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RESUMEN

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de desérdenes metabdlicos que incluyen
resistencia a la insulina (RI), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y obesidad entre otras
entidades, cuya manifestacion hepatica es la Enfermedad del higado graso asociada a
disfuncion metabdlica (MAFLD), causa mas frecuente de enfermedad hepatica crénica en
la actualidad. La fase mas avanzada del MAFLD incluye la esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH), que implica degeneracion necroinflamatoria, fibrosis y cirrosis hepatica. En este
sentido, la fibrosis hepatica es el principal signo de mal prondstico en la hepatopatia
cronica. Existen factores de riesgo metabdlicos, como la Rl y la DM2, que interaccionan
con factores genéticos, como los polimorfismos PNPLA3 rs738409 (p.I1148M) y TM6SF2
rs58542926 (p.E167K), que determinan el grado de progresion del NASH vy fibrosis
hepatica. Esta tesis estudia la influencia de la DM2 y la RI sobre los polimorfismos p.|1148M
y p.E167K en el riesgo de fibrosis avanzada. Los resultados de este estudio muestran que
la DM2 y la RI severa, y la presencia de los polimorfismos mencionados, son factores de
riesgo independientes de fibrosis avanzada por NASH, que cuando se combinan,
multiplican el riesgo de ésta. Asi, un estudio genético puede ser acertado en pacientes con
DM2 o con RI severa para centrar los esfuerzos en un tratamiento y seguimiento

personalizado.

Debido a que la fibrosis hepatica es el principal signo de mal pronéstico en el MAFLD, es
necesario el uso de pruebas no invasivas basadas en biomarcadores sanguineos, como el
“Fibrosis index 4” (FIB-4) y el “Enhanced Liver Fibrosis” (ELF), con el fin de estratificar a
los pacientes segun el riesgo de fibrosis avanzada. Esta tesis desarrolla y evalia un
algoritmo basado en la medida combinada del FIB-4 y ELF para el diagndstico de fibrosis
hepatica en pacientes con MAFLD, y propone su aplicacién en atencién primaria. Los
resultados muestran una alta sensibilidad diagnéstica de fibrosis no significativa (FO-1) y
fibrosis avanzada (F3-4), ademas de un alto valor predictivo de fibrosis significativa (F2-4).
Se ha observado, ademds, una alta correlacion con la elastografia de transicion. La
aplicacion de este algoritmo en atencién primaria permitiria priorizar la derivacion de
pacientes con alto riesgo de F3-4 con diagnostico previo de esteatosis hepatica, presencia
de DM2 u otras causas de hepatopatia crénica, donde el abordaje completo de la
hepatopatia es limitado, facilitando asi el acceso a nuevos tratamientos y a un control méas

individualizado.

La obesidad esta estrechamente relacionada con el SM, la cual implica una disfuncion del

tejido adiposo central, y supone un factor de riesgo de DM2 y MAFLD. La cirugia bariatrica



(CB) representa la mejor solucién en términos de reduccion de peso sostenida y remision
de las comorbilidades metabdlicas en pacientes con obesidad severa, ademas de restaurar
la homeostasis metabdlica, donde se produce un aumento de la concentracién de la
globulina ligadora de hormonas sexuales (SHBG), cuya expresion se ve disminuida por el
desequilibrio de adipoquinas que se produce en la obesidad. Dado que la respuesta a la
CB puede ser variable, y la reganancia de peso se produce en un nimero significativo de
pacientes, existe la necesidad de encontrar un biomarcador fiable que prediga el éxito de
la CB. Esta tesis estudia el papel potencial de la SHBG como biomarcador para predecir la
respuesta a la CB en términos de pérdida de peso total (TWL) y reganancia de peso (WR).
Este estudio demuestra que existe un mayor incremento de SHBG en el primer mes tras la
CB cuando se produce una buena respuesta a los 2 afios, y que este aumento es
proporcional al TWL y se correlaciona inversamente con la WR. Estos resultados apuntan
al papel de la SHBG como un biomarcador precoz de la respuesta a la CB, dando un papel
relevante a la recuperacion de la funcion hepatica y del control metabdlico en la pérdida
sostenida de peso tras la CB.



RESUM

La sindrome metabdlica (SM) és un conjunt de desordres metabdlics que inclouen
resisténcia a la insulina (RI), diabetis mellitus tipus 2 (DM2) i obesitat entre altres entitats.
La manifestacié hepatica de la SM és la Malaltia del fetge gras associada a disfuncié
metabolica (MAFLD), causa més frequient de malaltia hepatica cronica actualment. La fase
més avancada del MAFLD inclou I'esteatohepatitis no alcohodlica (NASH), que implica
degeneraci6é necroinflamatoria, fibrosi i cirrosi hepatica. En aquest sentit, la fibrosi hepatica
és el principal signe de mal pronostic en I'hepatopatia cronica. Existeixen factors de risc
metabolics que interaccionen amb factors genétics, com els polimorfismes PNPLA3
rs738409 (p.1148M) i TM6SF2 rs58542926 (p.E167K), que determinen el grau de
progressioé del NASH i fibrosi hepatica. Aquesta tesi estudia la influéncia de la DM2 i la RI
sobre els polimorfismes p.I148M i p.E167K en el risc de fibrosi avancada. Els resultats
d'aquest estudi mostren que la DM2 i la Rl severa, i la preséncia dels polimorfismes
esmentats, son factors de risc independents de fibrosi avangada per NASH, que quan es
combinen, multipliquen el risc d'aquesta. Per la qual cosa, un estudi genétic pot ser encertat
en pacients amb DM2 o amb RI severa per centrar els esforcos en una atencié

personalitzada.

Degut al fet que la fibrosi hepatica és el principal signe de mal pronostic al MAFLD, es
necessari I's de proves no invasives basades en biomarcadors sanguinis, com el “Fibrosi
index 4” (FIB-4) i “'Enhanced Liver Fibrosis” (ELF), per a estratificar els pacients segons el
risc de fibrosi avangcada. Aquesta tesi desenvolupa i avalua un algorisme basat en la
mesura combinada del FIB-4 i ELF pel diagnostic de fibrosi hepatica en pacients amb
MAFLD, i proposa la seva aplicacié en 'ambit de I'atenci6 primaria. Els resultats mostren
una alta sensibilitat diagnostica de fibrosi no significativa (FO-1) i fibrosi avangada (F3-4), a
més d'un valor predictiu elevat de fibrosi significativa (F2-4). L'aplicacié d'aquest algorisme
a l'atenci6 primaria permetria prioritzar la derivacié de pacients amb alt risc de F3-4 i amb
diagnostic previ d'esteatosi hepatica, preséncia de DM2 o altres causes d'hepatopatia
cronica, on l'abordatge complet de I'hepatopatia és limitat, facilitant aixi 'accés a nous

tractaments i un control més individualitzat.

L'obesitat esta estretament relacionada amb la SM, la qual implica una disfuncié del teixit
adipds central i suposa un factor de risc de DM2 i MAFLD. La cirurgia bariatrica (CB)
representa la millor solucié en termes de reduccié de pes sostinguda i remissié de les
comorbiditats metabodliques en pacients amb obesitat severa, a més de restaurar

I'homeostasi metabolica produint un augment de la concentracié de la globulina lligadora



d'hormones sexuals (SHBG), l'expressié de la qual es veu disminuida pel desequilibri
d'adipoquines ocasionat a l'obesitat. Atés que la resposta a la CB pot ser variable, i el
reguany de pes es produeix en un nombre significatiu de pacients, existeix la necessitat de
trobar un biomarcador fiable que predigui I'éxit de la CB. Aquesta tesi estudia el paper
potencial de la SHBG com a biomarcador per predir la resposta a la CB en termes de
pérdua de pes total (TWL) i reguany de pes (WR). Aquest estudi demostra que existeix un
major increment de SHBG el primer mes després de la CB quan es produeix una bona
resposta als 2 anys, i que aquest augment és proporcional al TWL i es correlaciona
inversament amb la WR. Aquests resultats assenyalen el paper de la SHBG com un
biomarcador precog de resposta a la CB, donant un paper rellevant a la recuperacio de la
funci6 hepatica i del control metabolic en la pérdua sostinguda de pes després de la CB.



ABSTRACT

Metabolic syndrome (MetS) is a set of metabolic disorders that include insulin resistance
(IR), type 2 diabetes mellitus (T2D) and obesity among other entities, whose hepatic
manifestation is the Metabolic dysfunction-associated fatty liver disease (MAFLD), the most
frequent cause of chronic liver disease nowadays. The most advanced stage of MAFLD
includes non-alcoholic steatohepatitis (NASH), which involves necroinflammatory
degeneration, fibrosis and liver cirrhosis. In this regard, liver fibrosis is the main sign of poor
prognosis in the chronic liver disease. There are metabolic risk factors, such as IR and T2D,
which interact with genetic factors, as PNPLA3 rs738409 (p.1148M) and TM6SF2
rs58542926 (p.E167K) polymorphisms, which determine the degree of NASH progression
and liver fibrosis. This thesis evaluates the influence of T2D and IR on p.1148M and p.E167K
polymorphisms on the risk of advanced fibrosis. The results of this study show that T2D and
severe IR, and the presence of the aforementioned polymorphisms, are independent risk
factors for NASH advanced fibrosis, which when combined, multiply the risk of NASH. Thus,
a genetic study may be appropriate in patients with T2D or those with severe IR in order to
focus efforts on personalized treatment and follow-up.

Because liver fibrosis is the main sign of poor prognosis in MAFLD, the use of non-invasive
tests based on blood biomarkers, such as Fibrosis index 4 (FIB-4) and Enhanced Liver
Fibrosis (ELF), is necessary in order to stratify patients according to the risk of advanced
fibrosis. This thesis develops and evaluates an algorithm based on the combined
measurement of FIB-4 and ELF for the diagnosis of liver fibrosis in patients with MAFLD,
and propose its application in primary care. The results show a high diagnostic sensitivity
for non-significant fibrosis (FO-1) and advanced fibrosis (F3-4), as well as a high predictive
value for significant fibrosis (F2-4). A high correlation with transient elastography has also
been observed. The application of this algorithm in primary care would allow to prior the
referral of patients at high risk of F3-4 with a previous diagnosis of liver steatosis, presence
of T2D or other causes of chronic liver disease, where the complete approach to liver
disease is limited, thus facilitating access to new treatments and a more individualized

control.

Obesity is closely related to MetS, which involves central adipose tissue dysfunction, and
is a risk factor for T2D and MAFLD. Bariatric surgery (BS) represents the best solution in
terms of sustained weight reduction and remission of metabolic comorbidities in patients
with severe obesity, in addition to restoring metabolic homeostasis, where there is an

increase in the concentration of sex hormone-binding globulin (SHBG), whose expression



is diminished by the adipokine imbalance that occurs in obesity. Since the response to BS
can be variable, and weight regain occurs in a significant number of patients, there is a need
to find a reliable biomarker that predicts the success of BS. This thesis studies the potential
role of SHBG as a biomarker to predict response to BS in terms of total weight loss (TWL)
and weight regain (WR). The results show that the increase in SHBG in the first month after
BS predicts the response at 2 years. Thus, this SHBG increase is proportional to TWL and
correlates inversely with WR. These findings point to the role of SHBG as an early biomarker
predictor of response to BS, giving a relevant role to the recovery of liver function and
metabolic control in sustained weight loss after BS.
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1. INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de desérdenes metabdlicos que incluyen
resistencia a la insulina (RI) con o sin diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipemia, obesidad
central e hipertension, los cuales predisponen al desarrollo de Enfermedad Cardiovascular
(ECV). La patogénesis del SM también engloba factores genéticos y otra serie de entidades
adquiridas, que resultan en un estado crénico de RI y la inflamacion de diversos tejidos.
[1]. En esta desregulacion metabdlica, el higado y el tejido adiposo juegan un papel central,

cuya disfuncién explican gran parte de las manifestaciones clinicas del SM [2].

La manifestacion hepética del SM se ha denominado histéricamente como Enfermedad del
higado graso no alcohdlico (EHGNA, en inglés NAFLD), la cual es actualmente la causa
mas frecuente de enfermedad hepéatica cronica. Esta asociada no solo con el incremento
mundial del SM, sino también con el aumento de la obesidad y la DM2 [3,4]. Dada su
estrecha relacién con el conjunto de enfermedades que componen el SM, se actualizé su
nomenclatura a Enfermedad del higado graso asociada a disfuncion metabdlica (MAFLD
en inglés). La manifestacion fenotipica de este sindrome refleja la suma de la dinAmica y

compleja interaccion entre factores ambientales y genéticos [5-7] (Figura 1).
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Figura 1. Fisiopatologia del MAFLD como un continuo entre la obesidad, DM2 y SM. Los factores
ambientales y la predisposicion genética inducen la expansion del tejido adiposo y la movilizacion de acidos
grasos libres (AGL), cuyo depésito en el higado y tejido muscular favorecen la RI, la cual promueve la
acumulacién de triglicéridos en el higado, lo que desencadena el desarrollo de MAFLD. La RI también ocasiona
la disfuncion e inflamacién del tejido adiposo presentes en la obesidad. Figura obtenida de: Godoy-Matos AF,
et al. Diabetol Metab Syndr. 2020 Jul 14;12:60.
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El MAFLD abarca un amplio espectro de estadios clinicos, que van desde una acumulacion
zonal de triglicéridos en vacuolas de hepatocitos, principal caracteristica de la esteatosis
hepéatica, a fases mas avanzadas de la enfermedad, como la esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA, en inglés NASH), que implica degeneracién necroinflamatoria, pudiendo conllevar

al desarrollo de fibrosis y eventualmente cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC) [8].

Recientemente se ha promovido el cambio de terminologia de MAFLD por MASLD
(Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease, en inglés). Esta nueva
denominacion también refleja la historia natural de la enfermedad hepatica, que comienza
con la esteatosis, junto con alteraciones caracteristicas del SM, como el aumento del indice
de masa corporal (IMC) o del perimetro abdominal, hiperglucemia y dislipemia, entre otras.
De la misma manera, la progresion de esta enfermedad se define como esteatohepatitis
asociada a disfuncion metabdlica (en inglés MASH), la cual implica mayor riesgo de fibrosis
hepatica [9].

La obesidad es otra enfermedad que compone el SM, y se define como la acumulacién
excesiva y ectopica de lipidos, tanto a nivel global como regional, que ocasiona un aumento
del IMC >30 kg/m?, como consecuencia de un desequilibrio entre la calorias consumidas y
gastadas [10]. Esta enfermedad implica una disfuncién del tejido adiposo a nivel central, y
es a su vez un factor de riesgo de las enfermedades del SM, como la DM2y el MAFLD [11]
(Figura 1).

Auln se desconocen las bases moleculares del desarrollo del MAFLD vy su interaccién con
la obesidad, de tal modo que la interrelacién entre el higado y el tejido adiposo resulta de

gran interés.
1.1 El higado

El higado es el principal 6rgano de regulacion del metabolismo de hidratos de carbono,
lipidos y aminoacidos, y es el 6rgano secretor de la bilis. Tiene una elevada actividad de

sintesis de proteinas plasmaticas y del metabolismo de numerosas drogas [12].

1.1.1 Estructura

El parénquima hepatico esta formado por los hepatocitos, que se disponen en cordones de
varias capas formando una red tridimensional. Los hepatocitos son células plurinucleadas
con un reticulo endoplasmico (RE) muy desarrollado, debido a la gran actividad de sintesis

de glucoproteinas y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Forman los llamados
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lobulillos hepaticos con forma hexagonal, en el que desde la vena central irradian los
hepatocitos a la periferia. En los vértices se encuentran los espacios portales, formado por
una rama de la vena porta, otra de la arteria hepatica y un conducto biliar, rodeados por

tejido conjuntivo [13].

Otra estructura presente en el higado son los sinusoides hepaticos, paralelos a los
cordones de hepatocitos. Es un tipo de capilar sanguineo formado por endotelio con mayor
espacio entre las células. Aqui se encuentran también las células de Kupffer (macréfagos
residentes del higado) y las células estrelladas, responsables de la sintesis de matriz
extracelular (ECM) que implica la fibrosis hepatica [13,14].

Todas las sustancias absorbidas por el intestino se dirigen al higado mediante la vena
porta, a excepciéon de los lipidos, que viajan en forma de quilomicrones por el sistema
linfatico hasta el torrente sanguineo a nivel del conducto toracico.

1.1.2Regulacion del metabolismo glucidico y lipidico

El higado es muy importante en el mantenimiento de las concentraciones de glucosa en
sangre. Es capaz de almacenar la glucosa en forma de glucégeno tras la ingesta de
alimentos. En situaciones de ayuno, libera esta glucosa almacenada al resto del organismo,
y mediante la gluconeogénesis sintetiza glucosa a partir de lactato, glicerol y aminoacidos
[15,16] (Figura 2).
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Figura 2. Funciones del higado. El higado es el principal 6rgano de la regulacion del metabolismo de hidratos
de carbono, en la que se incluyen la captacion de glucosa y la gluconeogénesis, y de los lipidos, donde se
encuentran la captacién de acidos grasos, lipogénesis y secrecion de triglicéridos. Ademas, interviene en el
metabolismo proteico, regulacion hormonal e inmune, metabolismo de drogas y formacion de bilis. Figura
obtenida de: Mastoor Z, et al. Metabolites. 2022 May 3;12(5):411.

Ademas, es el principal responsable de la sintesis endogena de lipidos, mecanismo
activado y regulado por la insulina. Estos lipidos son distribuidos por todo el organismo,
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siendo el tejido adiposo el principal aceptor de éstos ya que se encargara de almacenarlos
a modo de reserva energética. Los lipidos sintetizados se organizan en VLDL, ricas en
triglicéridos y ésteres de colesterol. Antes de ser secretadas por los hepatocitos, se
ensamblan junto con la apolipoproteina B-100 (apo B-100), que dirige su transporte a los
tejidos periféricos, principalmente el adiposo. El exceso de hidratos de carbono en el
interior celular es transformado a acetil coenzima A (ACoA), precursor de acidos grasos
[15,16] (Figura 2).

La glucosa, a través del transportador de glucosa 2 hepatico (GLUT-2), y los acidos grasos
de cadena larga estimulan la glucdlisis para la formacion de ACoA y consecuentemente la
lipogénesis. La via de sefializacion celular por accibn de la glucosa esta
transcripcionalmente regulada por la proteina de unién al elemento de respuesta a
carbohidratos (ChREBP). Por otro lado, cuando la insulina se une a su receptor hepatico,
con actividad tirosina quinasa, se activa la cascada de transduccién celular lo que provoca
una disminucion en la gluconeogénesis y en la concentracion plasmética de glucosa y una
estimulacion de la lipogénesis, proceso regulado por los receptores hepéticos X (LXRs) y
la proteina de union al elemento de respuesta a esteroides 1c (SREBP-1c). Los tres
factores de transcripciéon (ChREBP, LXRs y SREBP-1c) activan la sintesis de la glucosa
quinasa (GK), piruvato quinasa hepatica (LPK), ACoA carboxilasa (ACC), acido graso
sintasa (FAS) y estearoil CoA desaturasa 1 (SCD1), entre otras [17,18].

1.1.3Sintesis de proteinas plasmaticas

El higado es el responsable de la sintesis de numerosas proteinas plasméticas, como la
albumina, prealbumina o transtiretina, alfa-1 antitripsina, ceruloplasmina y la globulina
ligadora de hormonas sexuales (SHBG) [15] (Figura 2). Tienen diversas funciones, como
transporte de hormonas y nutrientes, regulaciéon de la respuesta inmune, proteccion frente
dafos exdgenos, etc. Entre ellas, la SHBG destaca por sus funciones paracrinas, por este

motivo forma parte de las llamadas hepatoquinas [19].
1.1.3.1 Globulinaligadora de hormonas sexuales

La SHBG es un transportador de hormonas sexuales, tanto andrdgenos como estrégenos,
gue regula su biodisponibilidad. Su concentracion en sangre esta asociada al metabolismo
glucidico y cantidad de tejido adiposo [19]. Se considera un biomarcador de SM y es
predictor de la DM2 y riesgo cardiovascular (RCV) [20,21]. La presencia de esteatosis
hepéatica es un factor que disminuye su sintesis, pero la introduccion de terapias frente a la

obesidad de modificacion del estilo de vida favorece la recuperacion de su concentracion
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circulante a la vez que disminuyen la grasa hepética [19].

La sintesis de SHBG esta regulada por nutrientes y mediadores inflamatorios. Por un lado,
las hormonas tiroideas y acido oleico presentes en el aceite de oliva estimulan su sintesis,
ademas de la adiponectina, citoquina antiinflamatoria sintetizada por el tejido adiposo, que
activa su sintesis mediante el factor de transcripcion nuclear 4 alfa del hepatocito (HNF4a).
Por otro lado, dietas ricas en hidratos de carbono y las citoquinas proinflamatorias factor

de necrosis tumoral alfa (TNFa) e interleuquina 1 beta (IL1B) inhiben la sintesis de SHBG

[20,22,23] (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos moleculares que regulan la produccién de SHBG. Las citoquinas TNFa, IL1B y la
adiponectina regulan la expresion de SHBG al interactuar con sus receptores y activar varias cascadas de
sefializacion que modifica la concentracién de la proteina HNF4a, principal factor de transcripcion. Los factores
dietéticos como los carbohidratos o el aceite de oliva son capaces de regular la expresién de SHBG mediante
el HNF4a o el receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARYy), respectivamente. Figura
obtenida de: Simo R, et al. Trends in Endocrinology & Metabolism. 2015 Jul;26(7):376-83.
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1.2 El tejido adiposo

El tejido adiposo esta formado por los adipocitos, cuya funcion principal es el
almacenamiento de energia en forma de triglicéridos en el citoplasma, formando una
inclusién lipidica. El origen de éstos puede ser exdgeno, procedentes de la dieta, y
endogeno, procedentes del higado en forma de VLDL, donde la lipoproteina lipasa (LPL)
se encarga del intercambio de triglicéridos entre el tejido y el torrente sanguineo, proceso
regulado por la insulina [12]. El crecimiento y distribucion corporal de este tejido depende
de diversos factores metabdlicos y endocrinos. Alteraciones, tanto en la funcién como el

crecimiento ectdpico se relacionan con la obesidad, el MAFLD y el SM [24].

A su vez, el tejido adiposo tiene funciones endocrinas, ya que sintetiza hormonas como la
leptina y adiponectina, que forman parte de las denominadas adipoquinas. Estan
implicadas en la homeostasis del peso corporal, inflamacién, coagulacion, fibrinolisis, RI,
diabetes, aterosclerosis y cancer [25].

La leptina regula la captacion y liberacibn de compuestos de gran energia. Actla
principalmente en el hipotdlamo, donde controla la ingesta de alimentos favoreciendo la
sensacion de saciedad; su concentracion en sangre se correlaciona con la cantidad de

tejido adiposo [12].

La adiponectina, por su parte, tiene un efecto antigluconeogénico y antilipogénico, estimula
la captaciéon de glucosa y oxidacion de acidos grasos en el musculo esquelético e higado,
mediante la activaciéon de la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK), y la inhibicién
de las citoquinas proinflamatorias TNFa e interleuquina 6 (IL6). También mejora la RI por

su accion hepatica y muscular y tiene efectos antiinflamatorios y antifibréticos [25].
1.3 Epidemiologia del MAFLD y la obesidad

La prevalencia mundial del MAFLD se estima en un 33% [4]. Las tasas mas altas de
prevalencia se reportan de América del Sur (31%) y Oriente Medio (32%), seguido de Asia
(27%), EE.UU. (24%) y Europa (23 %) [26,27] (Figura 4). No obstante, la hepatopatia

crénica por MAFLD puede estar infradiagnosticada a nivel mundial [4].
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Figura 4. Variacidn geogréfica de la prevalencia de MAFLD y de la disponibilidad diaria de energia per
cépita (kilocalorias/dia). Figura obtenida de: Rinella M and Charlton M. Hepatology. 2016 Jul;64(1):19-22.

Se estima que la prevalencia del NASH es del 1,5-6,5% en la poblacion general, a partir de
diagnosticos por biopsia hepética [28]. Sin embargo, entre las personas con MAFLD, la
prevalencia de NASH es de al menos el 30%, pudiendo alcanzar el 60% en situaciones

clinicas determinadas [26,29].

Se trata de un fenbmeno creciente, ya que la prevalencia de MAFLD ha aumentado del
15% al 25% entre los afios 2005 y 2010. Por otro lado, el nimero de casos nuevos de
NASH se ha duplicado en el mismo periodo de tiempo [26]. Diversos estudios realizados
en paises europeos han detectado un aumento de la incidencia de MAFLD, con 19 casos
por cada 1000 habitantes al afio y mayor riesgo de ECV en personas con MAFLD [26]. Los
jévenes adultos (18-39 afios) son el grupo de edad donde el aumento de la incidencia ha
sido mayor, de hasta 7 veces, entre 1997 y 2014 [30]. La mayor incidencia de MAFLD ha
supuesto un incremento de la mortalidad del 57% derivada de la hepatopatia y ECV;
también se ha reportado un aumento de la enfermedad renal cronica derivada del MAFLD
[29,31-33]. Asi, se estima que los casos de MAFLD se incrementen en hasta un 30% y los
de NASH hasta un 56% para el afio 2030, acompafiado del aumento de obesidad y DM2;

ademas, la mortalidad asociada a la hepatopatia sera del doble a la actual [34].

En cuanto a la obesidad, se ha estimado una prevalencia del 13% en la poblacién adulta a
nivel mundial, siendo el 39% la poblacién con sobrepeso [35]. En Europa y EEUU, la
prevalencia de la obesidad alcanza el 24% [36]. Por otro lado, la prevalencia de MAFLD en
personas con obesidad se estima del 70-80% en funcion de la poblacion estudiada,

alcanzando incluso el 90%. En poblacion adolescente con obesidad, la prevalencia de
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MAFLD es del 34% [37].

En los ultimos afios, la prevalencia de obesidad se ha incrementado tanto en adultos como
personas jévenes, independientemente del &rea geografica, etnia o nivel socioecondémico.
Por otro lado, la epidemia actual de obesidad esta favoreciendo el aumento de diversas
enfermedades derivadas de ésta, como la DM2, MAFLD, ECV, alteraciones musculares y
de salud mental [36]. Asi pues, el manejo de la obesidad supone un gasto sanitario y

socioecondmico en paises industrializados y en aquellos en vias de desarrollo [38].

La severidad de la obesidad se relaciona tanto con el IMC como el perimetro abdominal,
donde se ha reportado una mayor mortalidad con el incremento de cintura para un mismo
IMC [39]. En los casos de obesidad méas severa, ademas, existe un incremento de la
prevalencia de NASH, que puede ser del 18%, donde la presencia de fibrosis hepatica
alcanza el 42% de estos pacientes [37].

En los proximos afios, el MAFLD, acompafiado o no de obesidad, se convertird en la causa
mas prevalente de hepatopatia crénica en nuestro medio [3]. La prevalencia del MAFLD
esta estrechamente relacionada con la ingesta calérica y los cambios de habitos de vida.
Es mas comun en edades mas avanzadas y el estadio de la enfermedad también aumenta
con la edad y la presencia de obesidad [28] (Figura 4). Se ha reportado que hasta el 46%
de las personas con MAFLD pueden sufrir un progreso a NASH vy fibrosis, un porcentaje
mayor al estimado, y que la propia fibrosis hepatica puede avanzar en el 30% de los casos

en un periodo de 5 afios [28].

Dentro del espectro de manifestaciones y estadios clinicos del MAFLD, la fibrosis hepética
es el factor clinico mas relevante en el prondstico de la enfermedad, con un aumento de
los eventos relacionados con el higado (cirrosis y CHC) y mayor morbimortalidad, llegando
a tasas de 26 muertes/1000 personas cada afio en caso del NASH [4,28,29,40].
Actualmente, el MAFLD representa la segunda causa mas comun de trasplante hepético,

y a igualdad de edad y sexo, los pacientes con MAFLD presentan mayor mortalidad [41].

Una de las consecuencias de la cronicidad del NASH y el desarrollo de fibrosis, es la
aparicion de cirrosis hepatica. Se ha proyectado un incremento de cirrosis descompensada
por NASH del 168% y de defunciones derivadas de la hepatopatia del 178% en EE. UU.
entre los afios 2015 y 2030, datos que podrian estar infraestimados ante la falta de terapias
farmacoldgicas especificas y el aumento imparable de la obesidad [28]. Los trasplantes
hepaticos causados por cirrosis descompensada derivada del NASH aumentaron del 3%

al 12% entre los afios 1995 y 2013 en Reino Unido [26]. A nivel global, tanto el consumo
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de alcohol como el NASH lideraran las etiologias de enfermedad hepética crénica y las
muertes derivadas de la cirrosis hepatica en los proximos afos [42] (Figura 5).
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Figura 5. Fallecimientos anuales totales por cirrosis segln etiologia. En los Ultimos afios se ha producido
un incremento de mas del doble de fallecimientos por cirrosis hepética a causa de NASH. Los fallecimientos
por cirrosis hepética ocasionada por hepatitis B (HBV) y hepatitis C (HCV) se han mantenido més estables.
Figura obtenida de: Cheemerla S and Balakrishnan M. Clin Liver Dis (Hoboken). 2021 Jun 4;17(5):365-70.

El desarrollo de CHC es una consecuencia del progreso del NASH vy la fibrosis avanzada.
A nivel europeo, se contabiliz6 que mas de un tercio de los casos de CHC eran derivados
del MAFLD en el afio 2010, lo que supuso un incremento de 10 veces en 10 afios [26]. En
EE.UU., se estima que la incidencia de CHC aumentara un 137% entre el 2015y 2030 [28].
Por otro lado, la creciente prevalencia de la obesidad ha ocasionado un incremento del 9%
de la tasa anual de CHC derivado del MAFLD [29].

1.4 Factores de riesgo del MAFLD y la obesidad

Tanto el MAFLD como la obesidad comparten factores de riesgo debido a su estrecha
relacion en un contexto de desorden metabdlico. A su vez, ambas entidades son factores

de riesgo la una de la otra.

El aumento de IMC se asocia a una mayor presencia de MAFLD, de hasta el 90% en
personas con IMC>30kg/m? [26,29]. Se considera uno de los principales factores de riesgo
de MAFLD, derivado de la Rl y que predispone a la progresion de la hepatopatia [43]. Y en
sentido contrario, la prevalencia de obesidad en personas con MAFLD supera el 50%,
siendo del 80% al considerar las personas con NASH [7]. Asi mismo, la obesidad favorece
el desarrollo de DM2, dislipemia y ECV, por lo que se considera un componente clave del
SM [6,37].

