
Sham Obesas -126.786* 31.943 -192.713 -60.859
VLCD -66.071* 31.943 -131.998 -144
Sleeve 41.786 31.943 -24141 107.713
Sleeve Obesas -168.571* 30.690 -231.912 -105.231
VLCD -107.857* 30.690 -171.198 -44.517
Sham -41.786 31.943 -107.713 24141
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ANEXO 4
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