La obesidad conlleva a la inflamacion del tejido adiposo, donde existe un desbalance de
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adipoquinas, lo que favorece el desarrollo de RI hepética y consecuentemente de MAFLD
[44,45]. No obstante, la presencia de obesidad abdominal es un factor desencadenante de
MAFLD mayor que el IMC. A mayor cantidad de tejido adiposo visceral, mayor riesgo de
NASH vy fibrosis avanzada [28,46]. En este sentido, se ha descrito que la compaosicién
corporal es determinante en la presencia de MAFLD, ya que personas con IMC normal
(18,5-25 kg/m?) y una proporcion elevada de grasa corporal o adiposidad, tienen mayor
riesgo de MAFLD; asi pues, la caracterizacion metabdlica resulta esencial en el diagnéstico
de MAFLD [47]. Ademaés, este fenotipo de MAFLD en personas no obesas, suele ir
acompafado de sedentarismo, alteracion de la sensibilidad a la insulina, incremento del

RCV y aumento de la concentracién de lipidos circulantes e intrahepaticos [26].

Por otro lado, el MAFLD es consecuencia y precursor de comorbilidades metabdlicas y su
incidencia aumenta con el incremento de criterios que definen el SM, donde la RI juega un
papel fundamental [8,29,30,48]. La presencia de SM favorece la probabilidad del desarrollo
de NASH en un 41% entre las personas con MAFLD [28].

Las manifestaciones clinicas del MAFLD son muy variadas, ademas, la progresion a NASH
y fibrosis es dindmica, existiendo una serie de factores ambientales y genéticos que
modulan dicha progresion [28]. Esto explica la heterogeneidad clinica del MAFLD, en la
que incluso el perfil lipidico hepatico es diferente segun los factores de riesgo presentes y

los mecanismos fisiopatolégicos implicados [6] (Figura 6).
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MAFLD heterogeneity
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Figura 6. Heterogeneidad en la presentacién clinica del MAFLD. Esta influenciada por una multitud de
factores, incluyendo edad, sexo, consumo de alcohol, habitos dietéticos, predisposicién genética, la microbiota
y el estado metabdlico, que engloba los factores de riesgo del SM. El impacto diferencial en la contribucién de
cada uno de los factores a lo largo del tiempo determina el fenotipo y curso de la enfermedad. Figura obtenida
de: Eslam M, et al. Gastroenterology. 2020 May;158(7):1999-2014.e1.

El enfoque del MAFLD como un continuo entre la obesidad, el SM y la DM2 puede contribuir

a la identificacion temprana de estos pacientes, con el fin de proporcionar un tratamiento
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dirigido e individualizado [7,49]. La nueva terminologia, MASLD, también aboga por
considerar la manifestacion de la enfermedad hepatica como resultado de la interaccién de
diversos factores, donde las caracteristicas del SM son fundamentales, sobre todo la
obesidad y la DM2 [9].

1.4.1 Diabetes Mellitus Tipo 2

La DM2 es una enfermedad heterogénea cuya presentacion clinica y progresion puede ser
muy variable. El riesgo de desarrollar DM2 aumenta con la edad, obesidad y falta de
actividad fisica. Alrededor de 463 millones de personas en todo el mundo tenian diabetes
en 2019, y se estima que para 2045, la poblacién con diabetes aumente en un 50% [7]. El
perfil metabolico de estos pacientes obliga a identificar y tratar el resto de factores de RCV
[50].

La Rl es comlun en la obesidad y el MAFLD, siendo mayoritaria en los pacientes
diagnosticados de NASH. Las alteraciones en las vias de sefializacion de la insulina
explican gran parte de los acontecimientos hepaticos y progresion de la enfermedad a
NASH vy fibrosis avanzada [28,31,51] (Figura 7).

La asociacion entre MAFLD y DM2 ha sido ampliamente reportada y es bidireccional. En
este contexto, ambas enfermedades pueden desarrollarse simultdneamente [29]. Se ha
reportado un aumento del doble el riesgo de desarrollar DM2 a partir de MAFLD. Por otro
lado, las formas mas severas de MAFLD, especialmente NASH, estdn mas asociadas a la
presencia de DM2 [31,52]. Ambas condiciones clinicas comparten mecanismos
fisiopatol6gicos subyacentes que se exacerban entre si y promueven un empeoramiento
de la enfermedad y las comorbilidades asociadas [53] (Figura 7).
Diabetes promotes:

1 risk of steatohepatitis
1 risk of cirrhosis

nTrisk of hepatocellular carcinoma

NAFLD

NAFLD promotes:

Worse insulin resistance

1 risk of atherogenic dyslipidemia

1 risk of T2DM, 1 difficulty to manage

1 risk of cardiovascular disease
Figura 7. Relacién entre diabetes tipo 2 y el NAFLD. La presencia de DM2 promueve el riesgo de NASH,
cirrosis y CHC. Por otro lado, el NAFLD aumenta la resistencia a insulina, la dislipemia aterogénica, el riesgo
de DM2 y su peor manejo clinico y la enfermedad cardiovascular. Figura obtenida de: Budd J and Cusi K. Curr
Diab Rep. 2020 Oct 5;20(11):59.
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La DM2 se ha asociado a un incremento en la prevalencia de MAFLD, que puede ser del
60-70% [26,54]. En este sentido, la DM2 se considera como el predictor mas fuerte de
progresion de MAFLD. Los pacientes afectos de diabetes tienen un mayor riesgo de
desarrollo de NASH asi como un incremento de 2 a 4 veces el riesgo de complicaciones

derivadas de la esteatosis hepatica [8,43] (Figura 7).

Se han reportado un 40% de casos con NASH y un 17% de fibrosis avanzada en personas
afectas de diabetes con MAFLD, siendo clinicamente relevante en el manejo de los
pacientes, ya que la fibrosis es el estadio clinico mas asociado a un peor prondstico a largo
plazo [51,55] (Figura 7).

Por otro lado, la DM2 es habitualmente asociada al sobrepeso y la obesidad, sin embargo,
esta asociacion también puede ser bidireccional. El exceso de glucosa y otros azlcares y
de insulina, conllevan a aumento de peso y obesidad, y a largo término, a la RI a nivel
periférico, intolerancia a hidratos de carbono y DM2. Por otro lado, personas con DM2,
tienen un mayor riesgo de desarrollar obesidad, debido a la Rl ya instaurada (afecta
principalmente al musculo esquelético), que favorece la sintesis y almacenamiento de
lipidos en el tejido adiposo, mediante exportacion de triglicéridos hepaticos via VLDL.
Ademas, la RI de estas personas, interfiere la acciéon de la LPL, dificultando el crecimiento
del tejido adiposo y favoreciendo el desarrollo de tejido adiposo ectdpico, que implica una

mayor severidad de la obesidad [56].

1.4.2 Factores genéticos

Se ha reportado una mayor prevalencia de NASH y cirrosis en poblacion latinoamericana,
mientras que los americanos con ascendencia africana tienen menores tasas de
hepatopatia avanzada [8]. Mediante estudios de asociacién de genoma completo (GWAS)
se han descrito una serie de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) asociados a

diferentes fenotipos o grados de severidad del MAFLD [28] (Figura 6).

La familia genética PNPLA3 o adiponutrina (fosfolipasa similar a la patatina que contiene
el dominio 3, en inglés patatin-like phospholipase domain-containing protein 3) esta
implicada en el remodelado lipidico intracelular, muy expresado en higado y en tejido
adiposo. La variante PNPLA3 rs738409 implica la transversion C>G, que resulta en un
cambio del aminoacido isoleucina (lle, I) por metionina (Met, M) en la posicién 148 (1148M).
Este cambio conlleva una pérdida de funcién en el metabolismo de lipidos, hecho que
implica un aumento de los triglicéridos hepéticos, inflamacién, mayor progresion a fibrosis

y desarrollo de CHC [57-59] (Figura 8). La implicacion de esta variante se ha estudiado
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también en la hepatopatia alcohdlica y virica, influyendo en el fenotipo de la enfermedad y

en su caracter hereditario [60].

El gen TM6SF2 (miembro 2 de la superfamilia 6 transmembrana, en inglés transmembrane
6 superfamily member 2) codifica una proteina reguladora del metabolismo lipidico, cuya
funcién principal es la secrecion hepatica de triglicéridos en forma de VLDL. La variante
TM6SF2 rs58542926 implica la transicibn C>T, que resulta en un cambio del aminoacido
glutdmico (Glu, E) por lisina (Lys, K) en la posicion 167 (E167K). Este cambio conlleva una
reduccion en la exportacién de VLDL por parte del higado, favoreciendo la formacion de
gotas intracelulares de triglicéridos y aumentando la concentracion plasméatica de alanina
aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST); sin embargo, se ha dado un
papel cardioprotector a esta variante [59,61,62]. En pacientes con MAFLD, los portadores
de este polimorfismo tienen esteatosis mas severa, mayor grado de necroinflamacion y

fibrosis avanzada o cirrosis [58] (Figura 8).
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Figura 8. Papel de las variantes genéticas en el MAFLD. La variante PNPLA3 1148M ocasiona una reduccion
en la descomposicion de los triglicéridos y conduce a la retencion de lipidos en el hepatocito. La variante
TM6SF2 E167K reduce la secrecion de triglicéridos a través de VLDL, lo que lleva a la retencion hepatocelular
de lipidos. Figura adaptada de: Dongiovanni P, et al. Biomed Res Int. 2015;2015:460190.

El efecto combinado de ambos polimorfismos confiere un riesgo de cirrosis de hasta 12
veces mayor y un riesgo de CHC de hasta 29 veces en poblacion general [63]. Incluso
favorecen el deterioro de la funcion hepatica en otras patologias, como la colangitis
esclerosante primaria, mediante diferentes mecanismos de dafio hepatico [64]. Ademas,
estas variantes se han asociado a mayor uso de recursos sanitarios, como las visitas

hospitalarias y tiempo de hospitalizacion [65].

Junto a estas, se han descrito otras variantes, como la de los genes MBOAT7 (O-
aciltransferasa de unidn a membrana 7) rs641738, que favorece el desarrollo de fibrosis y
dafo hepatico [66]; GCKR (Regulador de glucoquinasa) rs1260326 y rs780094, asociadas
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a mayor acumulacion de grasa en el higado; HSD17B13 (17-beta-hidroxiesteroide
deshidrogenasa 13) rs72613567, que incrementa el riesgo de cirrosis y CHC [63]. La
presencia de los polimorfismos estudiados estd asociada a un mayor grado de inflamacién
y fibrosis, detectado histolégicamente, y por tanto, condicionan la variabilidad fenotipica del
MAFLD [62,67].

Respecto a variantes genéticas que se asocian o predisponen a la obesidad, se han
descrito mutaciones en el gen de la leptina, las cuales inhiben su funcién de regulacion de
la homeostasis energética. Por otro lado, existen sindromes monogénicos que cursan con
obesidad como el de Prader-Willi [68].

En la mayoria de los casos, la obesidad se debe a la interrelacion de un conjunto de
factores, donde se han descrito hasta 870 polimorfismos asociados al aumento del IMC,
pero solo explican el 5% de esta variacion en el IMC. Estos genes estan implicados en los
circuitos neuronales de apetito y saciedad, secrecion de la insulina, adipogénesis y
metabolismo lipidico [10,68].

1.4.3 Factores epigenéticos

Los factores epigenéticos también podrian ser un mecanismo por el que la exposicién a un
ambiente determinado ejerce un efecto hereditario en el riesgo de enfermedad. Se han
observado patrones de metilacion del ADN en los mismos genes en pacientes con fibrosis
leve por NASH, sugiriendo que las firmas epigenéticas presentes en ADN circulante podria
servir como biomarcador potencial de la gravedad de la enfermedad [26] (Figura 6). Por
otro lado, metabolitos presentes en la microbiota pueden cambiar el patron de metilacién
de ciertos genes aumentando la susceptibilidad a obesidad [69]. En este sentido, se ha
investigado la relacion entre la metilacion de ciertos genes, como el de la leptina,
adiponectina, citoquinas proinflamatorias y otros genes implicados en la regulacién de la

ingesta, con la predisposicion a la obesidad [10].

1.4.4Edad y sexo

La prevalencia de MAFLD se incrementa con la edad, desde el 20% en personas de hasta
20 afos, a superar el 40% en mayores de 60 afios. La incidencia de NASH y cirrosis
también es mayor en personas de mas de 50 afios, en comparacion con grupos de edad
mas jovenes [8,29]. Por otro lado, también se ha descrito el MAFLD en poblacién pediatrica,

asociada a la obesidad infantil [70] (Figura 6).
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En cuanto al sexo, no existen datos que muestren una clara tendencia. Si se ha reportado
que la esteatosis hepatica es mas comun en hombres que en mujeres hasta los 50 afios,
a partir de la cual, la incidencia en mujeres es mayor con una mayor severidad del NASH,

segun estudios histoldgicos [8].

El sindrome de ovario poliquistico (SOPC) es un desorden endocrinolégico que afecta a
mujeres en edad reproductiva, y esta caracterizado por la presencia de Rl y obesidad, que

a su vez son factores de riesgo del MAFLD [8,10].

Las formas mas severas de obesidad se asocian a edades mas avanzadas, donde la
disfuncion del tejido adiposo es mayor, ocasionando un fenotipo proinflamatorio. Ademas,
con la edad, se favorece la distribucion de grasa del tejido subcutaneo a la regiéon
abdominal, favoreciendo el desarrollo de DM2 y ECV [71]. Finalmente, en edad infantil y
adolescente se estan reportando aumentos en la prevalencia de obesidad [72].

1.4.5Dieta

La ingesta cal6rica y los habitos dietéticos son determinantes en el desarrollo del MAFLD
y la obesidad, y su asociacion con el SM. Se ha reportado que estos pacientes tienden a
residir en areas con exceso de fuentes de alimentos, incluyendo restaurantes de comida
rapida. Los alimentos procesados y con alto contenido en grasa y azucares son mas

habituales en personas con obesidad y/o MAFLD [26,69] (Figura 6).

Una elevada ingesta de alimentos ricos en fructosa y grasa favorece la disfuncion
metabdlica, Rl y el desarrollo de MAFLD, en la que se puede encontrar un perfil de lipidos
anormal. Por el contrario, la dieta mediterrdnea favorece la eliminacién de grasa en
pacientes con MAFLD [6,32]. El consumo de bebidas ricas fructosa y glucosa esta asociado

a acumulacién de grasa en el higado y a nivel abdominal, ademas de NASH [49].

La ingesta de alcohol es un factor de confusién para la mayoria de las personas con MAFLD
y resulta un reto a nivel clinico medir el grado en que el consumo de alcohol afecta a la
lesién hepética, teniendo en cuenta las diferencias genéticas y el perfil metabdlico del
individuo [28]. Sin embargo, si esta definido que la ingesta leve de alcohol en un contexto
de MAFLD favorece el desarrollo de la hepatopatia y el desarrollo de fibrosis significativa
[73].

1.4.6 Microbiota

Los habitos dietéticos pueden modificar rapidamente la composicion de la microbiota,
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hecho ampliamente estudiado en modelos animales. En personas con obesidad, esta
demostrada esta variacion en la composicion, lo que puede ocasionar una alteracion en los
metabolitos liberados, los cuales regulan los mecanismos de la saciedad y termogénesis
[44,69].

Por otro lado, estos metabolitos estan implicados en la fibrosis y cirrosis en el MAFLD,
ademas de la modificacion de la permeabilidad intestinal (comdn en la obesidad),
ocasionando la presencia de productos bacterianos circulantes que inducen la inflamacion

hepatica y la activacion de procesos fibréticos [6] (Figura 6).
1.4.7 Actividad fisica

La actividad fisica juega un papel importante en el desarrollo del MAFLD y la obesidad.
Aproximadamente la mitad de estos pacientes son inactivos y no practican ningun ejercicio
fisico [74]. En los ultimos afios ha ido aumentando el reconocimiento de la eficacia del
ejercicio fisico en la reduccion de la grasa hepéatica, mejora de la Rl y disminucion de la
inflamacién hepética. Por tanto, se recomienda de forma rutinaria para el manejo del
MAFLD, ademas de sus implicaciones en la modificacion del RCV [32]. Por otro lado, la
pérdida de peso derivada del ejercicio fisico de moderada intensidad en personas con
obesidad, también se ha asociado a la reduccion de la severidad de las comorbilidades
asociadas, incluyendo inflamacion, enfermedad respiratoria y el resto de componentes del
SM [75].

1.4.8 Factores socioecondmicos

El estatus socioeconémico, medido como nivel educativo e ingresos econémicos, es un
factor influyente en el MAFLD, la obesidad y en el resto de enfermedades crénicas mas
prevalentes de nuestro entorno; muy ligado, ademas, con el tipo de dieta y la actividad
fisica. Se ha reportado una disminucion del riesgo de MAFLD en personas con mayor nivel
educativo, mediado por dieta de alta calidad y actividad fisica regular [10,76]. Otro factor
socioecondmico, COMO un menor acceso a atencion sanitaria, predicen el desarrollo de
NASH [77]. Finalmente, diferentes estudios europeos han reportado un aumento de la
prevalencia de obesidad en los ultimos 30 afios en personas con un estatus

socioecondmico mas bajo [72].
1.5 Gasto sanitario y politicas publicas

El aumento de gasto sanitario derivado del manejo de pacientes con MAFLD y su
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asociacion con otras enfermedades de elevada prevalencia como DM2 y la obesidad,
obligan a los gobiernos, administraciones publicas y sociedades cientificas a trazar un plan
comun de accién para reducir y minimizar el impacto de estas enfermedades en la
sociedad. En 2016 se public6é un modelo poblacional de MAFLD, en el que se estimé un
gasto sanitario anual de 35.000 millones de euros en cuatro paises de Europa occidental
(hasta 1.163 euros/paciente), el cual podria incrementarse hasta los 334.000 millones de
euros en 2026 con el aumento en paralelo de la obesidad [78]. Se calcula que la obesidad
representa entre el 0,7 y el 2,8% de los costes sanitarios y que las personas con esta
enfermedad tienen unos costes médicos un 30% superiores al resto. Se prevé que los
costes sanitarios totales se dupliquen cada década [37].

Debido al gran volumen de pacientes con MAFLD dentro de las hepatopatias cronicas,
hace que el enfoque principal de la atencién sanitaria sea distinguir aquellos con mayor
riesgo de progresién y presencia de fibrosis hepatica [26,43].

Existen evidencias que apuntan a que el sobrepeso en la nifiez y la adolescencia esta
asociado con un mayor riesgo de MAFLD. Asi, el umbral de morbilidad y/o mortalidad
relacionada con el higado se alcanza a una edad mas temprana. Ademas, el hecho de
estar asociado a otras comorbilidades metabdlicas podria ejercer una presion creciente
sobre los sistemas de atencidon sanitaria, donde el aumento de los eventos

cardiovasculares en el marco del SM es claro [30].

La politica de prevencion es la mejor herramienta para combatir el MAFLD vy la obesidad,
que ha de enfocarse en la atencién primaria y en el &mbito educativo, en el que la dieta
equilibrada, actividad fisica y habitos de vida saludables han de ser los pilares centrales en

estas politicas de salud [26,37].

Asi pues, el abordaje sanitario ha de venir desde diferentes puntos [26,72]:

e Analisis de la evolucion de la obesidad y MAFLD a nivel poblacional.

e Control de comorbilidades que implican una mayor prevalencia y progresion del
MAFLD vy la obesidad.

e |dentificacidon de personas de alto riesgo de fibrosis avanzada, cirrosis hepatica y
CHC mediante sistemas de cribado coste-efectivos.

e Prevencion en poblacion joven a través de la educacion y atencion primaria.

e Aplicar medidas de vigilancia que permitan predecir las poblaciones sufrirdn estas

enfermedades y poder emplear medidas preventivas.
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1.6 Bases moleculares y fisiopatologia del MAFLD y su relacién con la
obesidad

Actualmente, en la patogénesis del MAFLD, se acepta la hipotesis de los mdltiples golpes
(en inglés multi-hit hypothesis), la cual considera que la influencia ambiental puede afectar
a la expresion de genes, aumento de peso, incremento de la movilizacién de acidos grasos
libres (AGL), depdésito ectépico de grasay RI [7,79] (Figura 9).
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Figura 9. Factores implicados en la patogénesis del MAFLD. La presencia de hiperinsulinemia e
hiperglicemia, acompafiadas de una disfuncion del tejido adiposo en un contexto de RI, favorecen el desarrollo
de esteatosis hepatica. Por otro lado, otros factores ambientales y genéticos juegan un papel esencial en el
transcurso de la enfermedad. A partir de la acumulacion de lipidos en el higado y la lipotoxicidad que provocan,
se desencadena el NASH, avanzando en la hepatopatia y empeorando las comorbilidades metabdlicas. Figura
obtenida de: Scapaticci S, et al. Front Endocrinol (Lausanne). 2021 Apr 6;12:639548.

1.6.1Esteatosis hepatica

El MAFLD comienza con la acumulacién de lipidos en el higado en forma de triglicéridos,
denominada esteatosis hepética. Este proceso es consecuencia del aumento de la sintesis
de novo de acidos grasos y de la mayor captacion de AGL circulantes del plasma
procedentes de la lipdlisis del tejido adiposo, principal fuente de acidos grasos. Ambos
origenes contribuyen a aumentar el pool de acidos grasos en el interior del hepatocito para
su esterificacion con el glicerol y formar los triglicéridos, mediante la Diacilglicerol
aciltransferasa 2 (DGAT2), sobreexpresada en el MAFLD. La captacion hepatica de AGL
depende de su concentracion plasmatica y de las proteinas transportadoras de acidos
grasos (FATP y CD36), las cuales estan sobreexpresadas en el MAFLD [25] (Figura 10).
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1.6.1.1 Lipogénesis de novo

La lipogénesis de novo esta estimulada por la accién de la insulina ante el aumento de
glucosa, y especialmente fructosa. La exposicién continuada a azucares por parte del
higado, junto con el hiperinsulinismo y RI, provocan una sobreactivacién del ChREBP y
SREBP-1c, los cuales estimulan diversas enzimas lipogénicas, como LPK, ACC, FAS y
SCD [21,80]. EI aumento de acidos grasos y consecuentemente de triglicéridos en el
hepatocito estimula la sintesis de apo B-100, sin embargo, la insulina la inhibe (Figura 10).
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Figura 10. Desequilibrio del almacenamiento y eliminacion de lipidos en el MAFLD. El contenido de lipidos
hepaticos esta regulado por la compleja interaccion entre el suministro de lipidos al higado y la captacion
hepatica, sintesis, oxidacion y secrecion de lipidos. Una dieta rica en grasas, la obesidad y la RI pueden
aumentar el flujo a través de estas vias, lo que conduce a una mayor captacion y acumulacion de triglicéridos
intracelulares en los hepatocitos. Por otro lado, la B-oxidaciéon mitocondrial esta disminuida y lipogénesis de
novo aumentada por exceso de carbohidratos e hiperinsulinemia, aumentando la cantidad de triglicéridos
almacenados, pudiendo aumentar también su exportacion en VLDL en situaciones de marcada RI. Figura
obtenida de: Meex RCR and Watt MJ. Nat Rev Endocrinol. 2017 Sep;13(9):509-20.

Asi, con la hiperinsulinemia y RI hepética, los &cidos grasos y triglicéridos se mantienen en
el interior del hepatocito, induciendo la esteatosis hepatica; en este contexto, la
movilizacién de triglicéridos y la oxidacion de &cidos grasos se encuentran disminuidas [80]
(Figura 10).

Cuando se produce una RI marcada, la sintesis de VLDL puede no estar inhibida,
favoreciendo su liberacion al mismo tiempo que progresa la acumulacion hepética de
lipidos [49,81]. Por otro lado, en la exportacion de VLDL participa el transportador TM6SF2,
cuya variante E167K ocasiona una pérdida de funcion, favoreciendo asi la acumulacion de

triglicéridos hepaticos [58] (Figura 10).
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1.6.1.2 Lipdlisis del tejido adiposo

El tejido adiposo juega un papel fundamental en el desarrollo de la esteatosis hepatica. El
almacenamiento de &cidos grasos se produce tras la ingesta de alimentos, en la que los
triglicéridos presentes en los quilomicrones son hidrolizados y los AGL entran en los
adipocitos y se reesterifican en triglicéridos. Durante el ayuno, situacién en la que la sintesis
de VLDL es mayor y cuyos triglicéridos son hidrolizados en el tejido adiposo para captar
los &cidos grasos y sintetizar nuevamente triglicéridos en los adipocitos. En ambos
procesos, la LPL es la encargada de hidrolizar dichos triglicéridos, cuya actividad esta
aumentada cuando la disponibilidad de AGL es mayor [21,25,49] (Figura 10).

1.6.20besidad y MAFLD

En la obesidad la actividad de la LPL en el tejido adiposo es mayor. Cuando se desarrolla
RI'y hay una sobrecarga de lipidos circulantes, la lipdlisis aumenta en el tejido adiposo por
accion de la LPL, sin embargo, los acidos grasos generados no son reesterificados en
triglicéridos en los adipocitos, sino que son liberados al torrente sanguineo en forma de
AGL unidos a la albumina. Estos seran recaptados por el higado, aumentando el pool de
AGL en los hepatocitos [25,49] (Figura 10).

Aunque la obesidad estd fuertemente asociada con la esteatosis hepética, no es una
condicion obligatoria para desarrollar MAFLD. Los pacientes con lipodistrofia tienen
marcada Rl y comUnmente desarrollan esteatosis hepética y DM2, por lo que la disfuncion

del tejido adiposo es un contribuyente clave a la patogénesis del MAFLD [31].
1.6.2.1 Inflamacion del tejido adiposo

El tejido adiposo esta en continuo remodelado, el cual esta patologicamente acelerado en
la obesidad, lo que favorece su inflamacion y la infiltracion de macréfagos, que envian
sefiales mediante la produccién de citoquinas y quimioquinas. Dicha inflamacion, a pesar
de su naturaleza leve, afecta negativamente la funcion del resto de 6rganos como el

higado, hecho que se considera causante de las complicaciones de la obesidad [82].

Ante el mayor almacenamiento de energia en forma de triglicéridos y la sobrecarga de
AGL, que implica mayor sintesis, transporte y transformacién de estos mediante la
participacion del higado, los adipocitos experimentan una expansién anormal, lo que
resulta en hipoxia y senescencia, manteniendo una inflamacion crénica de bajo grado. En

estas condiciones, los adipocitos experimentan estrés en el RE y una mayor produccion de
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especies reactivas de oxigeno (ROS) [82] (Figura 11).

Con el crecimiento disfuncional del tejido adiposo, en especial de la grasa visceral, la
produccion de TNFa e IL6 es mayor, mientras que la sintesis de adiponectina esta
disminuida; esta situacion conlleva a la resistencia hepatica a la adiponectina, muy comun
en el MAFLD. La resistencia a leptina también es comun en la obesidad y el MAFLD
[25,31,83] (Figura 11).
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Figura 11. Disfuncion de los adipocitos en la obesidad. Existe un aumento en la carga de AGL, acompafiado
de hipoxia y senescencia celular, que favorece la liberacion de citoquinas proniflamatorias y disminucion de
adiponectina, proceso acompafado de una infiltracion de células inmunes, que incrementan el dafio en el tejido
y favorecen la RI. Figura obtenida de: Kawai T, et al. Am J Physiol Cell Physiol. 2021 Mar;320(3):C375-91.

Otro de los mediadores inflamatorios presentes es el factor de crecimiento transformador
beta (TGFB), que activa a las células estrelladas para la sintesis de colageno y ECM,
favoreciendo los procesos fibréticos [81]. Asi, el desbalance de adipoquinas contribuye a
la acumulacion hepatica de triglicéridos, inflamacion, menor respuesta a insulina y NASH,

conllevando ademas, a un fenotipo mas severo de obesidad [84,85].

1.6.3NASH y fibrosis hepética

Se conocen varias vias moleculares que contribuyen al desarrollo de NASH, ademas, no
es seguro que la esteatosis preceda siempre al NASH. Esto explica que los mecanismos
gque conducen a la enfermedad como sus manifestaciones clinicas sean muy heterogéneos
[49].
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La esterificacion de 4cidos grasos en forma de triglicéridos es un proceso reversible y
puede prevenir inicialmente el efecto lipotéxico de los AGL en el higado [17]. Este hecho
podria explicar que en estadios avanzados del NASH, la esteatosis a menudo disminuye
(NASH guemado) debido a una capacidad limitada de almacenamiento de triglicéridos [84].
Sin embargo, una marcada acumulacién de grasa en el higado es un factor de riesgo para

la progresion de la enfermedad [31].
1.6.3.1 Lipotoxicidad de los acidos grasos

La acumulacion de AGL en el higado tiene un efecto lipotéxico en los hepatocitos,
destacando los acidos grasos de cadena larga, contribuyendo a alteracién de vias de
sefializacién y causando disfuncion celular [84]. Ademas, el aumento de intermediarios
lipidicos en el higado, como el diacil glicerol (DAG), bloquea la cascada de sefializacion de
la insulina mediante la activacion de la proteina quinasa C epsilon (PKCg), favoreciendo el
desarrollo de RI hepética [17,86]. En este contexto de RI, los triglicéridos almacenados en
el higado pueden hidrolizarse aumentando los AGL de los hepatocitos. La enzima PNPLA3
participa en este remodelado lipidico y la variante 1148M ocasiona una pérdida de funcién,
impidiendo asi el catabolismo de los AGL y favoreciendo la acumulacion de intermediarios

lipidicos y la progresién de la enfermedad [87] (Figura 12).

El NASH esta caracterizado por la activacién de la respuesta inflamatoria tanto a nivel
hepatico como sistémico, mediado por la interrelacién entre el higado, tejido adiposo e
intestino [25]. En esta progresién juegan un papel fundamental los AGL, que implica estrés
oxidativo, aumento de ROS por activaciéon del citocromo P450 2E1 (CYP 2E1),
peroxidacion lipidica de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) que inducen al estrés del
RE vy activacion del inflamasoma [49,86,88]. Ademas, se produce una pérdida de ATP y
poder reductor celular, por lo que aumenta el dafio en el DNA y proteinas, alterando la
estructura y funcion de la membrana plasmatica y favoreciendo la apoptosis celular. La
disfuncion mitocondrial derivada de este dafio celular va acompafiada de procesos de
oxidacion alternativa de acidos grasos mediante la activacion del receptor asociado al
proliferador de peroxisomas tipo y (PPARY) en peroxisomas y microsomas [81,84,89,90].
Como consecuencia del estrés y disfuncion celular, se activan vias apoptéticas que

promueven inflamacién y fibrosis hepatica [25,85] (Figura 12).
1.6.3.2 Inflamacién del tejido hepatico

La inflamacion es uno de los factores clave que distingue el NASH de la esteatosis. Las

vias de la quinasa c-Jun N-terminal-proteina activadora 1 (JNK-AP-1) y del inhibidor de la
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quinasa kappa B-factor nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de células B
activadas (IKK-NFkB) estan implicadas en la inflamacion crénica del higado, contribuyendo
a la Rl y la supresion de la sintesis de proteinas hepaticas. Las consecuencias de la
acumulacion de AGL, como el estrés oxidativo y de RE favorecen la activacion de estas
vias inflamatorias, lo que lleva a las células de Kupffer, linfocitos T y neutréfilos a producir
las citoquinas proinflamatorias TNFa, IL13 e IL6 [49,83,84,88] (Figura 12).
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Figura 12. Los 4cidos grasos libres en la patogénesis del NASH. Los AGL se originan de la lipdlisis de los
triglicéridos en el tejido adiposo o se sintetizan de novo en los hepatocitos a partir de carbohidratos,
especialmente fructosa. Cuando se sobrepasa la eliminacién de los &cidos grasos, mediante la beta-oxidacion
mitocondrial y la reesterificacion para formar triglicéridos y exportarse como VLDL, estos pueden contribuir a la
formacion de especies lipotdxicas que provocan estrés del RE, estrés oxidativo y activacion del inflamasoma.
Estos procesos son responsables del NASH con lesién hepatocelular, inflamacion, activacion de células
estrelladas y acumulacion progresiva de ECM. Figura modificada de: Friedman SL, et al. Nat Med. 2018
Jul;24(7):908-22.
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Por otro lado, la alteracién de la microbiota intestinal o disbiosis a consecuencia de la dieta,
puede ocasionar la produccién y liberacion de acidos grasos de cadena corta y de
lipopolisacarido (LPS) hacia la circulacion portal, ya que la permeabilidad intestinal se
encuentra aumentada; de esta manera, se generan estimulos hepaticos proinflamatorios,

lo que incrementa el riesgo de NASH [31].
1.6.3.3 Fibrosis hepatica

La fibrosis hepética es la respuesta al dafio crénico, a modo de cicatrizacion del tejido.
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Consiste en la sintesis de ECM de gran densidad, compuesta por colageno, proteoglicanos,
glicoproteinas y glicosoaminoglicanos [84]. Comienza con la activacion de las células
estrelladas por la accién del TGFB, TNFa e IL1B, liberadas por las células de Kupffer y el
estrés oxidativo, todo ello consecuencia de la inflamacién hepatica crénica. La
degeneracioén celular y apoptosis del parénquima hepético son estimulos de activacién de
las células estrelladas. Estas células se diferencian a miofibroblastos, que sintetizan
colageno y e inhibidores de metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP), favoreciendo
el remodelado de la ECM. A su vez, liberan citoquinas proinflamatorias, principalmente
TGFB, generando un feedback positivo de amplificacion de la fibrosis [14,42,85] (Figura
13).
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Figura 13. Intermediarios en la fibrosis hepatica. Los activadores de las células estrelladas, como diversas
citoquinas, factores quimiotacticos, ROS y TGFf, son sintetizados por macrofagos residentes del higado
(células de Kupffer). Los miofibroblastos aumentan la sintesis de colageno, de inhibidores de metaloproteinasas
(TIMP-1) y disminuyen la sintesis de MMP, por lo que se acumula ECM que conlleva al fallo de érgano por
cirrosis. Figura obtenida de: Berenguer M and Schuppan D. J Hepatol. 2013 May;58(5):1028-41.

La insulina, acidos grasos, adipoquinas como la leptina y adiponectina influyen en los
procesos fibrogénicos. El hiperinsulinismo estimula la fibrogénesis por activacion directa
de las células estrelladas, lo que explica que la severidad de la RI, presente en la DM2, se
asocia a una progresion mayor del NASH y la fibrosis y, por tanto, a un peor prondstico. La
leptina también favorece la liberacion de TGFf en las células de Kupffer y otros eventos
profibrogénicos. Por otro lado, la disminucion de la concentracion de adiponectina resta su

capacidad inhibitoria sobre las células estrelladas [84] (Figura 13).
1.6.3.4 Sintesis de SHBG

El estado inflamatorio y fibrogénico caracteristico del NASH, favorecido por el aumento de
TNFa, IL6 e IL1B y la disminucién de la adiponectina, principal activador, ocasiona una

reduccion en la sintesis de SHBG [20].
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La reduccién de la SHBG, ademas de testosterona, en personas obesas con MAFLD ha
sido descrita previamente, dando un papel relevante al tejido adiposo visceral, la Rl y la
dislipemia, haciendo de la SHBG, y ciertos polimorfismos estudiados, factores predictores
de DM2 [19,91-93].

Existen modelos animales que explican esta relacion entre grasa visceral, Rl y
concentracion plasmatica de SHBG, relacionando asi el MAFLD y el SM con la sintesis
hepatica de la SHBG. En este sentido, la SHBG podria modular la lipogénesis hepatica,
pudiendo ser una diana terapéutica para prevenir el desarrollo de MAFLD, en un contexto
de obesidad y DM2 [93].

1.7 Diagnéstico del MAFLD

El diagnéstico del MAFLD abarca un amplio abanico de pruebas de imagen, estudio
histologico y biomarcadores sanguineos, en un contexto de alteracion metabdlica. Asi, las
recomendaciones actuales para el diagnéstico de MAFLD incluyen la presencia de
esteatosis hepéatica junto con al menos uno de los criterios metabdlicos: DM2, obesidad o
evidente desregulacion metabdlica (Figura 14) [6]. La deteccion de esteatosis, NASH o
fibrosis requiere en muchos casos la combinacién de varias de ellas con el fin de estratificar
el riesgo de enfermedad avanzada. A raiz de la nueva nomenclatura, MASLD, se han
simplificado los criterios clinicos y bioquimicos relacionados con el SM, de tal manera que
la combinacién de esteatosis hepatica junto con sobrepeso o aumento de perimetro
abdominal, hiperglucemia, aumento de presion arterial, hipertrigliceridemia o disminucién

del colesterol HDL (lipoproteina de alta densidad), conlleva un diagnostico de MASLD [9].
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Hepatic steatosis in adults
(detected either by imaging techniques, blood biomarkers/scores or by liver histology)

[ Overweight or obesity } |’ Lean/normal weight } _
(defined as BMI 225 kg/m® in (defined as BMI <25 kg'm? in Caucasians.
Caucaslans or BMI 223 kg'm? In Asians) or BMI <23 kg/m® In Aslans)

s

If presence of at least two metabolic risk abnormalities:

+ Waist circumference 2102/88 cm in Caucasian men and women (or 290/80 cm in Asian men
and women)

+ Blood pressure 130/85 mmHg or specific drug treatment

* Plasma tnglycerides 2150 mg/dl (21.70 mmoliL) or specific drug treatment

* Plasma HDL-cholesterol <40 mg/dl (<1.0 mmol/L) for men and <50 mg/dl (<1.3 mmoliL) for
women or spacific drug treatment

* Prediabetes (i.e., fasting glucose levels 100 to 125 mg/di [5.6 to 6.9 mmolL], or 2-hour post-load
glucose levels 140 to 199 mg/dl [7.8 to 11.0 mmol] or HbA1c 5.7% to 6.4% [39 to 47 mmol/mol])

+ Homeostasis model assessment of insulin resistance score 22.5

+ Plasma high-sensitivity C-reactive protein level >2 mgiL

. =7

MAFLD
(Metabolic dysfunction-associated fatty liver disease)

Figura 14. Diagrama de flujo para el diagndstico de MAFLD. Combina la deteccion de esteatosis hepatica
por técnicas de imagen, estudio de biopsia hepatica o biomarcadores, con la presencia de sobrepeso/obesidad,
DM2 o disfuncién metabdlica/SM (aumento del perimetro abdominal, hipertension arterial, dislipemia,
prediabetes, presencia de Rl o aumento de proteina C reactiva). Figura obtenida de: Eslam M, et al. J Hepatol.
2020 Jul;73(1):202-9.

1.7.1Diagndstico de esteatosis por imagen

La esteatosis hepatica se define como la presencia de gotas lipidicas que afectan a >5%
del tejido hepatico. Se puede identificar de forma fiable mediante pruebas de imagen,
destacando la ecografia abdominal. Es una técnica ampliamente utilizada y presenta gran
disponibilidad en los centros sanitarios y un bajo coste. Sin embargo, tiene una sensibilidad
limitada y detecta de forma fiable la esteatosis cuando comprende 220% de la masa
hepatica. Ademas, en pacientes con NASH, la capacidad de deteccion de esteatosis es
menor por la presencia de fibrosis avanzada [94]. Otras técnicas de imagen para el
diagnéstico de la esteatosis son la tomografia computarizada (TC) y la resonancia
magnética nuclear (RMN). Esta Ultima detecta esteatosis con tan solo un 5% de afectacion

hepatica, pero tiene un mayor coste [3,49].
1.7.2Diagndstico histologico

La prueba gold standard para el diagnéstico de NASH es el estudio histolégico en biopsia
hepatica. Se deben cumplir una serie de caracteristicas, como la presencia de esteatosis
0 gotas lipidicas en el interior de los hepatocitos, presencia de infiltrado inflamatorio y

52



Introduccion

balonizacion de los hepatocitos; ademas, pueden existir diferentes grados de fibrosis en

diversas localizaciones del tejido [8].

Existen dos sistemas de gradacion del NASH, el “NAFLD Activity Score” (NAS), de la Red
de Investigacion Clinica del NASH (NASH CRN) [95] y el “Steatosis Activity Fibrosis” del
Consorcio europeo para la inhibicion de la progresién del higado graso [96]. EI NAS
diferencia esteatosis (grados 0-3), inflamacién lobular (0-3), balonizacion celular (0-2) y
fibrosis (0-4); ademas, informa del grado de actividad NASH como la suma de los grados

de esteatosis, inflamacion y balonizacion [28].

La balonizacién de los hepatocitos puede ser causada por el estrés oxidativo que afecta a
microtubulos y filamentos intermedios, retencién de liquidos y acumulacién anémala de
grasa y dilatacion del RE. Con frecuencia, pueden detectarse en el NASH cuerpos de
Mallory-Denk, nucleos glucogenados, megamitocondrias, fibrosis pericelular y cuerpos
aciddfilos. La fibrosis suele distinguirse inicialmente en la zona perisinusoidal, y conforme

progresa, se desarrolla en las areas periportal y pericelular [8] (Figura 15).

Figura 15. Estadios de fibrosis segun el sistema de estadificacion NASH CRN. Estadios F1 a F4 de
izquierda a derecha. Las fibras de colageno tefiidas de azul ocupan inicialmente los sinusoides (F1), para
después avanzar a fibrosis periportal (F2) y ocupar el parénquima hepatico (F3), y finalmente desarrollar cirrosis

(F4), donde los nodulos de hepatocitos estan rodeados por tabiques fibrosos. Imagen obtenida de: Younossi
ZM, et al. Hepatology. 2018 Jul;68(1):349-60.

Sin embargo, el estudio anatomopatolégico no permite informar sobre la progresion de la
enfermedad, ya que existen casos de evolucion a estadios mas graves, mientras otros en
los que la lesidon hepatica puede estabilizarse o revertir. Actualmente, existe un debate si
los pacientes con esteatosis aislada y un componente inflamatorio leve tienen un curso tan

benigno de la enfermedad como aquellos Gnicamente con esteatosis [8].

El estudio de biopsia hepatica solo puede aplicarse en casos de alta sospecha de
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enfermedad hepatica y no como método de screening o cribado, requiere la participacion
de personal especializado e instalaciones sanitarias adecuadas. Ademas, es un proceso
invasivo que puede implicar complicaciones clinicas en los pacientes [97]. Es un método
dependiente del observador, en el que puede haber hasta un 20% de discrepancias,
pudiendo subestimar la cirrosis hepatica. Finalmente, el error de muestreo asociado al

método puede ocasionar errores diagndsticos en muestras no representativas [98,99].

1.7.3Diagnéstico de fibrosis por imagen

La técnica principal de diagnéstico no invasivo de fibrosis hepéatica es la elastografia de
transicion (ET) o Fibroscan®. Evalla la rigidez hepética (medida en kPa) segun la
velocidad de propagacion de ondas de ultrasonido, en la que se requieren 10 medidas
validas para valorar correctamente la rigidez hepatica, debido a la variabilidad de cada
medida. La grasa abdominal en personas obesas interfiere en la onda de propagacion, por
lo que es necesario el uso de la sonda XL, en vez de sonda M [94,100]. La definicién actual
de MAFLD permite identificar de manera mas eficiente los grupos con fibrosis significativa
medida por ET, donde la desregulacién metabdlica, el sobrepeso/obesidad y la presencia

de DM2 se utilizan como criterios clinicos esenciales en su diagndstico [73].

Se ha reportado un area bajo la curva ROC (AUROC) de 0,83 y un valor predictivo negativo
(VPN) del 90% y una precision diagnostica del 80,8% para diferentes grados de fibrosis
[28]. Segun el interés en descartar fibrosis o detectar fases avanzadas, se han descrito
diferentes puntos de corte. Para la deteccion de fibrosis significativa (F2-4), se ha reportado
un valor discriminante o cut-off de 7,0 kPa, con una sensibilidad del 79,2% y especificidad
del 75,9% [101]. Otros estudios, proponen 28,0 kPa, que necesita confirmacion mediante
estudio histoldgico [102]. Para la deteccion de fibrosis avanzada (F3-4) se ha reportado un
cut-off de 9,9 kPa con una sensibilidad del 95% y especificidad del 77% [29]. En caso de
cirrosis hepdtica, la ET presenta gran reproducibilidad con un AUROC de 0,90 marcando
un valor discriminante de 12,1 kPa [103,104].

Actualmente, la ET va acompafada de la medida del pardmetro de atenuacion controlada
(CAP), que informa del grado de esteatosis segun la atenuacion de la onda de ultrasonidos
(medida en dB/m). Los cut-offs 281-310 dB/m alcanzan una sensibilidad del 64-100% y una
especificidad del 53-92% para la deteccion de esteatosis en grado 3 [28]. Segun un
metaanalisis reciente, el AUROC alcanzada fue de 0,87 para grados 2-3 de esteatosis
frente a grados 0-1 [94,105].

Como limitaciones de la ET, destacan la necesidad de ayuno del paciente, menor
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aplicabilidad en obesidad y ascitis y dependencia de la experiencia del operador [100,103].
Otras técnicas de imagen para la deteccién de la fibrosis hepatica son la elastografia de
onda de corte puntual (pSWE), elastografia de onda de corte 2D (2D-SWE) y elastografia

por resonancia magnética (MRE) [94].

1.7.4Biomarcadores séricos del MAFLD

La principal necesidad aun no resuelta es el desarrollo de biomarcadores que puedan
diagnosticar NASH y determinar la gravedad de la enfermedad con precision. Sin embargo,
la naturaleza dindmica de la enfermedad e incluso la variacién significativa del estadio de

fibrosis en cortos periodos de tiempo, limitan la interpretacion de cualquiera de ellos [28].

Se han desarrollado diferentes indices basados en la combinacion de datos clinicos y
antropométricos con biomarcadores séricos para la evaluacién no invasiva, tanto de la
esteatosis hepética, como la fibrosis. Sin embargo, los biomarcadores de fibrosis hepatica
son los que tienen mayor interés clinico, por su elevado valor pronéstico en el MAFLD.
Tienen un elevado VPN para descartar fibrosis avanzada, por lo gue se usan como cribado
inicial de fibrosis. Sin embargo, requieren la confirmacién de un resultado positivo mediante
otros tests [3,105].

1.7.4.1 Fatty liver index

Para el diagnéstico de esteatosis, destaca el “Fatty liver index” (FLI), conformado por la
concentracion de triglicéridos (TG) (mg/dL), gamma-glutamil transferasa (GGT) (UI/L), IMC
(kg/m?) y perimetro abdominal (PA) (cm) segun la formula:

e0,953 X In(TG) + 0,139 x IMC + 0,718 X In(GGT) + 0,053 X PA — 15,745

14+ 0,953 x In(TG) + 0,139 x IMC + 0,718 X In(GGT) + 0,053 X PA — 15,745 x 100

Tiene una buena sensibilidad diagnostica de esteatosis (sensibilidad del 87% cuando FLI
2 60) valorada por ecografia, pero no distingue entre grados de esta [94]. Se ha propuesto
como método de cribado de MAFLD en poblacion de riesgo, previo a la realizacién de

fibroscan, lo que permite realizar un diagndstico precoz de la enfermedad [106].
1.7.4.2 Fibrosis index 4

El “Fibrosis index 4” (FIB-4) esta conformado por la concentracién de AST (UI/L), ALT

(UI/L), recuento de plaquetas (10%L) y edad (afios) y se calcula por la siguiente férmula:
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Edad x AST
Plaquetas x VALT

Fue desarrollado inicialmente para la deteccion de fibrosis en pacientes coinfectados por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus de la hepatitis C (VHC) [107]. Tiene
un VPN >90% para la exclusion de la fibrosis avanzada (F3-4), por lo que su uso esta
extendido en poblaciones con baja prevalencia de fibrosis hepética. Se han descrito dos
cut-offs para la interpretacion del indice en el MAFLD: FIB-4<1,30 (exclusién de F3-4 con
alta fiabilidad) y FIB-4>2,67 (alto valor predictivo positivo [VPP] y especificidad del 96%
para F3-4) [105]. Sin embargo, se ha reportado un uso limitado del FIB-4 en poblacién
afecta de diabetes debido a una tasa de falsos negativos (FIB-4<1,30) del 21%, frente al
6% en no diabéticos [108].

1.7.4.3 NAFLD fibrosis score

El “NAFLD fibrosis score” (NFS) ha sido desarrollado y validado en una cohorte de
pacientes con MAFLD diagnosticado por biopsia. Est4 conformado por la edad (afios), IMC
(kg/m?), presencia de DM2 o RI (si=1; no=0), ratio AST/ALT, recuento de plaquetas (PLT)

(10%/L) y concentraciéon de albdmina (Alb) (g/dL) segun la férmula:
-1,675 + 0,037 x edad + 0,094 x IMC + 1,13 x DM2/RI + 0,99 x AST/ALT - 0,013 x PLT - 0,66 x Alb

Se han descrito dos valores discriminantes para la interpretacion del indice: NFS<-1,455
(descarta fibrosis avanzada con un VPN del 88%) y NFS>0,676 (confirma fibrosis avanzada
con un VPP del 82%) [29,109]. EI NFS, junto con el FIB-4, aportan valor prondéstico, ya que
son capaces de predecir mortalidad global, mortalidad cardiovascular y mortalidad de
causa hepética [3,110].

1.7.4.4 Enhanced Liver Fibrosis

El “Enhanced Liver Fibrosis” (ELF™) es un panel patentado que combina los resultados de
la medida de tres componentes implicados en la sintesis y degradacion de ECM, procesos
clave en la fibrosis hepéatica: inhibidor de la metaloproteinasa de matriz tipo 1 (TIMP-1),
acido hialurénico (HA) y péptido aminoterminal del procolageno tipo 111 (PIIINP) (Figura 13).

Se calcula mediante la formula;

ELF = 2,278 + 0,851 x In(HA) + 0,751 x In(PIlINP) + 0,394 x In(TIMP-1)

Tiene un AUROC de 0,90 con una sensibilidad global del 80% y especificidad del 90% para

la deteccion de fibrosis avanzada [29,111]. Se han descrito diferentes cut-offs para
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estratificar los pacientes en diferentes grados de fibrosis: ELF<7,7 (ausencia de fibrosis o
no significativa, FO-1) y ELF29,8 (presencia de fibrosis avanzada, F3-4). Los valores
intermedios (7,7< ELF <9,8) corresponderian a fibrosis moderada, F2 [103,112]. Otros cut-
offs propuestos han sido ELF =8,4, exclusién de fibrosis avanzada con una sensibilidad del
95%, ELF210,8 para confirmar fibrosis avanzada con una especificidad del 92%, y
ELF>11,3 como discriminador de cirrosis [113,114].

El ELF es una herramienta Util para la deteccién de NASH vy fibrosis avanzada en estadios
tempranos en poblacion con obesidad y MAFLD [115]. Ademas, es un buen predictor de
eventos clinicos derivados de la hepatopatia crénica [116]. Sin embargo, la edad
incrementa los valores normales de este indice, por lo que ha de tenerse en cuenta su

interpretacion con el envejecimiento [114].

La medida del ELF puede realizarse mediante las plataformas automatizadas de
inmunoensayo por quimioluminiscencia (CLIA) ADVIA Centaur o Atellica® IM Analyzer
(Siemens Healthcare Diagnostics), en las que se obtiene simultdneamente la concentracion

individual de cada analito y el calculo resultante [117].
1.7.4.5 Otros indices de fibrosis

Se han descrito otros indices de fibrosis, como el BARD (conformado por la AST, ALT, IMC
y la presencia de DM2), el indice del ratio AST/plaquetas (APRI), el ratio AST/ALT
(especificidad para F3-4 del 80%) y el Hepamet (conformado por sexo, edad, presencia de
DM2, glucosa, insulina, HOMA-IR, AST, albumina y plaquetas) [94,118].

Ademads, existen paneles especificos de fibrosis patentados, como el Fibrotest®,
conformado por la GGT, bilirrubina total, alfa-2 macroglobulina, apolipoproteina Al y
haptoglobina; o el Fibrometer NAFLD™, conformado por la edad, peso, recuento de

plaguetas, ALT, AST, ferritina y glucosa [94].

1.7.5Polimorfismos en PNPLA3 y TM6SF2

El estudio de los polimorfismos PNPLA3 rs738409 y TM6SF2 rs58542926 permite evaluar
el riesgo de padecer una enfermedad mas severa, debido a la asociacion de estos con
mayor grado de esteatosis, NASH vy fibrosis [57,61,103,119]. Aunque no formen parte de
los protocolos de diagnostico no invasivo, si se recomienda su estudio en poblacion de
riesgo, para predecir el curso de la enfermedad y la posible respuesta a tratamientos,

incluidos los trasplantes hepaticos [3,58,65].
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El incremento en el nUmero de alelos mutados de ambos genes ocasiona un mayor riesgo
de MAFLD, de hasta casi 5 veces con la presencia de tres alelos de riesgo [120]. Por otro
lado, se ha reportado un Odds ratio (OR) = 5,5y un OR = 2,2 para F2-4, frente a FO-1, en
pacientes con mutacion en homocigosis de las variantes 1148M y E167K, respectivamente
[66]. Ademas, el efecto combinado de la variante 1148M con la RI, ocasiona un incremento
de esteatosis hepatica >50%, y en presencia de DM2 aumenta al doble el riesgo de fibrosis

y enfermedad coronaria [121,122].

El estudio de ambos polimorfismos puede realizarse mediante genotipado alelo-especifico
por técnicas de PCR cuantitativa (QPCR), en las que se analizan curvas de fusién o melting
por el uso de sondas de transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET)
[123]. Actualmente existen kits comerciales (LightSNiP, TIB MOLBIOL) adaptados para su
uso directo en termocicladores de gPCR (LightCycler, Roche Molecular Systems®).

1.7.6 Estratificacion del riesgo

La mayoria de los pacientes con MAFLD son asintométicos sin resultados clinicamente
relevantes en pruebas rutinarias, aunque progresen rapidamente. En muchos casos, el
diagnéstico es casual, e incluso una vez identificado, es dificil apreciar el grado de avance
de la enfermedad [4,49].

Dada la dificultad diagnéstica, las guias clinicas de la Sociedad europea del estudio del
higado (EASL) y la Asociacién americana del estudio de las enfermedades hepéticas
(AASLD) recomiendan que la deteccion de MAFLD en la atencion primaria 0 comunitaria
debe ser dirigida a la poblacion de riesgo, debido a los altos costes directos e indirectos de
las pruebas, el limitado valor predictivo de las pruebas no invasivas, los riesgos de la
biopsia hepatica y la falta de tratamientos efectivos. En personas obesas o con SM, el
cribado de MAFLD, mediante ecografia 0 medida de las enzimas hepéaticas, debe formar
parte de la practica asistencial. Ademas, en poblacion con edad >50 afios o DM2, la

deteccién precoz de NASH y fibrosis avanzada resulta aconsejable [29,43].

En este sentido, la DM2 puede considerarse el principal factor de riesgo metabdlico para
NASH en personas con esteatosis confirmada. Se han desarrollado modelos predictivos
de NASH vy fibrosis que incluyen enzimas hepéticas, IMC, etnia y el calculo del HOMA-IR
(modelo de evaluaciébn homeostéatico de la resistencia a la insulina) [124]. Este indice

evalla indirectamente la Rl hepética [125] mediante la formula:
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glucosa (mg/dL) x insulina (uU/mL)
405

Se han descrito diferentes valores de referencia que fluctian en funcién de la edad, sexo
e IMC. Por ejemplo, el limite superior de normalidad (LSN) de 3,02 en poblacion caucésica
(correspondiente al percentil 75), como marcador de RI hepatica (especificidad del 83%).
Sin embargo, se han de tener en cuenta otros factores de riesgo metabdlicos, como la

obesidad, en cuyo caso, el LSN més adecuado es 3,42 (especificidad del 81%) [126].

Por otro lado, las personas con esteatosis hepéatica deben someterse a pruebas de
deteccion de caracteristicas de SM (estudio de dislipemia, hipertension arterial [HTA],
metabolismo glucidico y RI, y valoracion antropométrica), independientemente de las
enzimas hepaticas. Ademas, todas las personas con enzimas hepéticas persistentemente
anormales deben someterse a pruebas de deteccion de MAFLD, ya que es la razon
principal del aumento inespecifico de las enzimas hepaticas [43].

A la hora de estratificar el riesgo de hepatopatia avanzada y fibrosis, se ha de combinar el
uso de biomarcadores no invasivos, junto con pruebas mas especificas. Este ejercicio
requiere la asociacion y el trabajo coordinado entre la atencién sanitaria primaria y la
especializada o secundaria, teniendo en cuenta también la heterogeneidad clinica de los
pacientes con MAFLD, y asi evitar retrasos diagnésticos y permitir la seleccion del mejor

tratamiento [127].

1.7.7 Algoritmos diagnosticos

Los algoritmos diagndsticos reportados se basan en el uso combinado de biomarcadores
de alto VPN de fibrosis avanzada, como el FIB-4 o NFS, y pruebas mas sensibles, como
paneles séricos de fibrosis como el ELF, o pruebas de imagen como la ET. Segun se defina
el marco clinico o la poblacién diana, los biomarcadores pueden discriminar entre pacientes
con NASH o fibrosis avanzada, predecir cambios dinamicos a lo largo del tiempo y

proporcionar informacion prondstica a largo plazo [4,128].

El entorno sanitario donde se utilicen los diferentes algoritmos, por ejemplo en atencion
primaria o en una consulta especializada de diabetes, requiere el uso de diferentes cut-offs
para los distintos biomarcadores o pruebas de imagen que puedan aplicarse de manera
secuencial, ya que la prevalencia y severidad del NASH y fibrosis pueden variar, y por tanto
el coste/efectividad de las pruebas es distinto [105]. De esa manera, los pacientes son

clasificados en alto o bajo riesgo de enfermedad avanzada, en base a su perfil clinico y la
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prediccion basada en biomarcadores. Los pacientes identificados como bajo riesgo de
NASH o fibrosis no significativa, pueden ser tratados en atencién primaria, evaluando
periddicamente el riesgo, y aquellos con elevado o alto riesgo, requeririan un seguimiento
en la consulta del especialista y la evaluacién continuada de la rigidez hepatica en base a

tratamientos mas especificos [28,129].

La guia de la EASL ha propuesto un algoritmo para su aplicacién en atencién primaria o
comunitaria, que se centra en personas de riesgo de enfermedad hepatica crénica con
factores de riesgo metabdlicos. En él, se calcularia inicialmente el FIB-4, y aquellos
pacientes con valores intermedios (FIB-421,3), se realizaria una medida de la ET. Aquellos
valores 28 kPa podrian confirmarse con test séricos patentados, como el ELF, Fibrometer
o Fibrotest, y ante una concordancia de resultados, se confirmaria alto riesgo de F3-4; en
caso de discordancia, se requeriria la confirmacion por biopsia hepética [103] (Figura 16).

Como alternativa al FIB-4, también puede utilizarse el NFS en poblacién con esteatosis
diagnosticada por ecografia y factores metabdlicos, como obesidad y DM2. Aquellos con
FIB-4 o NFS con valores intermedios, se mediria el ELF, u otros tests similares. En caso
de un valor superior al cut-off definido, ELF210,35 por ejemplo, se clasificarian como alto
riesgo de F3-4, con un VPP del 75-90% y una prevalencia estimada del 12-15% [128]
(Figura 16).

El paso de atencién primaria a especializada es un elemento clave en el éxito de los
algoritmos descritos, para un diagnéstico eficiente de la fibrosis avanzada. Se han
reportado diferentes escenarios, mediante el uso combinado de biomarcadores séricos
(FIB-4), paneles especificos (ELF), pruebas de imagen (ET) y atencién sanitaria
convencional (standard of care, SOC). De todos ellos, el cribado inicial de F3-4 mediante
FIB-4y SOC, y la medida del ELF (cut-off 29,5) en valores intermedios de FIB-4 permitirian
detectar hasta un 100% mas la presencia de fibrosis avanzada, reducir en un 70% las
derivaciones al especialista, seleccionando solo aquellos pacientes de alto riesgo, y una

reduccion global del 25% del gasto sanitario [4,130,131].
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Figura 16. Algoritmo para evaluar de forma no invasiva a pacientes con MAFLD y fibrosis avanzada
mediante reglas de prediccion y biomarcadores en sangre. Los criterios para sospechar fibrosis hepética
incluyen factores de riesgo metabdlico, diagnostico de esteatosis hepatica por imagen y alteraciones en las
enzimas hepéticas, excluyendo cualquier causa secundaria. Valores de FIB-4 o NFS por debajo del cut-off
menor, o por encima del cut-off superior, excluyen o confirman F3-4 respectivamente. Para los valores
intermedios, clasificados como riesgo intermedio, se utilizan paneles méas especificos, como el ELF o la ET.
*Prevalencia estimada para grupos de riesgo bajo, intermedio y alto. Figura obtenida de: Vilar-Gomez E and
Chalasani N. J Hepatol. 2018 Feb;68(2):305-15.

1.8 Diagnostico de la obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica compleja y heterogénea que no se presenta de la
misma manera en todos los pacientes y que requiere tratamiento individualizado y apoyo
a largo plazo. Ademas, las personas con obesidad enfrentan importantes prejuicios y
estigmas, que contribuyen al aumento de la morbilidad y la mortalidad independiente del
peso [132].

Se debe promover un enfoque holistico en su diagnostico, valorando los comportamientos
de salud en los pacientes y asi abordar las causas fundamentales del aumento de peso.
La medicion directa de la altura, el peso y el perimetro abdominal, y el célculo del IMC
deben incluirse en el examen fisico de rutina. Se debe evaluar el RCV de cada paciente
con la medida de la presion arterial y el estudio del perfil lipidico. Debido a su estrecha
relacion con la Rl y la DM2, el calculo del HOMA-IR y la medida de HbAlc son necesarias.

En el diagnéstico se tiene estudiar también el perfil hormonal de cada paciente [132].
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Dentro de las pruebas de imagen utilizadas en el diagndstico de la obesidad, la ecografia
abdominal permite evaluar la presencia de esteatosis hepatica y/o MAFLD [132]. Dada la
estrecha relacién entre ambas entidades, los algoritmos diagnésticos contemplan la
valoracién de ambas enfermedades, con el fin de clasificar o estratificar al paciente segun

la disfuncion metabdlica, probabilidad de complicaciones o0 RCV [43].

La evaluaciébn de la composicion corporal por técnicas no invasivas basadas en la
resonancia magnética permite conocer la adiposidad visceral o el crecimiento de tejido
adiposo ectdpico en el masculo, implicados en la fisiopatologia y severidad de la obesidad.
Los estudios de densitometria y bioimpedancia ayudan a conocer el porcentaje de grasa
corporal [133,134].

1.8.1Biomarcadores séricos de la obesidad

La funcion endocrina del tejido adiposo y la secrecién de diversas citoquinas y adipoquinas,
se han propuesto como un vinculo biol6gico entre la obesidad y las enfermedades crénicas.
La medida de estos mediadores permite evaluar el grado de inflamacion y disfuncién del
tejido adiposo, y sus consecuencias metabdlicas [134]. El conocimiento de ciertos
biomarcadores permitiria también la cuantificacion del tejido adiposo metabélicamente
activo y definir asi un "fenotipo de obesidad", ademas de resultar Utiles en todas las etapas

de la gestion de la enfermedad: prevencion, diagndstico, prondstico, tratamiento, etc [135].
1.8.1.1 Citoquinas

En el tejido adiposo de las personas con obesidad, la liberacion de TNFa, IL1 e IL6 esta
aumentada, las cuales estimulan la secrecion hepéatica de proteinas de fase aguda como
la proteina C reactiva (PCR) [136,137]. La PCR es el biomarcador inflamatorio mas
estudiado, sin embargo, se necesitan ensayos de alta sensibilidad (hsPCR) para
determinar la inflamacion crénica de bajo grado. Las concentraciones mas elevadas de
PCR se han asociado a un mayor riesgo de ECV, ictus isquémico y mortalidad, ademas de
sarcopenia [134,138]. Por otro lado, la obesidad abdominal se asocia con un aumento de
IL6, mientras que el IMC y el perimetro abdominal se relacionan con los niveles de TNFa
[138]. Con respecto a este ultimo, se ha reportado una mayor concentracion en personas
con DM2 frente a normoglicémicas, ambas con obesidad, lo que se asocia a mayor
apoptosis y dafio tisular [139]. Los efectos del TNFa son el aumento de la lipdlisis (lo que
contribuye a la sobrecarga de acidos grasos en el citosol de los adipocitos y ala RI) y el

incremento de la adhesién celular y quimiotaxis, activando citotoxicidad de macréfagos
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[136]. Finalmente, en un metaanalisis reciente se describié que el aumento de IL6 y TNFa

se asocian a mayor riesgo relativo de ECV [135].
1.8.1.2 Adipoquinas

Las adipoquinas mas abundantes y mejor conocidas son la leptina y la adiponectina. La
expresion de adiponectina esta disminuida en el tejido adiposo en personas con obesidad,
desempefia un papel en el metabolismo energético y ejerce un efecto antiinflamatorio y
sensibilizador a la insulina [134]. La concentracion de adiponectina se correlaciona
inversamente con la obesidad y los niveles de citoquinas inflamatorias en la DM2; por otro
lado, las citoquinas proinflamatorias reducen la expresion de adiponectina en los
adipocitos, y viceversa, se ha demostrado en estudios in vitro la inhibicion de TNFa al tratar

macroéfagos con adiponectina [140].

La leptina refleja la masa de tejido adiposo, la mayor concentracién de leptina en personas
con obesidad sugiere un estado de resistencia a esta. Se considera una adipoquina
proinflamatoria, ya que se correlaciona con factores de RCV [134]. Otras adipoquinas que
pueden actuar como biomarcadores de obesidad son el inhibidor-1 del activador del

plasmindgeno (PAI-1), la adipsina o la resistina [138,141].
1.8.1.3 Hepatoquinas

Las hepatoquinas engloban un conjunto de proteinas secretadas por el higado, como
factores de crecimiento, globulinas transportadoras y factores quimiotacticos, y tienen un
papel esencial en la comunicacién del higado con otros tejidos y 6rganos. Se ha
demostrado que las hepatoquinas regulan directamente la expansion del tejido adiposo, la
inflamacién y el metabolismo de los lipidos, orquestando asi la homeostasis sistémica de

la glucosa y los lipidos [142].

El metabolismo de la insulina esta estrechamente relacionado con el sistema del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF). La hiperinsulinemia conduce a una mayor
biodisponibilidad de IGF-1 libre y activo, y a su mayor sintesis hepatica, lo que tiene
implicaciones en la proliferacién, diferenciacién y migracién celular, influyendo en el riesgo
de cancer y RCV [134,135].

Como se ha comentado anteriormente, las personas con obesidad tienen una
concentracion menor de SHBG, vy, por tanto, se considera un predictor de Rl y riesgo

cardiometabdlico. El aumento de IL1[3, IL6 y TNFa presentes en las personas con obesidad,
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y la disminucién de adiponectina, ocasionan una reduccién en la expresion hepatica de
esta proteina [21]. Tanto es asi, que se ha descrito que la expresion hepética y la
concentracion sérica de SHBG son inversamente proporcionales al IMC, perimetro
abdominal y la concentracion de triglicéridos [93,143]. En este sentido, se ha reportado una
reduccién de mas del 50% de la concentracién de SHBG en personas con obesidad severa
(IMC>40 kg/m?) [144]. Ademas, el efecto mediador de la SHBG entre tejidos con funcién
endocrina le otorga un rol esencial en los procesos fisiopatoldgicos de enfermedades como

el cancer de mama y préstata, osteoporosis, SOPC, ademas del SM y obesidad [145].

Otras hepatoquinas implicadas en la obesidad y remodelacion del tejido adiposo son el
factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), adropina, dipeptidil peptidasa 4 (DPP4)
o selenoproteina P [142].

1.8.1.4 Nuevos biomarcadores

Los nuevos biomarcadores son las denominadas “6micas”, donde se encuentran la
gendmica, transcriptémica, protedmica, lipidémica y metabolémica. En este contexto, se
requieren herramientas bioinformaticas de alto rendimiento para identificar firmas de riesgo

de la enfermedad; no obstante, su aplicacién se encuentra alin en una fase incipiente [135].
1.9 Tratamiento y manejo clinico del MAFLD y la obesidad

El tratamiento del MAFLD y la obesidad tiene que ser abordado desde multiples puntos de
vista [9,29], desde la busqueda de dianas terapéuticas localizadas en el higado, tejido
adiposo o intestino, implicadas en la patogénesis del NASH vy fibrosis, a cambios en los
habitos de vida, destacando la dieta y ejercicio fisico, o la cirugia bariatrica (CB). De tal
manera que el conjunto de comorbilidades que conforman en SM sean tratadas, ya sea R,
DM2 o dislipemia [29,146].

El trasplante hepético también puede ser una opcion de tratamiento en casos de cirrosis
por NASH, por el riesgo asociado también al desarrollo de CHC [3]. Segun las guias
europeas, las enfermedades hepaticas en su conjunto son generalmente tratables si las
medidas de prevencion y deteccidon precoz son debidamente implementadas, asi, se
podrian reducir la morbilidad y mortalidad prematuras, beneficiAndose alrededor de 300000

personas al afio en Europa [127].

Por otro lado, la atencién de la obesidad debe basarse en principios basados en la

evidencia de manejo de enfermedades crénicas, ir mas alla de enfoques simplistas y
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abordar las causas fundamentales. Las personas que viven con obesidad deberian tener
acceso a informacion basada en evidencia y un abanico de intervenciones, incluyendo
terapia de nutricibn médica, actividad fisica, intervenciones psicolégicas, farmacoterapia y
cirugia [132].

1.9.1 Tratamiento farmacoldgico

Actualmente no existe un tratamiento farmacologico comercializado especifico del NASH,
sino que todos ellos estan en fases clinicas 2 y 3. El paradigma del farmaco ideal es que
trate el NASH vy la fibrosis y mejore los factores de riesgo cardiometabdlicos, pero ain no
se ha podido encontrar una combinacién de estos capaz de desentrafar las complejidades
de esta enfermedad. Por otro lado, la variabilidad fenotipica y los distintos ritmos de
progresion de la enfermedad complican la seleccion de pacientes y la fijacion de objetivos
en los diferentes ensayos. Asi, la pérdida de peso y los cambios en el estilo de vida siguen
siendo los tratamientos mas seguros y efectivos, pero su efecto es limitado en la fibrosis

avanzada o cirrosis, y la adherencia a largo plazo es dificil de alcanzar [147,148].

Las dianas terapéuticas incluyen aquellas que regulan la homeostasis de lipidos y glucosa,
implicadas en el estrés oxidativo, cambios mitocondriales en hepatocitos, sefales
inflamatorias y de activacion de células estrelladas para la fibrogénesis. Algunos de ellos
son los agonistas del receptor farnesoide X (FXR) o antagonistas del receptor C-C de
guimiocina (CCR). Otros, como los ligandos del PPARYy, agonistas del receptor del péptido
similar al glucagoén tipo 1 (GLP-1AR) y antagonistas del cotransportador sodio-glucosa 2
(SGLT2) estan implicados en la Rl y DM2 [49,147-149]. Los GLP-1AR son actualmente los
mas prometedores al mejorar significativamente la sensibilidad hepética y del tejido
adiposo a la insulina, y disminuir la lipogénesis de novo, la lipdlisis del tejido adiposo, la
produccion hepatica de glucosa y el estrés oxidativo [7]. La vitamina E, por ser un
antioxidante, si tiene un efecto positivo en la mejora de esteatosis e inflamacion, pero no

tiene efecto en presencia de DM2 y en la reduccién de fibrosis hepatica [3,29].

No estd completamente dilucidado si las mejoras en el MAFLD pueden mejorar el riesgo
de DM2 o mejorar el control glucémico en las personas con MAFLD que ya han
desarrollado DM2. Sin embargo, si es plausible que la resolucion de la esteatosis hepatica
y una mejora en el metabolismo lipidico podrian modificar el riesgo de DM2 a través de un
efecto especifico del higado, mediado por la secrecion de mdultiples hepatoquinas, como la

SHBG, o citoquinas inflamatorias que influyen en el riesgo de DM2 [31].

La farmacoterapia enfocada en la pérdida de peso en personas con obesidad tiene que

65



Introduccion

utilizarse junto con terapia médica nutricional, actividad fisica e intervenciones psicoldgicas.
El objetivo principal es mantener la pérdida de peso lograda mediante la farmacoterapia y
prevenir la recuperacion del peso. Los principales farmacos utilizados para la pérdida de
peso son el orlistat (inhibidor de lipasa intestinal) y la liraglutida (GLP-1AR), cuyos efectos
también influyen en el control glicémico [10,132]. Otros farmacos en fase de ensayo clinico
tienen efectos en la lipdlisis, hormonas intestinales o termogénesis. A nivel de sistema
nervioso central, los farmacos mas utilizados interfieren en la accion de diversos

neurotransmisores, de la leptina y otros neuropéptidos [150].

1.9.2Cambio del estilo de vida

En cuanto al manejo practico del MAFLD y la obesidad mediante cambios en el estilo de
vida, se recomienda reducir la ingesta cal6rica, dietas bajas en grasas saturadas e hidratos
de carbono, evitar el consumo de refrescos azucarados y minimizar el consumo de comida
rapida para decantarse por dieta mediterranea [150]. Las recomendaciones nutricionales
se tienen que personalizar para satisfacer las preferencias y objetivos de tratamiento de
cada persona, y asi promover un enfoque dietético seguro, eficaz, nutricionalmente

adecuado, culturalmente aceptable y asequible para el cumplimiento a largo plazo [132].

También se recomienda realizar ejercicio fisico 2-3 veces por semana Yy evitar
sedentarismo, con el fin de prevenir o reducir la esteatosis hepética. Los objetivos de
pérdida de peso han de ser realistas y tienen que ir acompafados de mejora de autoestima
para fijar la adherencia [3,29,150]. La pérdida significativa de peso, independientemente
del mecanismo implicado, tiene un efecto positivo en el NASH, ya que una pérdida del 7-
10% comporta una mejora en la esteatosis y reduccion en la fibrosis hepatica [29,49].
Desde el punto de vista de la obesidad, la reduccion sostenida del peso permite una mejora

de la calidad de vida, disminucién del RCV y menor morbimortalidad [150].

1.9.3Cirugia bariatrica

La CB representa una opcion duradera para la pérdida de peso y mejora en las alteraciones
metabdlicas asociadas, ademas, esta asociada con una reduccion de la mortalidad en
personas con obesidad [151]. Las guias europeas recomiendan la CB en pacientes entre
18 y 60 afios con un IMC240 kg/m? o un IMC=235 kg/m? ademas de otras comorbilidades.
La pérdida de peso también ocasiona una mejora en el resto de desérdenes asociados,
como la DM2, enfermedad cardiorrespiratoria o problemas psicolégicos derivados de la
obesidad [152].
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Las principales técnicas de CB son el bypass gastrico en Y de Roux (RYGB), la
gastroplastia vertical con banda y la gastrectomia en manga. En cuanto a las mejoras en
el MAFLD, las diferentes técnicas pueden alcanzar un 90% de resolucidn de esteatosis, un
80% de mejora en la esteatohepatitis y un 40-60% de mejora en la fibrosis, valoradas
mediante biopsia hepatica [29,153]. De este modo, la CB se considera la mejor opcién
terapéutica para la resolucion del NASH y regresion de la fibrosis hepatica a largo plazo
[154,155]. Se han propuesto diversos mecanismos que explican estos cambios
metabdlicos, los cuales incluyen recuperacion de la homeostasis biliar y de las hormonas
gastrointestinales, los cuales favorecen la mejora en los habitos alimenticios, aumento de

sensibilidad a la insulina y recuperacién de la microbiota intestinal [156] (Figura 17).

Bariatric surgery

| Brain-hedonic responses to food stimuli
| Palatability of high-fat and sweet food
| Consumption of dietary fat EREeR
1 Healthier eating habits e "~

1 Glycemic control
1 Insulin production P
1 Insulin release from the pancreas ( . ——
1 Insulin sensitivity peripherally

1 Resorption of intestinal bile acids

1 Secretion of gut hormones
- Incretins such as GLP-1
- Satiety hormones such as PYY

Altered gut microbiome

- Biodiversity
- Functionality 2
- Derived metabolite

Figura 17. Cambios metabdlicos derivados de la CB que permiten mejorar el perfil de MAFLD y dafio
hepético. Estos mecanismos incluyen la menor respuesta cerebral a estimulos de los alimentos grasos y
azucarados que ayudan a mejorar los habitos alimenticios, mejora del control glucémico, aumento de
reabsorcion de acidos biliares, aumento de hormonas gastrointestinales como el GLP-1 y recuperacion de la
funcionalidad de la microbiota intestinal. Figura obtenida de: Truong E and Noureddin M. Clin Liver Dis
(Hoboken). 2022 Jul;20(1):13-7.

Por otro lado, la pérdida de peso y perimetro abdominal tras la CB ocasiona un incremento
rapido y prolongado de la concentracion plasmética de SHBG y testosterona [157]. Aunque
no se conocen los mecanismos implicados en el incremento de la sintesis hepatica de
SHBG, este aumento temprano podria reflejar la disminucién de la RI con la rapida pérdida
de peso y restriccion caldrica [151,158-160]. En este sentido, la restauracién del balance
de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias puede favorecer el aumento en la sintesis

de SHBG y sus concentracion en sangre [158,159,161]. La medida de SHBG, como
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biomarcador de respuesta a la CB, puede realizarse en suero mediante el uso de kits
comerciales, ya sean por métodos manuales como el ELISA o técnicas automatizadas

(CLIA) en los laboratorios de diagndéstico clinico.

Los mecanismos implicados en los efectos metabdlicos de la CB en el corto y medio plazo
son desconocidos, pero pueden abarcar una interconexion hormonal entre diferentes
organos, como el higado, y tejidos, como el adiposo y muscular, aumentando la secrecion
de factores antiinflamatorios, sensibilizantes a insulina y antilipémicos [136,160,162]
(Figura 17).

No obstante, la respuesta a largo plazo a la CB puede ser variable. Existen dos indices (%)
para la evaluacion y seguimiento de la respuesta:

- Pérdida de exceso de peso (EWL en inglés), que se calcula mediante la férmula:

Peso perdido
x 100

Exceso de peso

- Pérdida de peso total (TWL en inglés), que se calcula mediante la férmula:

Peso inicial — peso final
x 100

Peso inicial

Se considera buena respuesta a la CB cuando el EWL es superior al 50% o el TWL es
mayor al 25% [163].

Sin embargo, existe una proporcién de pacientes que no responden a la CB segun lo
esperado y sufren un estancamiento de la pérdida de peso o una reganancia de peso (WR
en inglés) en el medio plazo [164]. Esta respuesta se ve reflejada en el EWL y TWL, cuyos
valores no superan los valores discriminantes establecidos (EWL<50% y TWL<25%),
ademas de que las reintervenciones quirargicas son habituales [165]. En un metaanalisis
reciente, se ha reportado que un 18% de los pacientes sometidos a CB sufri6 WR >10%,
destacando como factores asociados cambios anatomicos, hormonales, dietéticos,

psicolégicos y predisposicién genética [166].
El calculo de WR puede medirse mediante [167]:

- Recuperacion absoluta de peso o de IMC.
- Porcentaje de peso respecto al previo a la cirugia.

- Porcentaje de peso recuperado respecto al nadir.
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- Porcentaje de peso maximo perdido.

La reganancia de peso esta asociada con un deterioro de la calidad de vida y la reaparicién
o0 empeoramiento de las comorbilidades asociadas, como HTA y DM2, lo que implica mayor
control médico y un manejo apropiado. No se conocen con certeza qué factores previos a
la CB pueden ser valorados para prevenir la reganancia ponderal y adaptar el seguimiento
postquirdrgico. Si ha de tenerse en cuenta el IMC previo a la intervencion, a mayor IMC,
mayor WR; la edad también es fundamental, ya que se asocia a mayor WR; las condiciones
mentales y desérdenes psicolégicos también podrian predecir la WR; y las comorbilidades
asociadas, de tal manera, que a mayor numero de comorbilidades peor es la respuesta a
la CB. No obstante, la influencia de estos factores es muy variable segun los estudios
reportados [168]. Por otro lado, la presencia de ciertos SNPs también pueden explicar la
respuesta diferencial a la CB [169]. En consecuencia, ninguno de los factores estudiados
permite predecir completamente la respuesta a la CB y la reganancia de peso [170].

Las alternativas terapéuticas para dirigir la tendencia de reganancia de peso incluyen
cambios profundos en el estilo de vida, siendo la dieta un factor determinante;
intervenciones farmacoldgicas para la supresion del apetito; y reintervenciones quirirgicas
[164]. Asi, la prediccién oportuna de esta repuesta resulta del todo necesaria con el fin de
optimizar la intervenciéon quirdrgica y favorecer la mejora en la calidad de vida de los
pacientes [171,172].

69



Introduccion

70



HIPOTESIS Y
OBJETIVOS






Hipdtesis y objetivos

2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Diversos biomarcadores y polimorfismos genéticos permiten detectar la fibrosis hepética
en la enfermedad del higado graso asociado a disfuncion metabdlica y predecir de manera
precoz la respuesta a la cirugia bariatrica como tratamiento quirargico de la obesidad

Severa.

La primera hipotesis de este estudio es que los polimorfismos PNPLA3 rs738409 y TM6SF2
rs58542926 se asocian a fibrosis hepética avanzada y su interaccion con la diabetes
determinan el riesgo de esta.

Objetivo 1: Determinar la influencia de la DM2 y RI sobre el valor predictivo de
riesgo de fibrosis avanzada por NASH de los polimorfismos PNPLA3 rs738409 y
TM6SF2 rs58542926

La segunda hipétesis es que los biomarcadores FIB4 y ELF permiten estratificar el riesgo

de fibrosis avanzada.

Objetivo 2: Evaluar la capacidad diagndstica de fibrosis avanzada mediante un
algoritmo basado en la medida secuencial de ambos biomarcadores y valorar su

implementacion en poblacién de riesgo.

La tercera hipétesis es que la SHBG se encuentra disminuida en la obesidad severa y
aumenta después de la cirugia bariatrica de manera diferencial prediciendo la reduccion

de peso a los 24 meses.

Objetivo 3: Estudiar la capacidad predictora del aumento precoz de la SHBG en la

respuesta a cirugia bariétrica y reganancia de peso.
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3.RESULTADOS

3.1 Influencia de la diabetes tipo 2 en la asociacion de los polimorfismos
PNPLA3 rs738409 y TM6SF2 rs58542926 en la fibrosis avanzada por NASH

EI NASH es una de las principales causas de cirrosis en los paises occidentales. A su vez,
la fibrosis hepética es el principal signo de mal prondstico en la hepatopatia crénica. La R,
la DM2 y los polimorfismos PNPLA3 rs738409 (p.1148M) y TM6SF2 rs58542926 (p.E167K)
son factores de riesgo independientes del NASH.

En este estudio se investigo la interaccion entre la Rl y la DM2 con estos polimorfismos en

la patogénesis del NASH y el desarrollo de fibrosis avanzada.

Para ello, se disefi6é un estudio transversal que incluyé pacientes diagnosticados de NASH
mediante biopsia hepéatica y visitados en el servicio de hepatologia del Hospital Universitari
Vall d’'Hebron. La evaluacion histolégica se realizd6 mediante los criterios CRN NASH. La
cohorte fue subdivida segun la presencia de DM2 siguiendo las guias de la Asociacion
Americana de Diabetes y la evaluacién de la Rl se realizé6 mediante la formula HOMA-IR,
considerando el cut-off 23,02 como indicador de RI. El analisis genético se realizd en toda
la cohorte mediante técnicas de genotipado alelo-especifico con el uso de gPCR y sondas

fluorescentes FRET.

Se incluyeron un total de 140 pacientes, 93 de ellos afectos de DM2. La edad media de los
pacientes con diabetes fue significativamente mayor que los no diabéticos. Se observé un
valor medio de HOMA-IR=5,40 en el subgrupo de pacientes sin DM2, indicativo de R,
siendo superior en pacientes con DM2 (HOMA-IR=8,69).

El estudio histolégico mostré ausencia de diferencias en el grado de esteatosis y actividad
NASH entre pacientes con DM2 y sin ésta. Un 56% de toda la cohorte present6 fibrosis
avanzada (F3-4), alcanzando el 68% en el subgrupo de DM2, frente al 34% de los pacientes

sin diabetes.

La frecuencia de genotipos portadores del alelo menor (CG+GG) fue del 70% en PNPLAS,
mientras que fue del 20% para los genotipos portadores del alelo menor (CT+TT) en
TM6SF2. La distribucion alélica entre pacientes con o sin diabetes no mostré diferencias

significativas para ambos polimorfismos.

En el abordaje de factores de riesgo de F3-4, se realizé en primer lugar un analisis

univariante. La DM2 fue la variable con més peso en la asociacion con F3-4 (OR=4,01), y
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la presencia de los polimorfismos, ya fuera de manera Unica (OR=2,20 para p.1148M y
OR=2,79 para p.E167K) como combinada (OR=3,25), también se asocio significativamente
con la fibrosis avanzada. Por otro lado, la edad también mostré ser una variable significativa
(OR=1,07). Se realizé un analisis multivariante incluyendo la DM2 (OR=4,67) y la presencia
de los polimorfismos p.1148M y p.E167K (OR=3,94), confirmando la independencia de

ambas variables en el riesgo de F3-4.

En la subcohorte de pacientes afectos de DM2, la edad perdié significacion estadistica, y
la presencia de ambos polimorfismos (p.I1148M y/o p.E167K) (OR=6,14) fue la principal
variable asociada a F3-4. De hecho, se observé que la DM2 multiplicaba el riesgo de
fibrosis avanzada en presencia de cada uno de los polimorfismos (OR=14,69 para p.1148M
y OR=11,45 para p.E167K).

En pacientes sin DM2, la edad (OR=1,12) y el HOMA-IR (OR=1,31) fueron las Unicas
variables asociadas a F3-4. Se realiz6 un analisis multivariante en el que ademas se afiadio
la presencia de los polimorfismos (p.1148M y/o p.E167K). Se observd que el cut-off de
HOMA-IR 23.02 no alcanzé la significancia estadistica en la asociacion con la fibrosis
avanzada. No obstante, se defini6 el cut-off de HOMA-IR 25.20 (OR=14,33), como
significativo en el riesgo de fibrosis avanzada, y se confirmaron la edad (OR=1,14) y los
polimorfismos p.1148M y/o p.E167K (OR=19,04) como variables independientes asociadas
a F3-4.

En este estudio, se comprobd que la DM2 y la presencia de RI severa (definida como
HOMA-IR=5,20) incrementan el riesgo de fibrosis avanzada en pacientes con NASH que
portan los polimorfismos PNPLA3 rs738409 y TM6SF2 rs58542926, y por tanto que un
estudio genético puede ser acertado en pacientes afectos de diabetes o con Rl severa para

asi centrar los esfuerzos en un tratamiento y seguimiento personalizado.
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Abstract: Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is a leading cause of cirrhosis in western countries.
Insulin resistance (IR), type 2 diabetes (T2D), and the polymorphisms patatin-like phospholipase
domain-containing 3 (PNPLA3) rs738409 and transmembrane 6 superfamily member 2 (TM6SF2)
rs58542926 are independent risk factors of NASH. Nevertheless, little is known about the interaction
between IR and T2D with these polymorphisms in the pathogenesis of NASH and the development
of advanced fibrosis. Thus, our study aimed to investigate this relationship. This is a cross-sectional
study including NASH patients diagnosed by liver biopsy, at the Vall d’"Hebron University Hospital.
A total of 140 patients were included (93 T2D, 47 non-T2D). T2D (OR = 4.67; 95%CI 2.13-10.20;
p <0.001), PNPLA3 rs738409 and TM6SF2 rs58542926 polymorphisms (OR = 3.94; 95%CI 1.63-9.54;
p = 0.002) were independently related with advanced liver fibrosis. T2D increased the risk of advance
fibrosis on top of the two polymorphisms (OR = 14.69; 95%Cl 3.03-77.35; p = 0.001 for PNPLA3
rs738409 and OR = 11.45; 95%Cl 3.16-41.55; p < 0.001 for TM6S5F2 rs58542926). In non-T2D patients,
the IR (HOMA-IR > 5.2, OR = 14.33; 95%Cl 2.14-18.66; p = 0.014) increased the risk of advanced
tibrosis when the polymorphisms were present (OR = 19.04; 95%CI 1.71-650.84; p = 0.042). The T2D
and IR status increase the risk of advanced fibrosis in patients with NASH carrying the PNPLA3
rs738409 and/or TM6SF 2 rs58542926 polymorphisms, respectively.

Keywords: nonalcoholic steatohepatitis (NASH); advanced fibrosis; PNPLA3 p.1148M; TM6SF2
p-E167K; type 2 diabetes (T2D); homeostatic model assessment for insulin resistance (HOMA-IR)

1. Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by the accumulation of
fat in the hepatocytes and it is considered to be the major cause of chronic liver disease,
affecting 25% of general population worldwide [1]. Although simple steatosis is considered
a benign clinical state, the progression to non-alcoholic steatohepatitis (NASH) involves
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necroinflammatory degeneration, cellular balloonization, and may lead to the development
of different degrees of fibrosis and eventually cirrhosis and hepatocellular carcinoma [2,3].
Furthermore, advanced stages of fibrosis are associated with an increased risk of overall of
cardiovascular and liver-related morbimortality [4-6].

NAFLD and metabolic syndrome (MetS) are intimately related entities. Due to their
strong bidirectional association, recently the term “NAFLD” was proposed to change into
“metabolic-dysfuntion associated fatty liver disease-MAFLD" [7]. Insulin resistance (IR),
one of major components of MetS [8], plays a key role in the pathophysiology of NAFLD,
by promoting the progression of simple steatosis to liver inflammation and fibrosis [9].
Moreover, the presence of NASH can promote hepatic IR and, therefore, increases the
risk of subsequent T2D [10]. The Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance
(HOMA-IR) indirectly evaluates hepatic IR and has been widely used in the routine clinical
practice and proposed in clinical algorithms of NASH and T2D [11-13].

Additionally, T2D is a well-known risk factor for NAFLD [1]. The prevalence of
NAFLD among T2D patients raises up to 60-80% and has been consistently shown that T2D
acts as a trigger by promoting the progression to NASH and advanced liver fibrosis [14].

In the last decade, several genetic risk factors have been associated with the suscep-
tibility of NAFLD and the development of a progressive disease [15,16]. Among them,
single nucleotide polymorphism (SNP) rs738409 of the patatin-like phospholipase domain
containing protein 3 (PNPLA3) gene [17,18] and SNP rs58542926 of the transmembrane
protein involved in molecule transport (TM6SF2) gene [19] have been identified in several
genome-wide association studies (GWAS) as risk factors for progressive NASH and ad-
vanced fibrosis [20]. PNPLAS3, or adiponutrin, participates in intracellular lipid remodeling,
and the rs738409 polymorphism is associated with increased hepatocellular triglyceride
accumulation by restricting substrate access to the enzyme’s catalytic site. Alternatively,
TM6SF2 plays a role in VLDL export from liver to serum, where SNP rs58542926 causes
impairment in the lipid exportation and is associated with elevations in serum aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) [21].

Although the independent roles of T2D, IR, and the several polymorphisms in the
pathogenesis and natural history of NASH have been widely investigated [22], to the best
of our knowledge, there are no reports addressing the interaction of PNPLA3 and TM6SF2
gene variants with T2D and IR in the pathophysiology of NASH and their role in advanced
liver fibrosis.

According to this evidence, the present study aimed to evaluate the interaction be-
tween the presence of PNPLA3 and TM6SF2 gene variants, T2D and IR with the presence
of advanced fibrosis in a cohort of patients with NASH.

2. Materials and Methods

We performed a cross-sectional study, including consecutive subjects diagnosed with
NASH from January 2016 to December 2019 at the Liver Unit of the Vall d’'Hebron Uni-
versity Hospital, Barcelona, Spain. The study was conducted according to the Declaration
of Helsinki and was approved by the local Ethics Committee (PR(AG)601/2020). DNA,
liver, and biochemical samples from patients included in this study were provided by the
Vall d"Hebron University Hospital Biobank (PT17/0015/0047), integrated in the Spanish
National Biobanks Network, and they were processed following standard operating pro-
cedures with the appropriate approval of the Ethical and Scientific Committees. Serum
samples were drawn at the same time that liver biopsy was performed, as per protocol. All
participants had previously signed the informed consent.

Inclusion criteria: (a) age >18 years; (b) NASH diagnosis by liver biopsy.

Exclusion criteria: (a) high-risk alcohol consumption (>30 g/day for men and >20 g/day
for women); (b) other causes of liver disease (viral or autoimmune hepatitis, hereditary
hemochromatosis, alcoholic liver disease, liver transplantation, etc.); (c) hepatotoxic drugs;
(d) uncontrolled endocrine diseases (hypothyroidism, hypercortisolism, etc.).
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Liver histology evaluation according CRN NASH criteria [23]: (a) steatosis was
scored 0-3; (b) lobular inflammation was scored 0-3; (c) ballooning (marker of cell in-
jury) was scored 0-2; (d) NASH activity score corresponded to the unweighted sum of
the scores for steatosis, lobular inflammation, and ballooning; finally, (e) fibrosis was
staged 0-4. Advanced liver fibrosis was defined as the presence of fibrosis grade 3-4 in the
histological evaluation.

Metabolic evaluation: T2D was defined according to ADA guidelines [24].

Hepatic IR was indirectly evaluated using the HOMA-IR, based on the formula: fasting
glucose (mg/dl)* fasting insulin (uU/) mL/405 [25]. A cut-off > 3.02 has been described as
marker of IR in Caucasian population [26]. Patients with T2D on insulin treatment were
excluded from the calculation of HOMA-IR.

Genetic analysis: DNA was extracted from serum samples by the MagNa Pure
24 system (Roche Molecular Systems, Inc. (Branchburg, NJ, USA)). The PNPLA3 rs738409
C> G (I148M) and TM6SF2 1558542926 C > T (E167K) SNPs were assessed by allele-specific
genotyping techniques with real-time polymerase chain reaction (qQPCRr) and fluorescent
resonance energy transfer (FRET) specific probes [27] and melting peaks analysis (Light
SNiP assay) (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Germany) on a capillary based LightCycler 2.0%
thermocycler (Roche Molecular Systems, Inc. (Branchburg, NJ, USA)).

Statistical analysis: The distribution of data was assessed by the Kolmogorov-Smirnov
test. T Student and U Mann-Whitney tests were used to compare quantitative variables,
which followed a Gaussian distribution or not, respectively. A chi-squared test was used
to compare proportions. The genotype frequencies of the PNPLA3 and TM6SE2 polymor-
phisms were tested for consistency with Hardy-Weinberg equilibrium using exact tests
(https:/ /ihg.gsf.de/cgi-bin/hw /hwal.pl; accessed on 17 January 2022). Allele frequency
differences were assessed by a chi-squared test and genotype frequencies were assessed
under a dominant genetic model (due to the low number of homozygotes mutant alleles).
Logistic regression analysis was performed to study the association of NASH development
and degree of liver fibrosis according to clinical, biochemical variables, and PNPLA3 and
TM6SF2 polymorphisms by the odds ratio calculate, and to create a predictive model of
advanced liver fibrosis. All statistical analyses were performed with R-commander v.2.6-2.

3. Results
3.1. Characteristics of the Study Cohort

A total of 140 patients fulfilling inclusion criteria were identified. Baseline characteris-
tics are shown in Table 1.

Table 1. Clinical characteristics of the study cohort and subdivided respect to T2D status.

Whole NASH Cohort NASH Patients NASH Patients with

Variable (1 = 140) without T2D (1 = 47) T2D (1 = 93) p Value
Age (years) 59 (10) 55 (12) 60 (9) 0.001
Female gender, 11 (%) 81 (58%) 25 (53%) 56 (60%) 0.542
BMI (kg/m?) 32(5) 31 (5) 32 (5) 0.209
Waist circumference (cm) 108 (12) 105 (13) 109 (11) 0.120
Fasting glucose (mg/dL) 129 (55) 94 (12) 147 (60) <0.001
HbATc (%) 6.5 (1.4) 5.5 (0.4) 7.1(1.5) <0.001
HOMA-IR 7.41 (6.40) 5.40 (2.99) 8.69 (6.08) 0.007
Triglycerides (mg/dL) 153 (113-206) 136 (114-170) 161 (113-216) 0.088
Cholesterol LDL (mg/dL) 116 (37) 130 (33) 109 (37) 0.001
Cholesterol HDL (mg/dL) 49 (12) 52 (12) 47 (11) 0.036
ALT (UI/L) 46 (31-71) 55 (34-103) 45 (30-63) 0.059
AST (UI/L) 42 (29-59) 44 (30-59) 41 (27-59) 0.615
GGT (UI/L) 73 (41-160) 58 (40-150) 74 (41-166) 0.681

Values are mean (standard deviation), number (%), or median (Q1-Q3). BMIL: body mass index; HOMA-IR:
Homeostasis model assessment of insulin resistance; ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotrans-
ferase; GGT: Gamma-glutamyl transpeptidase. p values are obtained between “without T2D” and “with T2D”
group’s comparison.
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T2D was present in 93 patients (66.4%). T2D treatment approaches included metformin
(77%), either as a single treatment (27%) or co-administered with insulin (23%), Glucagon-
Like Peptide-1 (GLP-1) analogues (9%), inhibitors of Sodium-glucose cotransporter-2 (iS-
GLT2) (12%), or inhibitors of Dipeptidyl Peptidase IV (iDPP-IV) (6%); insulin alone 9%,
and diet only 14%.

Liver biopsy findings are shown in Table 2. No significant differences regarding the
steatosis grade and NASH activity scored between T2D and non-T2D patients were found.
Non-advanced fibrosis (stage 0-2) was present in 61 cases (44%), while 79 (56%) presented
advanced fibrosis (stage 3—4). Patients with T2D showed a significantly higher proportion
of advanced fibrosis than non-T2D patients (68% versus 34%, p < 0.001).

Table 2. Grade of steatosis; NASH activity score and fibrosis in the entire NASH cohort and subdi-
vided respect to T2D status.

Biopsy Results

Whole NASH Cohort NASH Patients NASH Patients with

p Value

(n =140) without T2D (n = 47) T2D (1 =93)
Steatosis
1 90 (64) 32 (68) 58 (62)
2 39 (28) 12 (25) 27 (29) 0.782
3 11(8) 3(6) 8(9)
NASH activity score
<3 55 (39) 19 (40) 36 (38)
4 40 (29) 15 (32) 25 (27) 0554
5 27 (19) 6(13) 21 (23) .
>6 18 (13) 7 (15) 11(12)
Fibrosis ranges
0-2 61 (44) 31 (66) 30 (32)
34 79 (56) 16 (34) 63 (68) <0.001
Values are number (%). p values are obtained between “without T2D” and “with T2D" group’s comparison.
3.2. Genetic Analysis
The PNPLA3 and TM6SF2 genes were analyzed in all 140 NASH patients (Table 3).
No deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium for either the PNPLA3 (p = 0.497) or
TMG6SF2 (p = 0.081) genotypes was detected. The PNPLA3 p.I148M minor allele was carried
by 47% and the TM6SF2 p.E167K minor allele was detected in 11% of NASH cohort. Of
note, 24% of patients were homozygous carriers of the PNPLA3 p.1148M allele, while we
detected only 3% of homozygous for the TM6SF2 p.E167K variant.
Table 3. Allelic distribution in the entire NASH cohort and subdivided respect to T2D status.
Variabl Whole NASH NASH Patients without NASH Patients Val
anable Cohort (1 = 140) T2D (1 = 47) with T2D (1 = 93) p Yalue
i CC 42 (30) 12 (26) 30 (32)
PNPLA3 CG + GG 98 (70) 35 (74) 63 (68) 0.532
, cC 112 (80) 41 (87) 71 (76)
TMbSE2 CT+TT 28 (20) 6 (13) 22 (24) 0.195

Values are number (%). PNPLA3: patatin-like phospholipase domain containing protein 3; TM6SF2: transmem-
brane 6 superfamily member 2. p values are obtained between “without T2D” and “with T2D” group’s comparison.
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The frequency of PNPLA3 genotypes carrying the minor allele (CG + GG) was 70%,
while for the TM6SE2 genotypes carrying the minor allele (CT + TT) it was 20%. No signifi-
cant differences were found in the allelic distribution between non-T2D and T2D patients.

3.3. Risk Factors of Advanced Liver Fibrosis

Among the entire cohort, the risk factors associated with advanced liver fibrosis in the
univariate analysis were age, T2D, HbAlc, the G allele for the PNPLA3 p.I148M variant,
the presence of T allele for the TM6SF2 p.E167K variant, as well as the presence of either of
two polymorphisms (G allele in PNPLA3 p.I148M variant and T allele in TM6SF2 p.E167K
variant), as reflected in Table 4. T2D alone was a strong independent risk factor of advanced
liver fibrosis in the NASH cohort (OR = 4.01; 95%CI 1.93-8.56; p < 0.001).

In the sub cohort of T2D patients, the presence of G allele for the PNPLA3 p.1148M
variant (OR = 2.57; 95%CI 1.03-6.41; p = 0.043) and also the presence of at least one of
two polymorphisms were associated with advanced fibrosis (OR = 3.53; 95%CI 1.31-9.56;
p = 0.013) (Table 5). When T2D was combined with each of the two polymorphisms (G allele
in PNPLA3 p.I148M variant or T allele in TM6SF2 p.E167K variant), the OR significantly
increased (OR = 14.69; 95%CI 3.03-77.35; p = 0.001 and OR = 11.45; 95%CI 3.16-41.55;
p < 0.001, respectively).

A multivariate model was performed in the entire cohort, combining T2D (OR = 4.67;
95%¢CT 2.13-10.20; p < 0.001) and presence of two polymorphisms variables (OR = 3.94;
95%CTI 1.63-9.54; p = 0.002), improving the diagnostic performance of the variables treated
individually.

Regarding non-T2D patients, the univariate analysis showed that only age and HOMA-
IR were found to be associated with advanced fibrosis (OR = 1.12; 95%CI 1.04-1.20; p = 0.004
and OR = 1.31; 95% CI 1.06-1.74; p = 0.034, respectively). The multivariate analysis
(including age, HOMA-IR and the presence of one of the G allele in PNPLA3 p.[146M
variant or T allele in TM6SF2 p.E167K variant) showed that the classical cut-off used for
IR (3.02) did not significantly influence the risk of advanced fibrosis. Nevertheless, when
a more severe IR degree (HOMA-IR > 5.20) was included in the model, a significant
association with the likelihood of advanced fibrosis was found Please confirm intended
meaning has been retained), as shown in Table 5.
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Table 4. Risk factors for developing advanced liver fibrosis in the entire NASH cohort and subdivided respect to T2D status.
Whole NASH Cohort (= 140) NASH Patients without T2D (n = 47) NASH Patients with T2D (n = 93)
Factor OR 95% CI p Value AUC OR 95% C1 p Value AUC OR 95% C1 p Value AUC
Univariate analysis
Age 1.07 1.03-1.11 0.001 0.67 112 1.04-1.20 0.004 0.78 1.02 0.97-1.08 0.387 0.56
Sex 0.92 0.47-1.81 0.807 0.51 178 0.52-6.10 0.356 0.5 0.54 0.21-1.35 0.186 0.57
Presence of T2D 401 1.93-8.56 <0.001 0.65 - - - - - - - -
HOMA-IR 1.08 1.01-1.18 0.053 0.68 1.31 1.06-1.74 0.034 071 1.01 0.95-1.10 0727 0.56
HbA1C 1.38 1.05-1.82 0.022 0.62 1.37 0.24-777 0.726 0.51 1.07 0.79-1.45 0.675 0.51
BMI 0.98 0.92-1.05 0.634 0.53 104 0.92-1.17 0.538 0.55 0.93 0.86-1.02 0125 0.61
PNPLA3 p.1148M 2.20 1.06—4.64 0.036 0.58 3.33 0.63-17.57 0.156 0.60 257 1.03-6.41 0.043 0.61
TM65F2 p.E167K 279 1.15-7.57 0.031 0.58 215 0.38-12.15 0.385 0.55 2.60 0.79-8.52 0114 0.58
PNPLA3 p.I1148M
and TM6S5F2 3.25 144-7.65 0.005 0.60 6.14 0.70-53.24 0.101 0.61 3.53 1.31-9.56 0.013 0.62
p-E167K *
T2D+PNPLA3 "
pI148M 14.69 3.03-77.35 0.001 0.67 - - - - - - - -
T2D+TM65F2 -
p.E167K 11.45 3.16-41.55 =0.001 0.75 - - - - - - - -
Multivariate analysis
Presence of T2D 467 2.13-10.20 =0.001 071
PNPLA3 p.1148M ’
and TM65F2 394 1.63-9.54 0.002
p.E167K *

* At least one of the two polymorphisms.
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Table 5. Multivariate analysis in non-diabetic NASH patients for developing advanced liver fibrosis.

OR 95%Cl p Value AUC Sensitivity (%) Specificity

Age 111 1.03-1.23 0.017

Model 1 HOMA-IR 156 1.09-2.50 0.033 0.89 80 83
PNPLA3 p.J148M and TM65F2 p.E167K * 31.29 216-2163.53 0.042
Age 111 1.03-1.22 0.013

Model 2 HOMA-IR = 3.02 279 0.48-22.43 0.275 0.85 87 83
PNPLA3 p.J148M and TM65F2 p.E167K * 8.77 1.12-193.81 0.074
Age 1.14 1.05-1.26 0.004

Model 3 HOMA-IR = 5.20 14.33 2.14-18.66 0.014 0.89 80 83
PNPLAS3 p.I148M and TMe5F2 p.E167K * 19.04 1.71-650.84 0.042

* At least one of the two polymorphisms.
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4. Discussion

In the present study we showed that PNPLA3 and TM6SF2 gene polymorphisms
significantly increased the risk of advanced fibrosis in patients with NASH, while more
importantly, IR increased the risk of advanced liver fibrosis in non-diabetic patients.

The demographic and metabolic characteristics of our cohort were similar to previous
studies [28-31]. The severity of steatosis and NASH activity were similar between diabetic
and non-diabetic patients, in accordance with previous studies [31]. Nevertheless, in our
study, 64% of the patients presented mild steatosis and 56% advanced fibrosis in the histo-
logical analysis, a higher proportion than previously reported in similar cohorts [28-30,32].
One possible explanation is that our cohort is not based on general population, but on
selected patients with a high suspicion of liver disease that were previously referred to a
liver specialized clinic from a tertiary centre. In exchange, patients with T2D presented
with higher proportion of advanced fibrosis than the non-diabetic patients, which is also
consistent with prior reports [33-35]. Regarding the association between NAFLD and T2D,
it has been shown that NASH represents the sole feature of liver damage in metabolic
syndrome, driven mainly by insulin resistance [36].

PNPLA3 p.I1148M and TM6SF2 p.E167K variants have been previously associated with
NAFLD and NASH and advanced fibrosis [32,37,38]. In our cohort, the frequency of the
minor (G) allele at PNPLA3 rs738409 was higher (479) than that reported in other studies
where NAFLD was diagnosed by liver biopsy [39,40]. Furthermore, a global frequency of
21% for this allele variant is estimated [41]. By contrast, minor allele frequency (MAF) (T)
at TM6SF2 rs58542926 (11%) was similar to previous data (9%) in NAFLD patients [42].

PNPLA3 p.J148M and TM6SF2 p.E167K variants have been also associated to a higher
risk of developing hepatic steatosis and advanced fibrosis [17,43-45]. Our results con-
firm those of previous studies, namely PNPLA3 rs738409 and TM6SF2 rs58542926 alone
(OR =2.20; 959%C1 1.06—4.64; p = 0.036 and OR = 2.79; 95%CI 1.15-7.57; p = 0.031, respec-
tively) or in combination (OR = 3.25; 95%CI 1.44-7.65; p = 0.005) were associated with
significant risk of advanced fibrosis in our cohort. This agrees with previous reports show-
ing an additive effect of risk alleles accumulation on liver injury in NAFLD [15,20,30,42].
Mechanistically, a plausible explanation for the synergistic effect of the combination of the
two alleles could be that the two polymorphisms are increasing the liver lipid content in
different pathways. Specifically, PNPLA3 polymorphism is responsible for the increase and
accumulation of liver lipids and the TM6SF2 polymorphism is reducing the exportation of
liver lipids.

When the presence of T2D was added to each gene variant model, the risk of presenting
advanced fibrosis significantly increased (OR = 14.69; 95%CI 3.03-77.35; p = 0.001 and
OR = 11.45; 95%CI 3.16-41.55; p < 0.001, respectively). Opposite to previous studies that
pointed out age to be a risk factor for advanced liver fibrosis [29,46,47], our study in
T2D patients showed that age was not associated with an increased risk of advanced
fibrosis, suggesting that T2D alone is a very strong risk factor, exceeding the risk of age in
liver fibrosis.

Meanwhile, amongst non-diabetic patients, either PNPLA3 rs738409 or TM6SF2
rsb58542926 or in combination were not associated to the risk of advanced liver fibro-
sis, whereas age and HOMAR-IR, as biomarker of hepatic IR, were indeed risk factors of
advanced fibrosis in the absence of T2D diagnosis. Previous data in the literature have
linked the IR with progression of fibrosis in patients with obesity and NASH [48,49]. Bour-
sier et al. included HOMA-IR in an algorithm to identify fibrosis and proposed a cut-off
HOMA-IR > 10 to predict worsening in patients with NASH [50]. Classical HOMA-IR
cut-off > 3.02 was described in Caucasian young populations where a subset of patients
with obesity showed a new HOMA-IR cut-off > 3.42 [26]. Obesity is a metabolic risk factor
that predisposes to IR [51]. Patients in our cohort had a mean BMI of 32 kg/mz, while
overall HOMA-IR mean value was 7.41, and 5.40 in non-T2D patients, defining significant
IR regardless the cut-off for normality (either 3.02 or 3.42) [26].
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The mechanistic relationship between the IR and the PNPLA3 rs738409 and TM6SF2
rs58542926 polymorphisms is incompletely explored and warrants further studies. Data
so far associated the presence of both variants with hepatic triglyceride content [15,52].
Furthermore, the liver triglycerides deposition has been found to be more pronounced with
a high-sucrose diet, which is well-known risk factor for IR [53-55]. Increased synthesis
of liver triglycerides is due to an imbalance between de novo synthesis, reuptake of free
fatty acids, and hepatic oxidation. In a context of IR, lipid oxidation decreases considerably,
compared to lipid synthesis processes. Increased oxidative stress and mitochondrial dys-
function are related with the progression from steatosis to NASH. Hyperinsulinemia can
cause a greater synthesis of VLDL particles in fasting, which in addition to a lowered liver
secretion, favors the development of liver steatosis [56]. Recently, Luukkonen et al. [22],
suggested that IR and genetic factors independently relate to NASH, and advanced fibrosis.
Nevertheless, in their study no combined score was developed.

In order to investigate the interaction between the presence of the studied polymor-
phisms and the IR, several models were explored for creating a combined score that
included age, PNPLA3 rs738409 and TM6SF2 rs58542926 polymorphisms and HOMA-IR.
Interestingly, in the model that included the classical cut-off for IR for the Spanish popu-
lation (HOMA-IR 3.02), the IR had no role in the risk of advanced fibrosis. In exchange,
the third model that included the cut-off of HOMA-IR > 5.20 the presence of significant
IR strongly predicted the risk of advanced fibrosis in the presence of age and the studied
polymorphisms. We propose this new cut-off of HOMA-IR > 5.20 as biomarker of advanced
liver fibrosis in non-T2D patients.

Our study has some limitations that should be noticed and restrict the extrapolation
of our results to the general population, such as: (a) the sample size may have limited the
interpretation of the role that T2D and PNPLAS3 p.I1148M and TM6SF2 p.E167K polymor-
phisms play in the development of advanced fibrosis; (b) T2D patients were predominant
in the NASH cohort and may have disturbed the results regarding the effect of both poly-
morphisms in advanced fibrosis in the absence of diabetes. However, we consider this
proportion as a reflection of real-life situations, being T2D the more frequent comorbidity
in NAFLD patients; (c) finally, the low number of homozygote’s mutant alleles made neces-
sary the use of a dominant genetic model; therefore, the effect of mutated homozygotes
versus heterozygotes in the development of advanced fibrosis has not been fully verified.

In summary, we found that the presence of T2D or significant IR, defined by a new
proposed cut-off of HOMA-IR > 5.20, on top of PNPLA3 rs738409 and TM65F2 rs58542926
polymorphisms were associated to advanced liver fibrosis. Our results suggested that in
patients with T2D and /or significant IR, a genetic study should be performed in order
to identify those patients at higher risk of developing advanced liver fibrosis and center
the efforts in a personalized follow-up and pharmacological treatments when available.
Further studies are needed in order to validate and confirm our results, but it seems that
IR mediates the risk of progression towards advanced liver fibrosis induced by PNPLA3
rs738409 and TM6SF2 rs58542926 polymorphisms.
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3.2 Aplicacién de un algoritmo secuencial basado en el FIB-4y ELF para

identificar alto riesgo de fibrosis avanzada en atencion primaria

La enfermedad hepatica cronica a menudo se presenta de forma asintomética hasta fases
avanzadas, cuando el dafio hepéatico provocado por la fibrosis es irreversible. Debido a las
limitaciones del diagnéstico por el estudio histoldgico de biopsia hepética, son necesarias
pruebas no invasivas basadas en biomarcadores sanguineos, como el FIB4 y el ELF, que
permitan estratificar a los pacientes segun el riesgo de fibrosis avanzada, y a su vez
complementen ala ET. Ademas, la implementacion de algoritmos diagnésticos basados en
el uso combinado de estos biomarcadores permitira detectar pacientes de alto riesgo de

fibrosis en atencion primaria.

El objetivo de este estudio fue evaluar un algoritmo basado en el FIB-4 y ELF para el
diagnostico de fibrosis hepética en una cohorte de NASH y proponer su aplicacién en dos
cohortes de atencion primaria con comorbilidades relacionadas con la hepatopatia.

Para ello, se disefié un estudio transversal que incluy6 pacientes diagnosticados de NASH
mediante biopsia hepéatica y visitados en el servicio de hepatologia del Hospital Universitari
Vall d’'Hebron. Ademas, se incluyeron dos cohortes de pacientes de atencién primaria
atendidas de forma rutinaria en nuestro laboratorio clinico, una ellas conformada por
pacientes diagnosticados de DM2 y la otra conformada por pacientes con seguimiento de
hepatopatia crénica de diferentes etiologias (excluyendo la diabetes). Se evaluaron
diferentes modelos de diagnéstico de fibrosis no significativa (FO-1) y avanzada (F3-4) en
la cohorte de NASH, basados en la medida del FIB-4 solo, ELF solo, FIB-4 y ELF de manera
simultdnea mediante analisis multivariante y medida del FIB-4 y ELF en un algoritmo
secuencial, el cual fue aplicado en las dos cohortes de primaria para estimar el grado de

F3-4 de acuerdo con otras pruebas diagnésticas indicadas en la historia clinica.

Se incluyeron un total de 140 pacientes de la cohorte de NASH. Ademas, 141 pacientes
diagnosticados de DM2 y 138 con hepatopatia crénica, ambas cohortes de atencion
primaria, completaron el estudio. Las variables antropométricas y relacionadas con el
metabolismo de glucosa y lipidos fueron similares entre la cohorte de NASH y la de
pacientes con DM2, y superiores a la corte de pacientes con hepatopatia crénica. Por otro
lado, la cohorte de NASH presenté los valores mas altos de las enzimas hepaticas y de

FIB-4. El ELF no presenté diferencias entre grupos.
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En cuanto al estudio histolégico en la cohorte de NASH, un 27% mostré FO-1, un 17% F2
y un 56% F3-4. Ademas, los valores medios de FIB-4 y ELF aumentaron con el grado de

fibrosis.

Sobre el rendimiento diagndstico de los marcadores bioquimicos, el uso del FIB-4 como
unico marcador mostro los valores mas altos de especificidad (98%) y VPP (97%) en la
prediccion de F3-4. Ademas, el ELF obtuvo la mayor especificidad (94%) en la prediccion
de FO-1. Por otro lado, el modelo multivariante no logré superar en ningn parametro
diagnoéstico al modelo secuencial, pero si presentd resultados méas equilibrados que los
modelos basados en los biomarcadores individuales.

El algoritmo secuencial presentd los valores mas altos de sensibilidad diagnéstica de FO-1
(71%) y F3-4 (85%). Ademas, el VPP y VPN de F3-4, fueron 81% y 79% respectivamente.
Por otro lado, permitié clasificar a pacientes con alto riesgo de fibrosis significativa (F2-4),
hecho no posible en los otros modelos, donde la sensibilidad y el VPP fueron del 88% vy
85% respectivamente.

Este algoritmo fue aplicado en las cohortes de atencién primaria. En ambas, el 28% de los
pacientes fueron clasificados como F3-4. Se compararon los resultados obtenidos con las
pruebas diagnoésticas registradas en el historial médico. El 80% de los pacientes afectos
de diabetes clasificados como F3-4 tenian diagnéstico de esteatosis hepéatica, y un 12%
ademas, presentaron medidas de ET 29,6 kPa; el 44% de estos pacientes fueron derivados
a atencioén especializada. En la cohorte de pacientes con hepatopatia crénica, el 71% de
aguellos clasificados como F3-4 tenian un diagndstico de esteatosis hepatica, y un 11%
ademas, presentaron medidas de ET 29,6 kPa; el 42% de estos pacientes fueron derivados

a atencion especializada.

Estos resultados sugieren la potencial utilidad del algoritmo basado en el uso secuencial
de biomarcadores circulantes, como herramienta de estratificacion de fibrosis avanzada en
pacientes de riesgo tratados en atencidn primaria, donde el abordaje completo de la
hepatopatia es limitado. Asi, mediante la actualizacién de protocolos de derivacion a la
atencion especializada, se permitiria priorizar aquellos pacientes con alto riesgo de F3-4,y

asi acceder a nuevos tratamientos y a un control mas individualizado.
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Abstract
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the leading cause of chronic liver disease, and liver fibrosis is the strongest
predictor of morbimortality. We aimed to assess the performance of a sequential algorithm encompassing the Fibrosis 4

(FIB-4) and Enhanced Liver Fibrosis (ELF) scores for identifying patients at risk of advanced fibrosis. This cross-sectional
study included one hospital-based cohort with biopsy-proven NAFLD (n=140) and two primary care cohorts from different

clinical settings: Type 2 Diabetes (T2D) follow-up (n=141) and chronic liver disease (CLD) initial study (7= 138). Logis-
tic regression analysis was performed to assess liver fibrosis diagnosis models based on FIB-4 and ELF biomarkers. The
sequential algorithm retrieved the following accuracy parameters in predicting stages F3—4 in the biopsy-confirmed cohort:
sensitivity (85%), specificity (73%), negative predictive value (79%) and positive predictive value (81%). In both T2D and
CLD cohorts, a total of 28% of patients were classified as stages F3—4. Furthermore, of all F3—4 classified patients in the
T2D cohort, 80% had a diagnosis of liver disease and 44% were referred to secondary care. Likewise, of all F3—4 classified
patients in the CLD cohort, 71% had a diagnosis of liver disease and 44% were referred to secondary care. These results sug-
gest the potential utility of this algorithm as a liver fibrosis stratifying tool in primary care, where updating referral protocols
to detect high-risk F3—4 is needed. FIB-4 and ELF sequential measurement is an efficient strategy to prioritize patients with
high risk of F3—4 in populations with metabolic risk factors.

Keywords Advanced liver fibrosis - NASH - FIB-4 - ELF - Type 2 diabetes - Chronic liver disease

Introduction

Chronic liver disease (CLD) is a major cause of mortal-
ity globally and leads to a substantial health-care burden

David M. Selva and Francisco Rodriguez-Frias have contributed [1]. CLD often presents asymptomatically until advanced
equally to this study.
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phases. when liver damage is irreversible and therapy can
only slow or stop progression of the disease [2, 3]. Non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the leading cause of
CLD worldwide, affecting 17-46% of adults in high-income
countries [4—6]. Around 20% of patients with NAFLD pro-
gress to nonalcoholic steatohepatitis (NASH) with various
degrees of fibrosis and eventually cirrhosis and hepatocel-
lular carcinoma [7]. Liver fibrosis is the strongest predictor
of clinically meaningful outcomes, including decompensa-
tion, cardiovascular and liver-related morbimortality [8—10].

The tools used in the screening of CLD with advanced
fibrosis are paramount to designing and implementing effi-
cient, sustainable, and equitable health-care pathways both
in the general population at community and primary care
centers and special populations at high-risk. NAFLD and
metabolic syndrome (MetS) are intimately related entities
[11]. Additionally, Type 2 Diabetes Mellitus (T2D) is a

well-known risk factor for NAFLD [12]. The prevalence of
NAFLD among T2D patients increases to 60—80%, and it

has been consistently shown that T2D also acts as a trigger
by promoting the progression to NASH and advanced liver
fibrosis [5, 13].

The gold standard of NAFLD diagnosis is based on histo-
logical assessment by liver biopsy. Liver biopsy is an inva-
sive procedure that can lead to complications [14] and a sig-
nificant diagnostic error rate [15, 16]. Use of liver biopsy is
largely limited to screening liver disease on a large scale. In
recent years, noninvasive markers as 13C Methacetin Breath
Test, which assess microsomal liver function [17], or tech-
niques have been proposed for the screening of liver disease,
such as transient elastography (TE) and acoustic radiation
force impulse shear wave elastography (ARFI), which can
predict and monitoring significant fibrosis from different
etiologies [18-20]. TE has proven to be cost-effective for
population screening of liver fibrosis [21], but its availabil-
ity is currently limited in primary care centers and requires
certain training for operators [22].

Several serum biomarkers and panels have been devel-
oped to detect significant liver fibrosis (equivalent to F2-F3
fibrosis stages in liver biopsy) or advanced liver fibrosis
(F3-F4) in NAFLD patients [23, 24]. Fibrosis 4 score (FIB-
4) was initially defined to predict significant fibrosis in
patients with HIV/HCV coinfection [25]. FIB-4 performs
best at excluding advanced fibrosis (with negative predictive
values >90%) and is, therefore, commonly used as a first-
line triage to identify patients at low risk of severe fibrosis
[26]. Current guidelines by the European Association for the
Study of the Liver propose two FIB-4 cut-off points (1.3 and
2.67) to rule out advanced fibrosis according to the age of
the patient [27]. However, some reports suggest that FIB-4
accuracy might be impaired amongst patients with T2D [28].

The Enhanced Liver Fibrosis Test (ELF™, Siemens Health-
ineers, Tarrytown, NY, USA) is a blood panel that combines
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results for tissue inhibitor of matrix metalloproteinase type 1
(TIMP-1), hyaluronic acid (HA), and aminoterminal propep-
tide of type III procollagen (PIIINP) into a single score or
index. All three markers are involved in hepatic extracellular
matrix metabolism (fibrinolysis or fibrinogenesis). Different
cut-off values have been described to stratify patients into
none to mild fibrosis, moderate fibrosis, and severe fibrosis
[29. 30]. The ELF score has shown excellent accuracy for
the non-invasive diagnosis of advanced fibrosis in different
cohorts [31]. In addition, The ELF score is able to predict
clinical outcomes [26].

Several reports have provided information on the perfor-
mance of a sequential algorithm including FIB-4 and ELF
into routine primary care, where the active participation of
general practitioners and physicians who manage patients
with metabolic disorders is crucial [32, 33]. There is poor
application of these based-on biomarker algorithms in our

health system, and their implementation is needed in clini-
cal laboratories to detect patients with high risk of advanced

fibrosis. Detecting patients at high risk of advanced fibrosis
would strongly facilitate further advanced fibrosis screening.
Use of a FIB-4 and ELF sequential algorithm would be espe-
cially useful for primary health care, where the knowledge
about degree of liver fibrosis is limited [34-36].

We aimed to assess a FIB-4 and ELF algorithm to diag-
nose liver fibrosis in a NASH cohort and propose its appli-
cation to stratify the risk of fibrosis in two primary care
cohorts with liver-related comorbidities.

Materials and methods

We performed a cross-sectional study, including consecu-
tive subjects diagnosed with NASH from January 2016
to December 2019 at the Liver Unit of the Vall d’"Hebron
University Hospital, Barcelona, Spain. The study was con-
ducted according to the Declaration of Helsinki and was
approved by the local ethics committee (PR(AG)601/2020).
Liver and biochemical samples from patients included in
this study were provided by the Vall d’Hebron University
Hospital Biobank (PT17/0015/0047), integrated in the Span-
ish National Biobanks Network, and they were processed
following standard operating procedures with the appropri-
ate approval of the ethical and scientific committees. Serum
samples were drawn at the same time that liver biopsy was
performed (if applicable), as per protocol. All participants
had previously signed the informed consent.

NASH cohort

Inclusion criteria: (a) age> 18 years. (b) NASH diagnosis
by liver biopsy.
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Exclusion criteria: (a) potentially harmful alcohol con-
sumption (> 30 g/day for men and > 20 g/day for women),
(b) other causes of liver disease (viral or autoimmune hepa-
titis, hereditary hemochromatosis, alcoholic liver disease,
liver transplantation, etc.), (c) hepatotoxic drugs, and (d)
uncontrolled endocrine diseases (hypothyroidism, hypercor-
tisolism, etc.).

Liver histology was evaluated according to the Clinical
Research Network (CRN) NASH criteria [37]: (a) steatosis
was scored 0-3 (b) lobular inflammation was scored 0-3
(c) ballooning (marker of cell injury) was scored 0-2 (d)
NASH activity score corresponded to the unweighted sum
of the scores for steatosis, lobular inflammation and bal-
looning; finally, (e) fibrosis was staged 0—4. Advanced liver
fibrosis was defined as the presence of fibrosis grades 3—4 in
the histological evaluation. Furthermore, TE (FibroScan®)
and ultrasonography measures were performed in the entire
cohort. Steatosis was graded as follows: Absent (score 0),
echotexture of the liver is normal; mild (score 1), slight and
diffuse increase of liver echogenicity with normal visualiza-
tion of the diaphragm and of the portal vein wall; moder-
ate (score 2), moderate increase of liver echogenicity with
slightly impaired appearance of the portal vein wall and
the diaphragm; severe (score 3), marked increase of liver
echogenicity with poor or no visualization of portal vein
wall, diaphragm, and posterior part of the right liver lobe
[38]. The grading of fibrosis was obtained using Fibroscan
502 Touch devices (Echosens, Paris, France) equipped with
M and XL probes. All measurements were performed by a
specialized health-care professional experienced with the
procedure. TE measurements were performed under usual
and manufacturer standards. A liver stiffness measurement
was considered reliable if an interquartile range/median
(IQR/M) ratio < 0.30 was achieved, and only examinations
with at least 10 individual measurements were deemed valid
[27, 39, 40].

Primary care cohorts

Since Vall d’Hebron Hospital Clinical Laboratories pro-
vides clinical analysis service to primary care patients, we
decided to include a population of patients that are regularly
monitored at the analytical level in our hospital. To simplify
and increase the efficiency of requesting analytical tests in
a routine care setting, the Catalonian Health System has
implemented a set of Primary Care Protocols (PCPs) with
multiple tests. Community clinicians can request those PCPs
that better suit each clinical situation or diagnostic suspicion.
The PCPs considered were T2D annual follow-up and initial
study of CLD.

Inclusion criteria: (a) age> 18 years, (b) T2D diagnosis
defined according to the American Diabetes Association
(ADA) guidelines [41], for the primary care T2D cohort,
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(c) suspicious liver disease: alcohol-related liver disease,
chronic viral hepatitis, non-alcoholic liver steatosis, meta-
bolic syndrome-related liver disease, autoimmune hepatitis,
hepatotoxic drugs or CLD of unknown etiology, for the pri-
mary care CLD cohort.

Exclusion criteria: uncontrolled endocrine diseases
(hypercortisolism, etc.).

These cohorts were included as a real-world study of the
degree of liver fibrosis diagnosis, so liver samples were not
available.

Biomarker measurement and noninvasive models
of diagnosis of liver fibrosis

Hepatic insulin resistance (IR) was indirectly evaluated
using the Homeostatic Model Assessment for Insulin Resist-
ance (HOMA-IR), based on the formula [fasting glucose
(mg/dl)*fasting insulin (pU/mL)/405] [42]. A cut-off > 3.02
has been described as a marker of IR in Caucasian popu-
lation [43]. Patients with T2D on insulin treatment were
excluded from the calculation of HOMA-IR.

The FIB-4 score was calculated following the formula:
(age [years] x AST [U/L])/(platelets [109/L] X (ALT
[U/L])”2) [26], and the ELF score was measured by immu-
noassay on ADVIA Centaur® analyzers (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, USA) [30].

Different liver fibrosis diagnosis models, non-significant
fibrosis (FO-1) and advanced fibrosis (F3—4), were assessed
in the biopsy-confirmed NASH cohort according to nonin-
vasive biomarker results, considering liver biopsy as gold
standard; namely, FIB-4 alone, ELF alone, FIB-4 and ELF
in multivariate analysis, and FIB-4 and ELF in a sequential
algorithm. The sequential algorithm involved an initial FIB-4
calculation in all patients. Those with FIB-4 < 1.30 were
classified as FO—1 and those with FIB-4 >2.67 were clas-
sified as F3—4. In patients with FIB-4 intermediate values
(1.30<FIB-4<2.67), ELF was measured, where ELF < 8.30
indicated FO—1 and ELF > 9.50 indicated F3—4. Patients
with intermediate values in ELF test (8.30 <ELF<9.50)
were classified as high risk of F2—4. Additionally, FibroS-
can measurement was included for high-risk F3—4 fibrosis
to complement the noninvasive diagnosis in the sequential
algorithm.

The sequential algorithm was assessed in primary care
cohorts (T2D and CLD) to estimate the degree of liver fibro-
sis diagnosis, according to the evidence of liver disease in
patients’ medical records (i.e., confirmed by TE, magnetic
resonance or ultrasonography findings).

Statistical analysis

The distribution of data was assessed by the Kolmogo-
rov—Smirnov test. ANOVA and Kruskal-Wallis tests were
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used to compare quantitative variables which followed a
Gaussian distribution or not, respectively. Chi-squared test
was used to compare proportions.

Logistic regression and Area Under Curve of Receiver
Operator Characteristic (AUC-ROC) analysis were per-
formed to assess liver fibrosis diagnosis models based on
noninvasive biomarkers (FIB-4 and ELF). Parameters of
diagnosis accuracy where calculated based on cut-offs pro-
posed. All statistical analyses were performed with R-com-
mander (R-UCA package, v.2.6-2).

Results
Characteristics of the study cohort

A total of 140 NASH patients fulfilling inclusion criteria
were identified. Furthermore, 141 T2D primary care patients
and 138 CLD primary care patients were included. Base-
line characteristics of the three groups are shown in Table 1.
Anthropometric variables (body mass index and waist cir-
cumference) were similar between NASH and T2D primary

care cohorts and higher than CLD primary care patients,
as well as glucose and lipids metabolism parameters (fast-
ing glucose, HOMA-IR, triglycerides, cholesterol LDL and
HDL).

In the NASH cohort, 66% were diabetics (n=93). T2D
treatment approaches included metformin (77%), either
as a single treatment (27%) or co-administered with insu-
lin (23%), glucagon-like peptide-1 (GLP-1) analogs (9%),
inhibitors of sodium-glucose cotransporter-2 (iISGLT2)
(12%), or inhibitors of dipeptidyl peptidase IV (iDPP-IV)
(6%); insulin alone (9%), and diet only (14%).

Biopsy, ultrasonography and biomarkers results of NASH
cohort are shown in Table 2. The majority of patients had
steatosis 0—1 (n=90) by histological study and mild stea-
tosis (n=_80) by ultrasonography measure, but only 50 of
them had the similar classification. Otherwise, both FIB-4
and ELF biomarkers and TE measures showed increasing
values with higher degrees of fibrosis.

In the T2D primary care cohort, treatment approaches
included metformin (42%), insulin (7%), GLP-1 analogs
(7%). iISGLT2 (9%), iDPP-1V (11%). sulfonylureas (7%)
and diet only (17%).

Table 1 Clinical characteristics in the cohorts studied. Values are mean (standard deviation), number (%) or median (Q1-Q3)

Variable NASH (n=140) Primary care T2D (n=141) Primary care CLD (n=138) P value
Age (years) 59 (10) 57 (10) 56 (11) 0.093
Sex. Female 81 (58%) 71 (50%) 68 (49%) 0.294
BMI (kg/m?) 32(5) 32(7) 27 (5) <0.001*
Waist circumference (cm) 108 (12) 104 (13) 92 (10) <0.001?
Fasting glucose (mg/dL) 129 (55) 148 (69) 90 (19) <0.001°
HbAlc (%) 6.5(1.4) 7.5(1.8) 5.7 (0.6) <0.001"
HOMA-IR 7.41 (6.40) 5.41(4.04) 1.97 (1.07) <0.001*
Triglycerides (mg/dL) 153 (113-206) 156 (112-204) 109 (77-153) <0.001*
Cholesterol LDL (mg/dL) 116 (37) 116 (43) 137 (37) <0.001*
Cholesterol HDL (mg/dL) 49 (12) 48 (12) 55(15) <0.001*
ALT (IU/L) 46 (31-71) 26 (20-40) 24 (21-32) <0.001¢
AST (IU/L) 42 (29-59) 31 (20-49) 24 (15-33) <0.001"
GGT (IU/L) 73 (41-160) 43 (27-71) 29 (19-49) <0.001°¢
FIB-4 1.50 (1.06-2.38) 1.19 (0.85-1.53) 1.29 (0.92-1.78) <0.001°¢
ELF 9.57 (8.90-10.44) 9.66 (9.13-10.23) 9.41 (8.90-10.22) 0.367
Fibroscan 11.75 (9.00-17.08)
Ultrasonography

Mild steatosis 63 (45%)

Moderate steatosis 43 (31%)

Severe steatosis 34 (24%)

Bold values indicate statistical significance

BMI body mass index, HOMA-IR homeostasis model assessment of insulin resistance, ALT alanine aminotransferase, AST aspartate aminotrans-
ferase, GGT gamma-glutamyl! transpeptidase, FIB-4 fibrosis 4 score, ELF enhanced liver fibrosis

“Significant differences between NASH and primary care T2D vs primary care CLD groups

®Significant differences between all groups

“Significant differences between NASH vs primary care T2D and primary care CLD groups
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Table 2 Summary of biopsy findings, ultrasonography measures and FIB-4, ELF and Fibroscan values in the NASH cohort

Biopsy results

Ultrasonography

Steatosis Mild steatosis Moderate steatosis Severe steatosis
0-1 90 (64%) 50 (36%) 25 (18%) 15 (11%)
2 39 (28%) 10 (7%) 14 (10%) 15 (11%)
3 11 (8%) 3(2%) 4 (3%) 4 (3%)
NASH activity score

<3 55 (39%)

4 40 (29%)

5 27 (19%)

>0 18 (13%)
Fibrosis FIB-4 ELF Fibroscan
0-1 38 (27%) 1.04 (0.85-1.36) 8.93 (8.52-9.47) 9.00 (7.90-10.80)
2 23 (17%) 1.50 (1.08-1.82) 9.31 (8.83-9.75) 9.65 (7.88-12.45)
3-4 79 (56%) 1.95 (1.44-3.01) 10.10 (9.22-10.91) 15.00 (10.95-20.90)

Values are number (%) for biopsy and ultrasonography results and median (Q1-Q3) for FIB-4, ELF and Fibroscan measures

Diagnostic approaches for CLD in the primary care
cohort were alcohol-related liver disease (8%). chronic
hepatitis C infection (4%), non-alcoholic steatosis (15%),
metabolic syndrome-related liver disease [high blood
pressure (11%), dyslipidemia (20%), obesity (4%), hyper-
uricemia (6%) and hypothyroidism (6%)], liver cancer
(1%), gastroenterological and liver lithiasis diseases (7%),
cardiovascular disease (3%) and others (15%).

Noninvasive models of diagnosis of liver fibrosis
in NASH cohort

Nonsignificant fibrosis (FO-1) and advanced liver fibrosis
(F3-4) diagnosis models evaluated in the NASH cohort
were: FIB-4 alone, ELF alone, FIB-4 and ELF in multi-
variate analysis and FIB-4 and ELF sequential algorithm.
Summary of data and diagnostic accuracy parameters for all
models is shown in Table 3.

The FIB-4 index alone showed the highest specific-
ity (98%) and positive predictive value (PPV) (97%) in

Table 3 Model comparison for liver fibrosis diagnosis in the whole NASH cohort

Diagnosis  Cut-off AUC  1C95% Sensi-  1C95% Speci- 1C95% PPV (%) 1C95% NPV (%) 1C95%
tivity ficity
(%) (%)
FIB-4 FOo-1 <13 079 0.71-0.86 68 51-83 75 65-83 50 36-64 86 76-93
F3-4 >2.67 0.80 0.72-0.86 35 25-47 98 91-100 97 82-100 55 45-64
ELF FO-1 <8.30 076 0.68-0.83 18 8-34 94 88-98 54 25-81 76 67-83
F3-4 >9.50 0.76  0.68-0.83 68 57-78 70 57-82 75 63-85 63 51-75
Multivariate FO-1 - 0.81  0.73-0.87 61 46-77 82 71-94 56 39-71 85 76-91
regression 34 - 0.81 0.73-0.87 80 71-89 70 60-81 78 67-86 73 61-84
Algorithm  FO-1 Combined® 0.76 0.68-083 71 57-85 81 69-94 58 43-72 88 80-90
F3-4 Combined® 0.74  0.66-0.81 85 78-91 73 64-83 81 69-89 79 64-89
F2-4 Combined® 0.62 0.43-0.80 88 65-96 58 43-73 85 60-97 50 36-63
F>2 Combined®® 0.76  0.68-0.83 81 72-88 71 54-85 89 81-95 57 41-72
TE F>2 >8 kPa 0.78  0.70-0.84 90 83-96 30 1647 77 68-84 55 31-78
AUC area under curve, PPV predictive positive value, NPV negative predictive value
“FIB-4 < 1.30 or 1.30 <FIB-4 < 2.67 and ELF < 8.30
°FIB-4>2.67 or 1.30 <FIB-4 < 2.67 and ELF>9.50
“1.30<FIB-4<2.67 and 8.30<ELF<9.50
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predicting stages F3—4 comparing with the sequential algo-
rithm (73% and 81%, respectively). However, the sensitivity
and negative predictive value (NPV) for F3—4 were the low-
est in FIB-4 alone comparing with the rest of models, being
of 85% and 79%. respectively, in the sequential algorithm.
Furthermore, ELF alone pointed to the highest specific-
ity (94%) in predicting stages FO-1 versus the sequential
algorithm, which only reached a 71%. However, the rest of
parameters were lower than the sequential algorithm, high-
lighting the sensitivity for FO—1 and F3—4 diagnosis. On the
other hand, multivariate model achieved lower diagnostic
accuracy parameters than sequential algorithm but more
compensated than the FIB-4 and ELF alone. Overall PPV
was 81% (high risk) and NPV was 79% (low risk), for F3-4
diagnosis in the sequential algorithm (Fig. 1). Furthermore,
this algorithm pointed to high-risk significant fibrosis (F2—4)
for FIB-4 and ELF intermediate values, where sensitivity

Fig.1 Algorithm of advanced
fibrosis diagnosis in NASH
cohort

and PPV were 88% and 85%. respectively. This classifica-
tion was not possible when FIB-4 or ELF alone application.
Finally, due to the high prevalence of T2D in the NASH
cohort and its possible limitation in the FIB-4 interpreta-
tion, the accuracy of the sequential algorithm was evalu-
ated separately between the T2D patients and non-diabetic
subjects. The diagnostic performance parameters are shown
in Table 4.

Additionally, FibroScan measurement was included for
patients classified as high risk of F3—4 and F2—4. Ninety
percent of F>2 high risk patients demonstrated a TE
value > 8 kPa [23]. Alternatively, TE cut-offs > 9.6 kPa
and > 7.0 kPa were applied for F3—4 and F2—4 classifi-
cations, respectively; both cut-offs have been described
previously with high diagnostic performance in NAFLD
[44]. Eighty two percent of F3—4 high-risk patients dem-
onstrated a TE value > 9.6 kPa, and 96% of F2—4 high-risk

FIB-4index

FIB-4<1.30
NPV:80.5%

Low risk F3-4
NPV:79.3%

FIB-422.67
PPV: 96.6%

High risk F3-4
PPV: 80.9%

FIB-4:1.30-2.66
Intermediate risk

ELF < 8.30
NPV:60.0%

ELF 2 9.50
PPV: 69.2%

ELF: 8.30-9.49
Intermediate risk

High risk F2-4
PPV: 84.6%

Table 4 Accuracy of sequential algorithm in the NASH patients with T2D and NASH patients without T2D

Diagnosis Cut-off AUC  1C95% Sensi-  1C95%  Speci-  1C95% PPV (%) 1C95% NPV (%) 1C95%
tivity ficity
(%) (%)
FO-1  With T2D Combined® 0.80  0.71-0.88 75 52-90 86 7490 52 20-76 94 85-98
Without T2D 070 0.55-0.83 68 43-84 068 49-87 65 43-85 71 48-86
F34  With T2D Combined® 0.77  0.67-0.85 89 7997 77 60-92 91 80-97 74 54-91
Without T2D 0.61 046-0.75 64 38-88 68 53-86 60 39-87 83 58-97
F2-4  With T2D Combined® 0.71 0.55-0.86 88 64-99 52 31-73 88 61-99 46 25-68
Without T2D 074  0.56-0.88 88 61-100 65 43-84 78 42-95 53 35-71

“FIB-4< 1.30 or 1.30 <FIB-4 <2.67 and ELF <8.30
PFIB-4>2.67 or 1.30 < FIB-4 < 2.67 and ELF > 9.50
“1.30<FIB-4<2.67 and 8.30<ELF<9.50

AUC area under curve, PPV predictive positive value, NPV negative predictive value
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patients demonstrated a TE value > 7.0 kPa. The diagnos-
tic performance parameters of F > 2 diagnosis for both TE
and algorithm are summarized in Table 3.

Application of biomarkers in the primary care
cohort

The liver fibrosis diagnostic sequential algorithm was
applied on the primary care cohorts of T2D and CLD
to compare with the NASH cohort. In both T2D (n=40)
and CLD (n=38) primary care cohorts, a total of 28%
of patients were classified as stages F3—-4. Fifty-seven
percent of patients were classified as FO-1 in the T2D pri-
mary care cohort (n =81) and 53% of patients were clas-
sified as FO-1 in the CLD primary care cohort (n =73)
(Fig. 2). Additionally, a 14% (n=20) of the T2D and a
20% (n=28) of the CLD cohort patients were classified
as F2—4.

Regarding clinical management and diagnostic evi-
dence of liver disease in medical records, 80% of all F3—4
classified patients in the T2D cohort had steatosis as sign
of liver disease based on ultrasonography techniques,
where in addition, 12% of all F3-4 classified patients
in the T2D cohort had a TE value > 9.6 kPa. Forty-four
percent of F3—4 classified patients in the T2D cohort were
referred to secondary care, such as to a gastroenterologist,
endocrinologist, or hepatologist.

In the CLD cohort, 71% of F3-4 classified patients
had steatosis as sign of liver disease based on sonography
techniques, where in addition, 11% of all F3—4 classi-
fied patients in the CLD cohort had a TE value > 9.6 kPa.
Forty-two percent of F3—4 classified patients in the CLD
cohort were referred to secondary care, such as to a gas-
troenterologist or hepatologist.

Fig.2 Liver fibrosis estimation 100 -

of the sequential algorithm in

the three study cohorts. NASH 90 1

Non-alcoholic steatohepatitis, 80 -

T2D Type 2 diabetes, CLD

Chronic liver disease 70 1
60 ~
50 +

40

Percentage (%)

30 4
20 +

W NASH

Discussion

Our results show the need and opportunity to implement
algorithms for risk stratification of liver fibrosis based on
biomarkers in patients with diagnostic suspicion of NAFLD,
mainly those with NASH [45, 46]. Metabolic comorbidities,
i.e., T2D, obesity, and dyslipidemia are the current targets
for the detection of CLD [3], to such an extent that NAFLD
is considered the liver manifestation of metabolic syndrome
[47]. There are likely to be varying susceptibilities to the
development of fibrosis in response to a similar amount of
inflammatory liver injury, but NASH is probably the main
driver of fibrosis progression and is a more dynamic entity
than fibrosis [34].

NASH and T2D primary care cohorts showed similar
values of analytes related to glucose and lipids metabo-
lism (Table 1), reflexing the narrow association between
both identities, which occurs in bidirectional ways [48, 49].
Insulin resistance plays a key role in the pathophysiology of
NASH and fibrosis development, measured by HOMA-IR
calculation [50-52]. Therefore, suspicion of liver fibrosis
in an IR context and other metabolic comorbidities is war-
ranted, as occurs in the NASH cohort, where the high F3—4
prevalence coexists with the HOMA-IR suggestive of IR
[53. 54].

The misdiagnosis of NASH and fibrosis after liver biopsy
occurs frequently, where 23% of discordances can be attrib-
uted to a biopsy error, and the degree of fibrosis estimated
by TE is greater than biopsy in 89% of those cases [55, 56].
This misdiagnosis is shown in Table 2, where the FO-1
NASH patients had a TE median value suggestive of sig-
nificant fibrosis. A poor correlation between steatosis degree
by ultrasonography and liver biopsy was shown too, restrict-
ing their application in the liver disease severity stratifica-
tion. Thus, FIB-4 and ELF can be useful tools to screen
suspicious patients of liver fibrosis, complementary to TE

T2D primary care W CLD primary care

] I . . I l
0
FO-1 F2-4 F3-4
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measurement to reinforce this diagnosis, as practiced in our
NASH cohort, where TE and biomarkers values focused on
the same diagnosis (Table 2). Used in this way, their optimal
use can reduce the need for liver biopsy [23].

FIB-4 is a simple index composed of current routine
laboratory tests, initially developed to rule out advanced
fibrosis in patients coinfected with HIV/HCV [25]. It has
been demonstrated that FIB-4 allows appropriate identifi-
cation of NAFLD patients at a higher risk of developing
liver-related complications or death [57]; currently, FIB-4
is recommended by the EASL-Lancet Liver Commission
for stratification of individuals at risk of liver disease [1]. In
the NASH cohort, PPV of FIB-4 index for F3—4 was 97%,
being enough for high-risk advanced fibrosis classification
[58]; however, to solve the low NPV (55%) when FIB-4
value < 2.67, a second step of fibrosis screening is needed.

The ELF score has been reported as a good biomarker of
liver fibrosis detection [59] and it has been applied to detect
NASH in obese patients with NAFLD [60]. In addition, ELF
has been used to detect F2-3 [61] or F3—4 with ELF >9.8
[62] and for F3—4 exclusion with ELF < 8.4 [29]. Also,
ELF>10.4 can predict clinical outcomes in patients with
CLD [63]. Normal values are age dependent and this fact
can limit predictive values when aging [6 1], but, because the
higher sensitivity for F3—4 diagnosis than FIB-4 is observed
in our results (68%), its implementation in practical assis-
tance has been proposed as a cost-effective option compared
to a single liver biopsy [64].

The algorithm proposed has higher diagnostic accuracy
parameters for fibrosis diagnosis than the bivariate model
(Table 3). It can be developed in one step from one blood
drawn, saving physicians consultations, and it allows to
guide a preliminary diagnosis from high-risk population of
advanced CLD. This algorithm combines the high specificity
of FIB-4 to discard F3—4 with the high sensitivity of ELF
to detect F3—4 by sequential measure by combining use of
two cut-off points. The limited use of individual biomarkers
for the F2 detection is solved in the sequential algorithm,
which achieved a high PPV (84.6%) for F2-4 when FIB-4
and ELF demonstrate intermediate values. Thus, the lower
cut-off point proposed in ELF score allows FO-1 detection
with high specificity (ELF < 8.30) when alone use, but also
F2—-4 detection (ELF > 8.30) with high sensitivity in combi-
nation to FIB-4 intermediate values.

Different scenarios of liver fibrosis detection have been
reported, where management in primary care or referral to
specialist depends on F3-4 risk [34]. An initial FIB-4 calcu-
lation followed by ELF measurement in intermediate cases
have an impact on total health care save of 25% and a reduc-
tion in hospital referrals of 70% [35].

Finally, when TE measurement is available, it can com-
plement this biomarker-based algorithm (as performed in
our NASH cohort) to reduce liver biopsy necessity. In our
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case, we showed a concordance of 90% of TE measurements
for F> 2 using the consensus cut-off > 8 kPa [23, 27]. How-
ever, since the algorithm provided both an F3—4 and F2-4
high-risk classifications in separate groups, adjusting worth-
while TE cut-offs in a population at high risk for advanced
liver disease, as represented by the NASH cohort studied,
may provide an advantage for the degree of liver fibrosis
diagnostic confirmation [65, 66]. Meanwhile, the diagnos-
tic sensitivity of F>2 offered by the TE measurement was
optimal; however, the lower specificity (30% versus 71%
provided by algorithm) makes its use as a screening tech-
nique not advisable, but rather to be used in FIB-4>1.3
results, as the algorithm with the ELF combination measure-
ment offers. In addition, the low availability of TE measure-
ment limits its implementation on a large scale, so the use of
biomarker-based on algorithms is more affordable, as well
as stratifying in F3—4 and F2—4 high-risk different groups.
So, it is worth developing safe and easily accessible nonin-
vasive modalities to accurately diagnose NASH associated
fibrosis [67].

The algorithm was proven in T2D and CLD primary care
clinical settings in a pilot study. The T2D and CLD patients
followed standard of care and only had a steatosis diagnosis
in the majority of cases despite metabolic comorbidities—
where T2D has been considered the main metabolic risk
factor of advanced fibrosis [3, 49, 68]. So, liver fibrosis has
to be suspicious in these patients, particularly when diag-
nosed with CLD [69]. Risk factor detection, such as, T2D,
obesity or metabolic syndrome, is the first step in the assess-
ment of liver fibrosis; subsequent imaging evidence of fat
accumulation or liver enzyme abnormalities can trigger the
non-invasive algorithm for advanced fibrosis detection [36].

Advanced fibrosis classification in both primary care
cohorts was lower than in the NASH cohort, but it was
28%, a percentage high enough to consider the necessity to
implement referral protocols to a secondary care specialist
[23]. Since 44% and 42% of high-risk F3—4 T2D and CLD
patients, respectively, were referred to a specialist and over
10% had previously a LS pathological measurement, the
sequential algorithm implementation would be appropriate,
because these patients would have benefited directly. This
fact also reflects the necessity to set up the current referral
protocols in our sanitary system to rescue the rest of high-
risk patients according to noninvasive biomarkers. An esti-
mation of the amount of ELF determinations and referrals to
specialists is needed to assess the economic impact. When
considering high-risk F2—4 patients, repeating biomarker-
based algorithm at primary care level or TE measure would
be recommended [1, 70]. Thus, the cut-offs fitting of the
biomarkers allows stratify at high-risk or intermediate-risk
of F3—4 and prioritize referral to specialist [66].

Guidelines have raised concerns regarding the need for
community NAFLD screening because of the progressive
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form to NASH—oparticularly associated with advanced fibro-
sis—indicating that it should be identified in patients at risk
[71]. In low-prevalence populations, noninvasive fibrosis
tests should be used for ruling out advanced fibrosis, but they
should be preferentially used in patients at risk of advanced
liver fibrosis (such as patients with metabolic risk factors)
and not in unselected general populations [27]. Additionally,
it has been established that NAFLD and NASH should be
suspected in patients with T2D, indicating that the clini-
cal decision must be supported by biomarker measurement
in addition to TE [2, 6, 72]. Of note, a 25% of T2D with
NAFLD and FIB-4 < 1.3 who underwent liver biopsy had
F3-F4 fibrosis (this percentage was 14% in patients without
T2D); a FIB-4 result < 1.30 should be considered with cau-
tion in patients with T2D, and TE could help to refine the
evaluation in this situation [28, 73]. In the NASH cohort
studied, T2D variable inclusion in the multivariate logistic
regression model did not improve the cases correctly clas-
sified (76%). Regarding the assessment of the algorithm in
diabetic and non-diabetic patients separately, the diagnos-
tic performance of FO-1 and F3—4 was higher in the T2D
patients, whereas classification of the F2—4 group was more
accurately done in patients without T2D. The high preva-
lence of F3—4 in T2D patients has been able to overcome the
25% of false negatives for FIB-4 < 1.3, On the other hand,
the higher prevalence of F2 in non-diabetics (65% versus
47% in T2D subjects) can explain the improvement of the
diagnostic accuracy for F2-4 in this sub-cohort.

Our study has some limitations that should be noted and
that restrict the extrapolation of our results to the general
population, such as: (a) the high proportion of advanced liver
fibrosis in the NASH cohort could overestimate the high-risk
F3—4 percentage in the primary care cohorts; (b) the absence
of a gold standard method to grade liver fibrosis in the T2D
and CLD primary care cohorts could limit the assessment
of the algorithm concordance and direct implementation.

In conclusion, noninvasive biomarkers for liver fibro-
sis diagnosis allow the detection of high-risk patients with
F3—4—the main outcome in CLD associated with poor
prognosis in populations with metabolic risk factors. FIB-4
and ELF measurement in a sequential algorithm is a high
efficiency strategy to stratify the risk of liver fibrosis in one
step and prioritize patients attended at the primary care level
who need specialist management and treatment.
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3.3 Aumento precoz de la SHBG como predictor de la respuesta a la cirugia

bariatrica en la obesidad severa

En la actualidad, la CB representa la mejor solucién en términos de reduccién de peso
sostenida y remision de las comorbilidades metabdlicas en pacientes con obesidad severa,
ademas de restaurar la homeostasis metabdlica, donde se produce un aumento de la
concentracion de proteinas plasmaticas, como la SHBG, cuya expresion se ve disminuida
por el desequilibrio de adipoquinas que se produce en la obesidad. No obstante, la
respuesta a la CB a largo plazo puede ser variable, y la reganancia de peso se produce en
un numero significativo de pacientes. Debido a la existencia de multiples factores que se
asocian en parte a la reganancia de peso tras la CB, existe la necesidad de encontrar un
biomarcador fiable que prediga el éxito de la CB en términos como el TWL y WR.

El objetivo de este estudio fue explorar el impacto de la CB en la SHBG, asi como el papel
potencial de la SHBG como biomarcador fiable para predecir el TWL y WR tras la CB en
pacientes con obesidad.

Se realiz6 un estudio prospectivo que incluyé pacientes atendidos en la Unidad de
Obesidad del Hospital Universitari Vall d’Hebron que se sometieron a CB. Los criterios de
inclusion fueron: edad: 18-60 afios, IMC 2 40 kg/m? o IMC 2 35 kg/m? con comorbilidades,
cumplimiento de protocolo preoperatorio para BS, sometidos a RYGB o gastrectomia en
manga como técnica de BS. Se excluyeron aquellos pacientes con contraindicaciones de
CB, imposibilidad de realizar el seguimiento durante al menos 2 afios e intervenidos con
otras técnicas de CB. Los pacientes fueron visitados previamente a la CB (pre-CB), un mes
(1°" seguimiento), 6 meses (6° seguimiento), 12 meses (12° seguimiento) y 24 meses (24°
seguimiento) después de la CB; en los que se recogieron datos antropométricos y se midio
la SHBG mediante ELISA, entre otras variables bioquimicas habituales del laboratorio
clinico. La pérdida de peso se evalu6 mediante el TWL (%) y la reganancia de peso

mediante la WR (%), calculada como [100*(peso post-nadir - peso nadir)]/peso nadir.

Se incluyeron a un total de 62 pacientes, donde el 40% (n=25) fueron diagnosticados de
DM2 antes de la CB. Se observé una remision de la DM2 en el 76% de los pacientes con

este diagnostico antes de la CB tras dos afios de seguimiento.

En cuanto a los cambios antropométricos durante los dos afios de seguimiento, el peso, el
IMC y el perimetro de cintura experimentaron un descenso significativo, alcanzando el nadir
a los 12 meses. Cabe destacar que toda la cohorte presenté un HOMA-IR medio pre-CB

superior al punto de corte considerado normal para la poblacion espafiola, y se normalizo
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a partir del 1°" seguimiento. En cuanto a la SHBG, la concentracién en sangre aumento

significativamente hasta el 6° mes tras la CB, alcanzando el maximo en el 12° mes.

Los pacientes se subdividieron en funcién del TWL al afio de la cirugia, en TWL<25% vy
TWL=25%, ajustados por edad y sexo. EI TWL al 6°, 12° y 24° mes fue significativamente
mayor en el grupo con TWL=25%. Al 24° mes, los pacientes con un TWL<25%

experimentaron una WR media del 6,6% respecto al nadir.

La concentracién de SHBG no aumenté significativamente en el grupo con un TWL<25%
en el 1° mes, y alcanz6 el 13% de aumento en el 6° mes comparado con el previo. No se
encontraron aumentos significativos entre el 6° 12° y 24° mes. En los pacientes con un
TWL225%, la concentracion plasmatica de SHBG aumentd significativamente en un 65%
en el 1°" mes, y un 16% entre el 1° y el 6° mes. No se observaron aumentos significativos
entre el 6°, el 12°y el 24° mes. Estos resultados se corroboraron analizando la variacion
de SHBG (ratio SHBG seguimiento / SHBG pre-CB), donde los pacientes con un TWL=25%
presentaron aumentos significativamente mayores de SHBG que aquellos con un
TWL<25% en cada mes, excepto en el 12°.

Se realiz6 un andlisis de regresion logistica para evaluar el papel predictor del ratio SHBG
1°"mes / SHBG pre-CB en la buena respuesta a la CB (TWL225%). Se obtuvo un OR=2,71
(IC 95%=1,11-6,60, p=0,028) y un AUC=0,68 (IC 95%=0,55-0,80).

Por otro lado, se realizé un andlisis de regresion multiple para predecir el TWL en el 12°

mes después de la CB, el cual gener6 el modelo (r=0,330, p=0,012):

SHBG ler mes

TWL 12° mes = 26,23 + 2,89
mes * 480 SHBG pre — CB

Finalmente, se calcul6 un modelo de prediccién de la WR al 24° mes por regresion mdltiple,
obteniendo el siguiente (r=-0,301, p=0,028):

SHBG ler mes

WR 24 mes = 3,30 — 1,72
mes = """ SHBG pre — CB

Estos resultados apuntan al papel de la SHBG como un biomarcador precoz de la
respuesta a la CB en términos de pérdida total de peso y reganancia de peso, dando un
papel relevante a la recuperacion de la funcién hepética y del control metabdlico en esta

respuesta a la CB a largo plazo.
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Abstract

Background Obesity is a growing global health problem, and currently, bariatric surgery (BS) is the best solution in terms
of sustained total weight loss (TWL). However, a significant number of patients present weight regain (WR) in time. There
is a lack of biomarkers predicting the response to BS and WR during the follow-up. Plasma SHBG levels, which are low in
obesity, increase | month after BS but there is no data of plasma SHBG levels at long term. We performed the present study
aimed at exploring the SHBG role in predicting TWL and WR after BS.

Methods Prospective study including 62 patients with obesity undergoing BS. Anthropometric and biochemical variables,
including SHBG were analyzed at baseline, 1, 6, 12, and 24 months; TWL > 25% was considered as good BS response.
Results Weight loss nadir was achieved at 12 months post-BS where maximum SHBG increase was reached. Greater than or
equal to 25% TWL patients presented significantly higher SHBG increases at the first and sixth months of follow-up with respect
to baseline (100% and 150% respectively, p=0.025), than <25% TWL patients (40% and 50% respectively, p=0.03). Also,
these presented 6.6% WR after 24 months. The first month SHBG increase predicted BS response at 24 months (OR=2.71;
95%CI=[1.11-6.60]; p=0.028) and TWL in the 12th month (r=0.330, p=0.012) and the WR in the 24th (r= —0.301, p=0.028).
Conclusions Our results showed for the first time that increase in plasma SHBG levels within the first month after BS is a
good predictor of TWL and WR response after 2 years.

Keywords Bariatric surgery - Sex hormone-binding globulin - Biomarker - Weight loss - Weight regain

Introduction and cardiovascular disease (CVD) [1, 2] among other serious

complications. Obesity and its associated comorbidities have

Obesity is a global health epidemic leading to the development
of metabolic syndrome (MetS), type 2 diabetes mellitus (T2D),
metabolic-associated fatty liver disease (MAFLD), dyslipemia,

Key points

o Reliable biomarkers predicting the response to bariatric surgery
and weight regain are needed.

eThe increase in plasma SHBG levels within the first month after
BS is a good predictor of the response to bariatric surgery in terms
of total weight loss and weight regain.

e SHBG may be a biomarker of the improvement of metabolic
control after bariatric surgery.
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been exponentially increased during the last 40 years [3]. In
this regard, the adult population worldwide with obesity and
overweight is 13% and 39% respectively [4], exceeding the
24% of prevalence for obesity in Europe and the USA [5].
Obesity management represents a medical and socio-economic
burden in industrialized and in developing countries [6].
Obesity leads to adipose tissue inflammation which con-
tributes to the development of peripheral and hepatic insulin
resistance (IR) and MAFLD [7]. Furthermore, obesity gives
rise to increased intestinal permeability, resulting in higher
circulating levels of microbiome antigens, which amplify
inflammatory processes and proinflammatory adipokines
dysregulation [8]. This dysregulation potentially leads to
metabolic disorders and chronic complications such as
CVD, hypertension, and systemic IR [9]. Another effect
of this adipokine imbalance is the downregulation of the
biosynthesis of liver proteins, such as sex hormone-binding
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globulin (SHBG). In this regard, it has been described that
pro-inflammatory cytokines decrease, and anti-inflammatory
cytokines increase hepatic SHBG production, respectively
[10-12]. The role of SHBG as a biomarker associated with
metabolic dysregulation has been described in experimental
animal models, which have shown that glucose- and fruc-
tose-induced lipogeneses decrease liver SHBG synthesis
[13]. In addition, plasma SHBG levels have been inversely
correlated with intrahepatic fat content, IR, and body mass
index (BMI) [14, 15], so it is considered a biomarker for
MetS [16] and predictive of T2D [17] and CVD [18, 19].

At present, bariatric surgery (BS) represents the best solu-
tion in terms of sustained weight reduction and remission
of the associated metabolic comorbidities in patients with
obesity [20]. European guidelines recommend BS to be con-
sidered for patients of 18-60 years with BMI>40.0 kg/m?
or BMI > 35.0 and comorbidities expected to improve after
significant weight loss [21-23]. Long-term response to BS
can be variable and was usually evaluated by % excess weight
loss (EWL) and % total weight loss (TWL). Classically,
EWL > 50% and more recently TWL > 25% cut-offs have been
defined as “good response” to BS [24]. Nevertheless, weight
regain (WR) occurs in a significant number of patients after
BS [25]. Previous studies have reported that the nadir EWL
and TWL after BS were maintained in <50% and <25%,
respectively, after 20 years of follow-up [26]. A recent meta-
analysis reported that 17.6% of patients who underwent BS
had a WR > 10% starting 3 years after BS [27]. The WR etiol-
ogy is multifactorial. Several factors have been proposed to
explain WR, including pre-operative BMI, hormonal factors,
nutrition habits, physical activity, mental health, genetics [28,
29], and anatomical changes [30]. Nevertheless, these factors
do not completely explain the WR after BS [31].

To the best of our knowledge, there is no reliable bio-
marker that predicts successful TWL and/or WR after BS.
Overall, BS restores metabolic homeostasis [32]; apart from
TWL and reduction in waist circumference (WC), there is an
increase in SHBG levels on the first month after BS, accom-
panied by the secretion of anti-inflammatory and insulin-
sensitizing factors [33-35]. On these bases. we designed
the present study to explore the impact of BS on SHBG, as
well as the potential role of SHBG as reliable biomarker for
predicting TWL and WR after BS in patients with obesity.

Method

Study Design and Patients

A prospective study, including consecutive patients with obe-
sity attended at the Obesity Unit of the Vall d"Hebron Uni-

versity Hospital (VHUH) that underwent BS from June 2018
to January 2020, was performed. The study was conducted
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according to the Declaration of Helsinki and was approved
by the local Ethics Committee (PR(AG)320/2018). Serum
samples from patients included in this study were provided
by the VHUH Obesity Biobank (PT17/0015/0047), integrated
in the Spanish National Biobanks Network, and they were
processed following standard operating procedures with the
appropriate approval of the Ethical and Scientific Committees.
All participants had previously signed the informed consent.

Inclusion criteria were as follows: (a) age, 18-60 years;
(b) BMI > 40 kg/m? or BMI > 35 kg/m? with comorbidities:
(c) preoperatory protocol fulfilment for BS; and (d) Roux-
en-Y-gastric bypass (RYGB) or sleeve gastrectomy as BS
technique.

Exclusion criteria were as follows: (a) BS contraindica-
tion according to the usual clinical practice in our center;
(b) impossibility of performing the follow-up for at least
2 years; and (c) other BS techniques.

As per BS protocol at our site, patients are visited before
BS (pre-BS), I month (1st month follow-up), 6 months (6th
follow-up), 12 months (12th follow-up), and 24 months
(24th follow-up) after BS. Anthropometry (weight, height,
and waist circumference), biochemical analysis, and sys-
tematic extraction of blood samples in fasting conditions
for Obesity Biobank are obtained at all-time points (Fig. 1).
These data were used for the study.

Clinical, anthropometric, and laboratory
measurements

Weight loss was evaluated by TWL (%) calculation, as fol-
lows: 100*(weight (kg) at month follow-up/weight (kg) at
pre-BS). A TWL cut-off > 25% on the 24th follow-up was
considered as good response to BS [24]. WR was calculated
as [100*(post-nadir weight—nadir weight)|/nadir weight [36].

T2D was defined according to ADA guidelines [37].
Liver steatosis was measured by ultrasonography [38].
Hepatic IR was indirectly evaluated using the HOMA-IR,
based on the formula: fasting glucose (mg/dl) X fasting insu-
lin (pU/mL)7405 [39]. A cut-off > 3.42 has been described
as marker of IR in Caucasian population with obesity [40].
Patients with T2D on insulin treatment were excluded from
the calculation of HOMA-IR.

SHBG levels (nmol/L) were measured using an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) method (Demeditec
Diagnostics GmbH®, Kiel, Germany) following manufacturer’s
instructions (Intra assay CV =2.3% and Inter assay CV=5.2%).

Statistical Analysis

The distribution of data was assessed by the Kolmogo-
rov—Smirnov test. Student’s 7 test and Mann—Whitney U test
were used to compare quantitative variables, which followed
a Gaussian distribution or not, respectively. Paired samples
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Fig.1 Study flowchart. Pre-BS,
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t test or Wilcoxon test were used to compare each variable
between follow-ups. A chi-squared test was used to compare
proportions. Logistic regression analysis was performed to
study the predictive ability of SHBG increase with response
to BS. Multiple regression analysis was performed to assess
the predictive ability of SHBG increase with the TWL on
the 12th month and WR on the 24th month. Bonferroni test
was used to discard outliers. All statistical analyses were
performed with R-commander (R-UCA package v.2.6-2).

Results

Anthropometric and Biochemical Characteristics
of the Study Cohort

A total of 62 patients fulfilling inclusion criteria with at least
2 years of follow-up were included; all of them were Cauca-
sian. The 40% (n=25) were diagnosed with T2D pre-BS. The
treatment for T2D before BS were metformin (48%), insulin
(16%), glucagon-like peptide-1 receptor agonists (GLP-1AR),
sodium-glucose cotransporter-2 inhibitors (iSGLT?2), or per-
oxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY) ago-
nists (12%); the rest (24%) were in diet alone.

T2D remission was observed in 76% of patients (52%
females) with pre-BS T2D after 2 years of follow-up. At the
first and sixth months, 52% of patients (36% females) with
pre-BS T2D were suspended of drug therapy.

Furthermore, a 79% of patients showed liver steatosis, a
26% were under treatment for arterial hypertension and only
the 8% were treated of hypothyroidism. None of the patients
had a history of heart disease, anemia, liver cirrhosis, alco-
holism, drug abuse, or mental disorders.

The main clinical and biochemical features of our cohort
before BS are shown in Table 1. All patients followed the same
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pattern of lifestyle change, and the pharmacological treatments
they were taking before surgery were not modified during the
first month after BS; only two patients had contraceptive pill
[41]. Weight, BMI, and waist circumference underwent a signif-
icant decrease reaching the nadir after 12 months in all patients
(Table 2). The impact of BS on the biochemical parameters is
shown in Table 2. Notably, the whole cohort presented an aver-
age pre-BS HOMA-IR greater than the cut-off considered nor-
mal for the Spanish population, and normalized from the first
month after BS. Regarding SHBG., the blood levels increased
significantly until the sixth month after BS, reaching the top at
the 12th follow-up (Table 2).

BS Response and TWL Follow-up

Patients were subdivided according to TWL on the 12th
month after BS, in<25% TWL patients and>25% TWL
patients, adjusted by age and gender-baseline data shown
in Table 3. Both groups had the same proportion of females
at menopause, and non-significant differences in glucose
metabolism variables, SHBG levels, or any other parameters
were observed before BS, included the surgical procedure
(Table 3). Furthermore, the surgical procedure performed
was independent of diabetes status (Supplementary Table 1).

The TWL at 6, 12, and 24 months after BS was greater
in>25% TWL patients than in <25% TWL patients
(Table 4). At 24 months of follow-up, <25% TWL patients
underwent a significant average of 6.6% WR with respect to
the nadir regardless of the surgical procedure.

Plasma SHBG Levels During the Follow-up in = 25%
TWL Patients and < 25% TWL Patients to BS

Plasma SHBG levels were compared during the follow-up
at different time points in both groups (Table 5). The plasma
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Ti_’ble 1 .Clinical. and Variable Pre-BS Females Males p value
biochemical variables pre-BS
in the whole cohort and Age (years) 46 (10) 44 (10) 53(8) 0.002
subdivided by gender Sex, female 45 (73%) - - -
Weight (kg) 120.6 (24.1) 114.2 (16.4) 137.6 (32.6) <0.001
BMI (kg/m?) 43.7 (6.9) 43.2 (6.0) 44.7 (9.5) 0.439
Waist circumference (cm) 126 (14) 120 (9) 137 (15) <0.001
Type 2 diabetes 25 (40%) 17 (38%) 8 (47%) 0.723
Fasting glucose (mg/dL) 105 (31) 98 (22) 123 (47) 0.009
HbAlc (%) 6.0(1.1) 5.8(0.9) 6.2(1.3) 0.119
HOMA-IR 5.91 (4.20) 5.18 (3.82) 7.76 (4.57) 0.053
Triglycerides (mg/dL) 130 (99-167) 122 (89-157) 146 (122-171) 0.060
Total cholesterol (mg/dL) 198 (39) 198 (35) 198 (39) 0.945
Non-HDL cholesterol (mg/dL) 154 (35) 152 (35) 157 (35) 0.677
ALT (IU/L) 23 (16-36) 21 (14-36) 25 (20-32) 0.131
AST (IU/L) 21 (19-28) 20 (17-27) 22 (20-25) 0.263
GGT (1IU/L) 31 (21-47) 27 (20-39) 45 (32-60) 0.007
SHBG (nmol/L) 51.0 (42.2) 48.5(35.2) 37.9(25.9) 0.267
Total testosterone (ng/dL) - 29.3(23.2-41.4) 293.1 (197.8-406.3) <0.001
Estradiol (pg/mL) - 25.9(17.6-56.7)  35.9 (26.4-41.2) 0.792
FIB-4 0.95(0.57) 0.80 (0.40) 1.38 (0.73) <0.001
Platelets (x 10%L) 292 (72) 302 (73) 264 (61) 0.076

Values are mean (standard deviation), number (%) or median (Q1-Q3)

BS, bariatric surgery; BMI, body mass index; HbAIc. glycated hemoglobin: HOMA-IR, homeostasis model
assessment of insulin resistance; HDL, high-density lipoprotein; ALT, alanine aminotransferase; AST,
aspartate aminotransferase; GGT, gamma-glutamyl transpeptidase; SHBG, sex hormone-binding globulin;

FIB-4. fibrosis 4 index

Table 2 Clinical and biochemical variables along study

Variable Pre-BS 1st month 6th month 12th month  24th month  p value pvalue  pvalue p value
pre-BS vs Ist Istvs 6th 6th vs 12th 12th vs 24th

Weight (kg) 120.6 (24.1)  107.8 (19.8)  89.2(19.3) 82.4(19.9) 83.0(19.8)  <0.001 <0.001  <0.001

BMI (kg/m?) 437 (6.9) 39.0 (5.9) 322(6.1)  298(6.1)  30.1(6.3) <0.001 <0.001 <0001

Waist circum- 126 (14) 117 (12) 101 (13) 96 (14) 96 (18) <0.001 <0.001 <0.001 0.536
ference (cm)

Fasting glucose 105 (31) 95 (21) 86 (12) 86 (13) 90 (18) 0.031 0.001 0.555 0.058
(mg/dL)

HbAlc (%) 6.0 (1.1) 5.7 (0.9) 5.1(0.5) 5.2(0.6) 5.4(0.5) <0.001 <0.001 0.185  0.001

HOMA-IR 5.91 (4.20) 3.17 (1.96) 1.82(1.58) 1.69(1.38) 1.92(1.79) <0.001 <0.001 0251  0.092

Triglycerides 130 (99-167) 138 (116-181) 94 (73—121) 83 (69-102) 79 (69-100) 0.051 <0.001 <0.001 0.312
(mg/dL)

Total choles- 198 (39) 180 (32) 178 (35) 179 (32) 191 (39) 0.001 0.700 0.348 0.019
terol (mg/dL)

SHBG 51.0(422)  64.2(47.8) 86.8 (72.4) 89.1 (64.6) 79.2(52.8) <0.001 0.011 0.369  0.194
(nmol/L)

Values are mean (standard deviation), number (%) or median (Q1-Q3)

BS, bariatric surgery; BMI, body mass index; HbAlc, glycated hemoglobin; HOMA-IR. homeostasis model assessment of insulin resistance;
SHBG., sex hormone-binding globulin

SHBG levels did not significantly increase in <25% TWL
patients 1 month after BS when compared with the initial
levels (pre-BS); they increased around 13% at 6 months
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when compared with the SHBG levels at 1 month but there
were no significant differences between 6 and 12 months
or between 12 and 24 months. However, in>25% TWL
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Table 3 Clinical and biochemical basal characteristics in<25% TWL
patients versus > 25% TWL patients

Variable <25% TWL >25%TWL  pvalue

patients patients

(n=20) (n=42)
Age (years) 45 (14) 47 8) 0.498
Sex, female 13 (65%) 32 (76%) 0.536
Menopause 4 (31%) 11 (34%) 0.907
Weight (kg) 121.6 (24.4) 120.1 (24.3) 0.818
BMI (kg/m?) 44.7 (8.0) 43.1 (6.6) 0.416
Waist circumference (cm) 127 (13) 124 (13) 0.346
T2D 11 (55%) 14 (33%) 0.167
Fasting glucose (mg/dL) 109 (44) 102 (24) 1.000
HbAlc (%) 6.0(1.2) 5.8(0.9) 0.533
HOMA-IR 6.45 (4.42) 5.47 (3.98) 0.427
SHBG (nmol/L) 49.0 (32.8) 44.0 (334) 0.581
RYGB technique 7 (35%) 27 (64%) 0.061

Values are mean (standard deviation) or number (%)

BMI, body mass index:; T2D. type 2 diabetes; HbAIc, glycated hemo-
globin;: HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resist-
ance; SHBG, sex hormone-binding globulin; RYGB, Roux-en-Y-gas-
tric bypass

patients, plasma SHBG levels increased significantly by
65% at 1 month when compared with pre-BS levels and by
16% between the first and sixth months, while no further
increased was observed between the 6th and 12th months
or the 12th and 24th months (Table 5). These results were
corroborated by analyzing the SHBG variation (SHBG
follow-up/SHBG pre-BS ratio) in both groups during the
follow-up. The results showed that >25% TWL patients

presented significantly higher increases of SHBG than <25%
TWL patients at each follow-up time point except on the
12th month (Fig. 2). On the other hand, no significant dif-
ferences were observed in the increase of SHBG on the Ist
month when considering the surgical procedure performed
(Supplementary Table 2).

SHBG Plasma Levels as an Early Biomarker for TWL
and WR

The logistic regression analysis showed an OR=2.71
(95%CI=1.11-6.60, p=0.028) and AUC=0.68
(95%CI=0.55-0.80) for predicting good response to BS
based on the SHBG 1st month/SHBG pre-BS ratio. Diag-
nostic performance parameters of different cut-off ratios
assessed (expressed as percentages) are shown in Table 6.
Additionally, multiple regression analysis for predict-
ing TWL on the 12th month after BS showed the following
resultant model: TWL 12th month=26.23+2.89x SHBG
st month/SHBG pre-BS (r=0.330, p=0.012). Furthermore,
a prediction model for WR at 24 months was performed:
resultant model WR 24th month=3.30—1.72x SHBG 1st
month/SHBG pre-BS (r=—0.301, p=0.028).

Discussion

Patients with obesity have BS as the only solution in terms
of a successful and sustained weight lost and improve-
ment of the related metabolic comorbidities. Long-term
response to BS can be variable, and WR occurs in a sig-
nificant number of patients [20, 25], which means the

Table4 TWL (%) along the follow-up in<25% TWL patients and >25% TWL patients

1st month 6th month 12th month 24th month p value p value p value
Istvs 6th ~ 6thvs 12th  12th vs 24th
<25% TWL patients 9.7 (8.4-11.0) 21.9(19.3-24.6) 247 (21.8-27.7)  20.1 (17.7-22.4) <0.001 0.001 <0.001
>25% TWL patients  11.2(10.0-12.3)  28.4 (26.5-30.2) 35.4 (33.8-37.0) 36.4 (34.4-38.3) <0.001 <0.001 0.113
p value 0.116 <0.001 <0.001 <0.001
Values are mean (95%CI)
TWL, total weight loss
Table 5 SHBG values (nmol/L) along the follow-up in <25% TWL patients and > 25% TWL patients
Before BS Ist month 6th month 12th month 24th month p value p value p value p value
pre-BS vs Ist 1st vs 6th 6th vs 12th  12th vs 24th
<25% TWL  490(329-654)  52.8 (43.9-61.6) 59.8 (44.2-75.4) 64.8 (45.3-84.2) 55.2(32.5-77.8) 0.621 0.090 0272 0.581
patients
>25%TWL  44.0(32.7-55.1) 73.3(58.3-88.3) 85.8 (68.8-102.9) 86.5(69.7-103.2) 83.5 (70.0-96.9) <0.001 0.022 0.698 0.197
patients

Values are mean (95%CI)
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Fig.2 Mean percentages of SHBG increase and standard error (SE)
in each follow-up with respect to SHBG value before BS in<25%
TWL patients and >25% TWL patients. *p < 0.050

reappearance or worsening of the associated comorbidi-
ties [27, 30, 42]. Therefore, there is a need for a biomarker
to predict the TWL and WR in the long term after BS.
Our results showed a 32% TWL at 12 months after BS.
The TWL 1 year after BS observed in our study is similar
to previous meta-analysis reporting an average TWL of
28-349% [36, 43]. Regarding the mean of WR in our study
was 6.6% 1 year after nadir, and this percentage is com-
parable to the results of a previous study, where a 5.7%
of WR was observed [36]. Although WR was calculated
before the period recommended of 3 years, our mean did
not differ much from the 8% reported previously [44]. In
addition, the different trends in weight lost and regained
observed in the 2 years of follow-up will be assessed in
subsequent follow-ups.

Bariatric surgery improves metabolism in general and
reduces the risk of obesity-associated disorders and all-
cause mortality in patients with obesity [45-47]. In this
sense, a T2D remission rate of 75% has been reported [48]
similar to our results, in addition to a reduction of 70% in
HOMA-IR along the first year [49]. Our results showed a
HOMA-IR reduction from 5.91 to 1.69 in which the pro-
posed HOMA-IR cut-off of 3.42 would inform us of an
improvement in IR [40]. Furthermore, we also observed a
significant reduction in fasting glucose and HbA lc levels
along the first year after BS as described previously [45].
Regarding SHBG, our results showed that plasma SHBG
levels increased after 1 month BS in all patients which has

also been described previously in women with polycystic
ovary syndrome and obesity [20] and recently reported in
several meta-analysis, where SHBG rise from 25 to 130%
[43.50-52].

In order to assess if SHBG plasma levels were a reli-
able predictor for a good response to BS in terms of TWL
and WR, we decided to measure plasma SHBG levels up to
24 months after BS. Our results showed for the first time
that early plasma SHBG levels increased differently depend-
ing on the response to BS at 24 months. Remarkably, >25%
TWL patients showed a mean increase of 100% in plasma
SHBG levels on the 1st month, which yielded an increment
of 150% 6 months after BS with respect to pre-BS values.
However, <25% TWL patients showed an increase of 40%
in SHBG plasma levels on the 1st month, with SHBG rela-
tive increments at 6 to 24 months not higher than 75% with
respect to pre-BS values. Importantly, the 1st month increase
in plasma SHBG levels significantly predicted a TWL >25%
to BS with a probability over 80%, regardless of age, gender,
or surgical procedure. Furthermore, the 1st month SHBG
increase also predicted the WR on the 24th month follow-up
according to the multiple regression model. This increase in
SHBG may be a consequence of decreased adipose tissue-
related inflammation [53]. However, lifestyle modifications,
such as fasting or exercise, have implications for the increas-
ing SHBG expression, which could regulate energy expend-
iture [54-56]. Regarding surgical procedure, our data did
not demonstrate that RYGB or the sleeve gastrectomy were
associated with different outcomes in the response to BS
along the follow-up, as previously reported [57], nor were
they associated with a differential increase in SHBG on the
first month after BS.

Thus, the early increase in SHBG observed in the >25%
TWL patients could reflect the improvement of the meta-
bolic profile in the medium and long term [58, 59], as previ-
ously reported, where WR is accompanied by an unfavorable
metabolic profile [60]. Finding early post-BS biomarkers
able to predict the mid- and long-term evolution is also
interesting to identify, and thus complements the markers
used prior to surgery, which are no-robust concerning BS
response. This early identification of patients who will have
WR 2 years after BS has a real potential of changing the
current guidelines and would allow clinicians to conduct
postoperative strategies and intensify treatments, such as
behavior intervention, dietary counselling, and GLP-1AR

Table 6 Parameters of
diagnostic performance of

SHBG increase

Sensitivity (95%CI)

Specificity (95%CI) PPV (95%CI) NPV (95%CI)

SHBG increase on the 1st 489
month with respect to pre-BS
for predicting good response
to BS 82%

66.7% (49.8-80.9)
5% 56.4% (39.6-72.2)
51.3% (34.8-67.6)

63.2% (38.4-83.7)
79.0% (54.4-93.9)
84.2% (60.4-96.6)

79.4% (61.7-91.4)
85.1% (65.7-95.9)
87.3% (66.9-97.4)

47.1% (26.7-68.3)
46.0% (28.1-64.8)
44.9% (27.8-62.8)

SHBG. sex hormone-binding globulin; PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value
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in order to prevent WR [25, 61, 62]. The inclusion of SHBG
in the analytical profiles of clinical practice and its accurate
assessment would allow individualization in postoperative
follow-up. Thus, collaboration between bariatric surgeons,
obesity medicine specialists, and dietitians is required [63,
64], which would support the implementation of personal-
ized medicine.

Our study has several limitations that should be noticed,
such as (a) the absence of assessment of the relation between
SHBG blood levels with basal metabolism and body compo-
sition change along the follow-up; (b) the influence of genet-
ics in SHBG expression; (¢) the role of adipokines variation
after BS in the SHBG liver synthesis; and (d) the impact of
each surgical technic used (RYGB and sleeve gastrectomy)
in the BS response and WR, determined by the limited num-
ber of patients included. This is a pilot study, where future
directions will be aimed at validating the cut-offs and pre-
dictive models obtained in a larger cohort considering all
these variables and in determining a possible active role of
SHBG in weight loss.

Conclusion

The increase in plasmatic SHBG levels within the first
month after BS is a good predictor of BS response in term
of TWL and WR after 2 years of intervention. More studies
are needed to elucidate the role of SHBG increase in the
overall improvement of the metabolic profile and weight loss
maintenance.
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4. DISCUSION

4.1 Influencia de la diabetes tipo 2 en la asociacion de los polimorfismos
PNPLA3 rs738409 y TM6SF2 rs58542926 en la fibrosis avanzada por NASH

El NASH puede considerarse como el estadio con mas implicaciones clinicas y pronésticas
dentro del MAFLD [52]. Est4 definido por la presencia de esteatosis e inflamacion
hepaticas, combinado con diferentes grados de fibrosis. La determinacion del grado de los
diferentes aspectos a evaluar, es decir, presencia de gotas lipidicas, infiltracion leucocitaria,
balonizacién de hepatocitos y fibrosis, se realiza mediante el estudio de biopsia hepética
[8]. Esta herramienta, sin embargo, muestra una foto estatica de la enfermedad, y no
permite determinar la velocidad de progresién en un contexto de combinacion de diferentes

factores metabdlicos y genéticos [6].

Los pacientes con NASH comparten caracteristicas clinicas y bioquimicas, donde destacan
una edad media de >50 afios, un IMC >30 kg/m? y alta prevalencia de DM2, tal y como se
puede observar en nuestra cohorte de estudio [66,173,174]. A pesar de no mostrar un perfil
lipidico alterado ni una concentracion elevada de las enzimas hepéticas, se han reportado
estudios donde es comun la hipertrigliceridemia y mayor concentracion de

aminotransferasas, sobre todo en pacientes afectos de diabetes y NASH [52,175].

Respecto a las caracteristicas histolégicas de la cohorte estudiada, la severidad de la
esteatosis y actividad NASH (indice NAS) fue similar entre los pacientes con DM2 y sin
ésta. La mayoria de los pacientes (64%) present6 esteatosis leve, un porcentaje mayor a
lo reportado previamente [66,175]. Por otro lado, mas de la mitad de los pacientes (56%)
presentd6 F3-4 [66,119,173,174]. Este alto porcentaje de fibrosis avanzada, frente a
estadios leves de esteatosis y actividad inflamatoria, pueden ser explicadas por el hecho
de que nuestra cohorte de estudio esta formada por pacientes con clinica de hepatopatia
cronica avanzada, elevada presencia de comorbilidades metabdlicas, y cuyo seguimiento
se realiza en el servicio de hepatologia de nuestro hospital, de tercer nivel y alto grado de

especializacion.

Los pacientes con DM2 si presentaron mayor proporcién de fibrosis avanzada que aquellos
sin diabetes, de acuerdo con datos publicados previamente [124,175-177]. Se ha reportado
gue las personas con DM2 presentan un aumento en las vias de sefializacion de respuesta
al estrés, como la del NFkB. Ademas, es comun la presencia de disbiosis, que puede
aumentar la produccion de LPS en la circulacion portal creando estimulos inflamatorios a

nivel hepatico, lo que favorece la progresion a fibrosis [31].
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Por otro lado, se puede considerar el NASH como un signo especifico de la DM2, el cual
representa la totalidad del dafio hepético en el sindrome metabdlico, donde la RI dirige la
progresion de la enfermedad [178]. Los pacientes con NASH y DM2 tienen mas
complicaciones vasculares, nefropatia, ECV, y mayor mortalidad que aquellos sin diabetes,
ocasionado posiblemente por la mayor progresion de la fibrosis hepética [55,175]. Por lo
tanto, se puede considerar que el MAFLD en la DM2 es NASH [29].

La frecuencia encontrada del alelo menor (G) para la variante p.1148M fue del 47%, mayor
a la reportada previamente en pacientes con MAFLD diagnosticado por biopsia hepatica
[179,180], y muy superior a la frecuencia alélica estimada global, que es del 21% [181]. No
obstante, para la variante p.E167K, la frecuencia encontrada, del 11%, es comparable a
otros estudios reportados en poblacion con MAFLD [120].

Uno de los objetivos principales de este estudio fue evaluar la asociacién de la fibrosis
avanzada con la presencia de las variantes p.I1148M y p.E167K. Esta estrecha asociacion
se ha descrito previamente [57,67,182,183]. La presencia de ambos polimorfismos también
se ha asociado al incremento de esteatosis y al propio desarrollo de MAFLD, y
especificamente NASH [119,184].

Los resultados obtenidos mostraron una asociacién significativa de cada uno de los
polimorfismos por separado o en combinacioén con la fibrosis avanzada. Esta asociacion ha
sido reportada previamente, donde se ha observado un efecto aditivo en el dafio hepatico
y la fibrosis con el aumento de alelos de riesgo en hepatopatias de diferentes etiologias,
como la alcohélica o por infeccién crénica de VHC [185,186]. El aumento de alelos de
riesgo de los genes estudiados, ademas de las variantes MBOAT7 rs641738 y HSD17B13
rs72613567, se ha asociado a mayor concentracion de aminotransferasas y mayor riesgo
de cirrosis y CHC [63,66,120,173]. Por otro lado, se ha focalizado el efecto de estos alelos
de riesgo en el higado, ya que receptores de higados procedentes de donantes portadores
de las variantes p.1148M y p.E167K mostraron mayor grado de esteatosis frente a aquellos

gue no portaban dichas variantes [58].

El papel molecular de estas variantes ain no esta descrito completamente. Por un lado, la
variante p.1148M ocasiona una disminucion en la actividad metabdlica de los acidos grasos
libres mediante la inhibicién de la enzima triglicérido lipasa adiposa presente en el higado
(ATGL), favoreciendo su acumulacién en el hepatocito. Por otro lado, la variante p.E167K,
reduce la actividad transportadora al exterior celular, impidiendo su liberacién [187]. Esta

combinacién de menor actividad metabdlica y menor exportacion lipidica puede tener un
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efecto sinérgico y acelerar la progresién de la enfermedad, encontrando, por tanto, mayor

grado de esteatosis, NASH y/o fibrosis en poblacion con estas variantes [120].

Al estudiar el efecto combinado de la DM2 con las variantes estudiadas, se multiplicé el
riesgo de fibrosis avanzada. Confirmando, por tanto, que la concurrencia de diabetes en
personas con alguna de estas variantes favorece la progresion de la enfermedad de
manera desproporcionada [187] (Figura 18). Esta influencia ha sido reportada
previamente, en el que la presencia de DM2 vy las variantes p.I148M y p.E167K actian
como variables independientes predictoras de NASH y fibrosis avanzada [188]. El modelo
multivariante obtenido en nuestra cohorte, conformado por la DM2 y la presencia de

polimorfismos, apunta en esta direccion.

1 . Insulin
3 Ace receptor
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Figura 18. Metabolismo lipidico hepatico en un contexto de Rl y el papel de PNPLA3 y TM6SF2. En el
estado de RI, la insulina no inhibe por completo la ATGL y los acidos grasos libres se liberan continuamente
del tejido adiposo a la sangre. La hiperinsulinemia también induce la actividad de la SREBP1c y la sintesis
hepatica de novo de lipidos. La PNPLA3 interactia con CGI-58 para regular la actividad de ATGL y la hidrélisis
de lipidos almacenados. Cuando estd mutado, inhibe la ATGL hepética y provoca esteatosis hepatica. El
TM6SF2 mutado inhibe la movilizacién de triglicéridos y el ensamblaje de VLDL. Figura obtenida de: Xia M-F,
et al. Front Pharmacol. 2019 Aug 6;10:877.

La interaccion entre la variante p.1148M y el IMC con la rigidez hepatica también se ha
reportado previamente, donde pacientes con DM2 vy obesidad presentaban
significativamente mayor rigidez hepética a mayor cantidad de alelos mutados, que
aquellos pacientes afectos de DM2 con normopeso y alelos mutados. La disfuncion del
tejido adiposo presente en personas con obesidad y DM2, ocasiona un estado
proinflamatorio con una concentracion patolégica de adipoquinas, como leptina y
adiponectina, y citoquinas, como el TNFa y la IL6, favoreciendo la inflamacion hepatica, RI
y finalmente, la activacion de vias de sefializacion de fibrosis hepatica. Este proceso puede
estar acelerado por la disminucion en la hidrolisis de triglicéridos por la mutacion p.1148M,

la cual favorece la acumulacion de intermediarios lipotoxicos que exacerban el estrés
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oxidativo y dafo tisular [176]. Asi pues, el estatus metabdlico, condicionado principalmente
por la presencia de DM2 y de obesidad, determina el efecto final de las variantes p.1148M

y p.E167K en el dafo hepético y la progresion del MAFLD [189].

Respecto a la edad, nuestros resultados mostraron que actlla como variable asociada a la
fibrosis avanzada. Por un lado, las personas con DM2 tienen mayor edad media, [175], ¥
por otro lado, la oportunidad de mayor progresion de la enfermedad con el envejecimiento
también favorece la aparicion de fibrosis avanzada [174,190]. Sin embargo, cabe destacar
que la presencia de diabetes enmascaré el efecto de la edad en la fibrosis avanzada,
sugiriendo el gran peso de este factor metabdlico en la progresion de la enfermedad.

En el subgrupo de pacientes sin DM2, Unicamente la edad y el HOMA-IR fueron variables
significativas de riesgo para la fibrosis avanzada. Como ya se ha comentado previamente,
la RI juega un papel fundamental en la progresién de la enfermedad y la fibrosis avanzada,
incluso en ausencia de DM2 [28,31]. Estudios previamente publicados, han confirmado que
la RI favorece la progresion de la fibrosis hepatica en un contexto de obesidad y MAFLD
[191]. Ademas, se ha reportado un aumento de leptina y disminucién de adiponectina,
confirmando la disfuncion del tejido adiposo como promotor de la progresion del MAFLD y
la RI [46].

El HOMA-IR es el célculo mas habitual para medir la Rl a nivel central o hepatico [125]. El
valor discriminante utilizado varia segun la poblacion estudiada, siendo de 3,02 en
poblacion joven mediterranea [126]; no obstante, las caracteristicas clinicas han de ser
tenidas en cuenta a la hora de ajustar este cut-off [192]. En este mismo estudio, se propuso
un HOMA-IR >3,42 como indicador de RI en poblacién con obesidad [126]. Otros autores,
han incluido el HOMA-IR en modelos de predicciéon de fibrosis en el NASH como variable
independiente [193], ademas de plantear su calculo en el seguimiento de pacientes con
NASH y proponiendo un cut-off de HOMA-IR >10 como predictor del empeoramiento de la
fibrosis hepatica [194].

En nuestra cohorte de pacientes con NASH, se puede afirmar que todos ellos presentaban
algun grado de RI (media de HOMA-IR=7,41), incluso en ausencia de DM2 (media de
HOMA-IR=5,40 en pacientes sin diabetes), y un IMC medio de 32 kg/m?, siendo de 31
kg/m? en el subgrupo de pacientes sin diabetes, confirmando esta relacién. El uso del
HOMA-IR como variable significativa en la asociacion y prediccion de NASH vy fibrosis
avanzada, en combinacién con las variantes p.l1148M y p.E167K, ha sido utilizado
previamente [124,188].
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La relacion de las variantes genéticas estudiadas y la RI no est& dilucidada por completo.
Los datos reportados hasta ahora han asociado la presencia de ambas variantes con el
contenido hepético de triglicéridos [58,121], clave en la patogénesis del MAFLD.
Inicialmente, se genera un desbalance entre sintesis (captacion de acidos grasos
circulantes desde el tejido adiposo y lipogénesis de novo), oxidacion hepatica y liberacion
en forma de VLDL. En un contexto de hiperinsulinismo y RI, la oxidacion de acidos grasos
libres en el higado se reduce considerablemente, mientras que la sintesis de éstos es
mayor, para su exportacion en VLDL; por otro lado, la liberacion de estos desde el tejido
adiposo estd aumentada, por accion de la LPL. Ademas, las dietas ricas en glucosa
inducen la acumulacion de triglicéridos hepéticos, ademéas de aumentar el riesgo de RI
[195-197]. La acumulacion de AGL favorece la aparicion de estrés oxidativo y disfuncion
mitocondrial, claves en la progresiéon a NASH. En este contexto, la disminucion de la
actividad de la PNPLA3 favorece aun méas la acumulacién lipidica, y, por otro lado, la
alteracion en la exportacion de triglicéridos a causa de la disfuncion del TM6SF2, aceleran
este proceso [187,198] (Figura 18). Asi, la Rl incrementa las caracteristicas del MAFLD
independientemente de las variantes de riesgo, y, por otro lado, el riesgo genético aumenta

las caracteristicas del MAFLD independientemente de la RI [199].

Para definir el grado de interaccion de las variantes estudiadas y la Rl en la fibrosis
avanzada, se propusieron varios modelos con las principales variables de interés: edad,
HOMA-IR y polimorfismos p.l1148M y p.E167K. El modelo 1 confirmd la independencia de
las tres variables, alcanzando una sensibilidad del 80% y especificidad del 83%. El elevado
grado de RI en los pacientes con NASH no permitio utilizar el cut-off de HOMA-IR=3,02
(definido para poblacion mediterrdnea) como variable significativa de prediccién de F3-4
(modelo 2). Se propuso un tercer modelo, en el que se definié un cut-off de HOMA-IR>5,20
como el 6ptimo para la prediccion de la fibrosis avanzada (OR=14,33), en combinacion con
la edad (OR=1,14) y la presencia de ambos polimorfismos (OR=19,04) con una alta
sensibilidad y especificidad. Asi pues, este cut-off no solo informa de la severidad de la Rl,
sino también del mayor riesgo de fibrosis avanzada en pacientes sin DM2 diagnosticados
de NASH. El uso de este biomarcador como herramienta de control, puede ser (til en la

prediccion del desarrollo de enfermedad hepatica grave [31].

Algunas de las limitaciones de este estudio son: a) el tamafio muestral, que puede haber
limitado la interpretacioén del papel que la DM2 y los polimorfismos PNPLA3 p.1148M y
TM6SF2 p.E167K en el desarrollo de fibrosis avanzada; b) la alta predominancia de la DM2
en la cohorte estudiada puede haber condicionado los resultados relativos al efecto de

ambos polimorfismos en la fibrosis avanzada en ausencia de diabetes. Sin embargo,
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consideramos esta proporcién como un reflejo de situaciones de la vida real, siendo la DM2
la comorbilidad mas frecuente en pacientes con NASH; (c) finalmente, el bajo nUmero de
alelos mutados en homocigosis hizo necesario el uso de un modelo genético dominante,
no pudiendo testar el efecto de los homocigotos mutados frente a los heterocigotos en el

desarrollo de fibrosis avanzada.

En resumen, en este estudio se ha demostrado que la presencia de DM2 o RI significativa,
definida por un nuevo cut-off de HOMA-IR 25,20, en combinacién con los polimorfismos
PNPLA3 rs738409 y TM6SF2 rs58542926 se asocian a fibrosis hepatica avanzada por
NASH, y que la concurrencia de DM2 junto con las variantes genéticas tiene un efecto
multiplicador en el riesgo de F3-4. La deteccion de estas variantes en poblacién con DM2
o RI significativa permitiria identificar a aquellos pacientes con mayor riesgo de desarrollar
fibrosis hepética avanzada y centrar los esfuerzos en un seguimiento personalizado y

tratamientos farmacoldgicos.

4.2 Aplicacién de un algoritmo secuencial basado en el FIB-4y ELF para

identificar alto riesgo de fibrosis avanzada en atencion primaria

Los resultados de este estudio muestran la necesidad y la oportunidad de implementar
algoritmos de estratificacion del riesgo de fibrosis, basados en biomarcadores, en poblacion
con riesgo de MAFLD [200,201], siendo las comorbilidades metabdlicas, DM2, obesidad o
dislipemia, las principales entidades clinicas en la deteccion de la hepatopatia crénica,
especialmente del MAFLD [28]. A pesar de que existen una gran cantidad de factores en
el desarrollo de fibrosis hepatica, el propio NASH representa la principal alteracion clinica

en la progresion de la enfermedad, y de un modo mucho mas dindmico [202].

La cohorte de NASH y de pacientes afectos de diabetes de atencidn primaria presentaron
un perfil bioquimico de analitos relacionados con el metabolismo de glucosa y lipidos muy
similar, reflejando la estrecha asociacion entre ambas entidades clinicas; tanto es asi que
el NASH promueve el desarrollo de DM2, y viceversa, la DM2 favorece el desarrollo de
NASH [48,177]. Tal y como se ha discutido anteriormente, la RI juega un papel esencial en
la fisiopatologia del NASH vy la fibrosis hepatica, reflejado en el HOMA-IR [191,194,203],
cuyo valor significativamente mas alto lo alcanz6 la cohorte de NASH, por encima de los
pacientes con DM2 de atencion primaria. Asi pues, la sospecha y busqueda de fibrosis
hepatica se hacen necesarias en pacientes con RI, acompafiada de otras comorbilidades

metabdlicas, tal y como reflejan los pacientes con NASH [49].
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El diagnostico errbneo de NASH vy fibrosis mediante el estudio histolégico de biopsia
hepatica es relativamente frecuente, donde un 23% de las discordancias pueden ser
atribuidas al propio muestreo del tejido hepatico. Se ha reportado que en el 89% de los
casos, la fibrosis estimada mediante ET es mayor que la diagnosticada por el analisis
histologico [204,205]. Esta discordancia entre la medida de ET y diagnéstico histoldgico se
puede ver reflejada en la cohorte de NASH estudiada, donde los pacientes con FO-1
presentaron un valor medio de 9,0 kPa obtenido por Fibroscan, el cual si hace sospechar
de fibrosis significativa (F2 en adelante), ya que supera el cut-off de 28,0 kPa, de consenso
para F 22 [105]. Tampoco se observo una buena correlacion en el diagnéstico de esteatosis
por ecografia frente al estudio de biopsia hepética, limitando la aplicacién de estas técnicas
en la estratificacion de la severidad de la enfermedad hepética. No obstante, la deteccion
de esteatosis hepética por imagen en poblacion de riesgo, independientemente del grado
de ésta, si resulta coste-efectiva, y por tanto un diagndstico de esteatosis oportuno puede
modificar el manejo clinico de los pacientes, que, en funcién de otras alteraciones
metabdlicas, como obesidad y diabetes, permitiria llevar un control mas individualizado de
la posible progresion de la hepatopatia [206]. Una alternativa es utilizar biomarcadores de
fibrosis hepatica, como el FIB-4 o el ELF, los cuales se pueden obtener a partir de analiticas
de seguimiento, y cuyo resultado puede complementar la medida de rigidez hepatica por
ET [207]. De esta manera, se reforzaria el posible diagnéstico de fibrosis hepatica, tal y
como se ha procedido en la cohorte de NASH estudiada, reduciendo la necesidad de la

biopsia hepatica [105].

El FIB-4 es un indice de calculo sencillo inicialmente desarrollado para descartar fibrosis
hepatica en pacientes coinfectados con VIH/VHC [107]. Se ha demostrado que permite
identificar pacientes con MAFLD con alto riesgo de desarrollar complicaciones o alto riesgo
de fallecimiento a causa de la hepatopatia [110]. Ha sido recomendado recientemente por
la EASL-Lancet Liver Commission para la estratificacion del riesgo de hepatopatia [127].
Este indice fue evaluado en la cohorte de NASH, donde se obtuvo un VPP de F3-4 del 97%
al aplicar un cut-off 22,67, lo suficientemente alto como para clasificar directamente a estos
pacientes con alto riesgo de fibrosis avanzada [208]. Sin embargo, debido al bajo VPN
(55%) para valores de FIB-4 <2,67, es necesario un segundo paso en la detecciéon de

fibrosis avanzada con el fin de “rescatar” a estos pacientes no detectados.

El ELF, por su parte, ha sido reportado como un buen marcador para la deteccién de
fibrosis hepatica [209] y para la deteccién de NASH en pacientes obesos que si tenian un
diagnéstico previo de esteatosis hepatica [115]. Ademas, este indice ha sido utilizado para
detectar tanto F3-4 (ELF=9,8) [210], como para la exclusion de F3-4 (ELF<8,4) [113]. Por
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otro lado, se ha reportado su utilidad en la prediccibn de manifestaciones clinicas en
pacientes con hepatopatia cronica (ELF>10,4) [211]. No obstante, se ha de interpretar con
precaucién segun la edad de los pacientes, ya que se han reportado “valores normales”
crecientes con el envejecimiento en ausencia de hepatopatia [114]. En cuanto al
rendimiento obtenido en la cohorte de NASH, se observé una sensibilidad diagndstica de
F3-4 del 68%, mayor que la del FIB-4 (35%), por lo que su uso en la practica asistencial
como medida complementaria al FIB-4, y como alternativa a la biopsia hepatica ha sido

defendido como coste-efectivo [207].

El algoritmo compuesto por la medida secuencial de FIB-4 y ELF alcanza los mejores
valores de los parametros diagndsticos de fibrosis avanzada (Figura 19), superando al
modelo bivariante, compuesto por la medida simultdnea de ambos biomarcadores
(sensibilidad y especificidad para F3-4 del 85% y 73% respectivamente en el algoritmo,
frente a una sensibilidad y especificidad del 80% y 70% respectivamente en el modelo
bivariante). Ademas, puede ser aplicado en un solo paso a partir de una Unica extraccion
sanguinea, ahorrando consultas médicas, permitiendo establecer una orientacion

diagndstica en poblacion de alto riesgo de hepatopatia por MAFLD.

FIB-4 index

FIB-4<1.30 FIB-4: 1.30-2.66

Intermediate risk

FIB-4 > 2.67

NPV: 80.5% PPV:96.6%

Low risk F3-4
NPV: 79.3%

High risk F3-4
PPV: 80.9%

ELF < 8.30 ELF: 8.30-9.49 ELF >9.50
NPV: 60.0% Intermediate risk PPV: 69.2%

High risk F2-4

PPV: 84.6%

Figura 19. Algoritmo de diagnostico de fibrosis avanzada en la cohorte de NASH. La aplicacion secuencial
de FIB-4 y ELF permitiria clasificar los pacientes en FO-1 con un elevado VPN (FIB-4<1,30 y 1,30<FIB-4<2,66
seguido de ELF<8,30), F3-4 con un elevado VPP (FIB-422,67 y 1,30<FIB-4<2,66 seguido de ELF>9,50) y F2-
4 con un elevado VPP (1,30<FIB-4<2,66 seguido de 8,30<ELF<9,49). Elaboracién propia.

Una gran ventaja del algoritmo propuesto es que combina la elevada especificidad del FIB-
4 y la buena sensibilidad del ELF para la deteccion de fibrosis avanzada mediante la
combinacion de dos cut-offs para cada biomarcador: FIB-4<1,3 para detectar FO-1 y FIB-

4>2 67 para detectar F3-4; y para los valores intermedios de FIB-4, ELF<8,30 para
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confirmar FO-1 y ELF=9,50 para confirmar F3-4. Por otro lado, permite afiadir la categoria
de F2-4 (fibrosis significativa) en la estratificacion del riesgo de fibrosis hepatica. Para
aguellos valores intermedios de FIB-4 y seguidamente de ELF (8,30<ELF<9,50), se
alcanz6 un VPP del 84,6%. Esta clasificacion no es posible con el uso de biomarcadores
individuales respetando los mismos valores discriminantes. De esta manera, se da un
nuevo significado al valor discriminante de 8,30, ya que de manera individual solo permite
detectar FO-1 con alta especificidad (94%) pero muy poca sensibilidad (18%) cuando
ELF<8,30, pero al combinarse con un valor intermedio de FIB-4 previo, se consigue una
alta sensibilidad (88%) para la deteccién de F2-4 cuando ELF=8,30 (Figura 19). Resulta
de gran interés clinico en el manejo y tratamiento del MAFLD poder diagnosticar pacientes
con estadios intermedios de fibrosis, ya que el grado de dafio hepético es menor, y asi
aplicar terapia dirigida a mejorar las comorbilidades metabdlicas que puedan mejorar el
prondstico de la hepatopatia [30].

Esta propuesta de algoritmo basado en biomarcadores séricos ha sido reportada
previamente a la hora de decidir qué pacientes deberian ser derivados al especialista o en
cambio, continuar en la atencion primaria, segun el riesgo de F3-4. El calculo inicial de FIB-
4, seguido de la medida del ELF para valores intermedios podria suponer una reduccion
del 70% de las derivaciones a la atencién especializada, ademas de reducir un 25% el
gasto total sanitario. Asi, se priorizaria a los pacientes con alta sospecha de hepatopatia
avanzada, frente a aquellos que solo necesitarian una atencién sanitaria convencional
(standard of care, SOF) [130].

En casos en el que la medida de ET sea posible, seria de gran interés incluirla como medida
complementaria al estudio de biomarcadores, tal y como se ha realizado en la cohorte de
NASH. Nuestros resultados mostraron una concordancia del 82% para la deteccion de F3-
4 entre el Fibroscan y el algoritmo secuencial, alcanzando el 96% para la deteccion de F2-
4. Esto supondria una reduccion en la realizacion de biopsias hepaticas [104]. Por
consiguiente, es totalmente asumible y eficiente trabajar en el desarrollo de métodos y
algoritmos diagnosticos de fibrosis hepéatica derivada del NASH, basados en

biomarcadores y pruebas de imagen no invasivas [212].

El algoritmo desarrollado se aplicé en las cohortes de primaria, con diagnésticos de DM2 y
de hepatopatia crénica, a modo de estudio piloto. Los pacientes de estas cohortes eran
visitados principalmente en atencién primaria siguiendo SOF, a pesar de que muchos de
ellos tenian un diagndstico previo de esteatosis por ecografia, y tenian mas de una

comorbilidad metabdlica, de acuerdo con los registros médicos. Cabe recordar, que la DM2
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se considera uno de los principales factores de riesgo metabdlicos para la fibrosis hepatica
avanzada [26,177,213]. Por lo que la sospecha y bUsqueda activa de fibrosis hepatica
deberia de realizarse en este perfil de pacientes, particularmente en aquellos con
diagnéstico de hepatopatia cronica [214]. La seleccién de poblacién de riesgo es el primer
paso en el diagnéstico de fibrosis hepatica por MAFLD, donde el SM, la DM2 y la obesidad
ocupan el lugar central como factores de riesgo metabdlico. Que, junto con la deteccidon de
esteatosis por ecografia o la presencia de valores anormalmente elevados de
transaminasas, pueden desencadenar la detecciébn de fibrosis hepatica mediante
algoritmos basados en biomarcadores [128]. Las cohortes de atencion primaria
seleccionadas representan por tanto la poblacion de riesgo insuficientemente estudiada.

Un 28% de los pacientes de ambas cohortes de atencion primaria fueron clasificados como
F3-4, un porcentaje claramente inferior al estimado en la cohorte de NASH (49%), pero lo
suficientemente grande como para considerar necesaria la implementaciéon de protocolos
de derivacion [105]. Por otro lado, los elevados porcentajes de pacientes clasificados como
F3-4 que fueron derivados en algiin momento al médico especialista debido al diagnéstico
clinico que tenian (44% y 42% de pacientes con diabetes y con hepatopatia cronica,
respectivamente), muestran que casi la mitad de estos pacientes de alto riesgo se hubieran
beneficiado directamente por la aplicacion de este algoritmo. Cabe recordar que un 10%
ademas, tenian una medida de Fibroscan indicativa de F3-4, y la mayoria tenian esteatosis
hepatica confirmada por ecografia (hasta un 80%). Se puede comprobar, por tanto, que a
pesar de contar con diferentes niveles atencién sanitaria y sistemas de derivacién en
poblacion de riesgo, no se realiza poniendo la enfermedad hepatica en el centro, y en
concreto en la busqueda de fibrosis avanzada. Es necesario actualizar los protocolos de
derivacién en nuestro sistema sanitario, donde se incluyan biomarcadores de fibrosis
hepatica, y asi seleccionar a la poblacion de alto riesgo, y rescatar aquella que permanece
oculta, para que puedan recibir una atencion sanitaria acorde a sus necesidades. Por otro
lado, se ha de estudiar el impacto econémico que supondria la medida del ELF, debido a

su elevado coste.

En el caso particular de los pacientes clasificados como F2-4 segun el algoritmo, se podrian
implementar diferentes estrategias segun la disponibilidad de recursos, por ejemplo, la
repeticion de la medida de los biomarcadores cada cierto tiempo o la medida de la rigidez
hepatica por ET en caso de estar disponible [127,215]; todo ello acompafado de un estudio
de posibles alteraciones metabdlicas de los pacientes y busqueda de esteatosis por
imagen, para asi tener una primera orientacion diagndstica de MAFLD [3,9]. Por lo tanto,

el ajuste de los valores discriminantes utilizados en los biomarcadores en la poblacion
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diana de nuestro entorno sanitario ha permitido estratificar en alto riesgo de F3-4 o riesgo

intermedio (F2-4), priorizando asi la derivacion de los pacientes adecuados.

Las guias clinicas publicadas por la EASL y la AASLD han planteado algunas dudas sobre
la necesidad de realizar un cribado poblacional del MAFLD sin criterios selectivos, y en
particular de la fibrosis avanzada, sino que ha de realizarse en poblacion de riesgo [29,43].
En pacientes con factores de riesgo metabdlico en un entorno de medicina comunitaria, se
espera una baja prevalencia de fibrosis avanzada, por lo que deberian utilizarse pruebas
de fibrosis no invasivas con el fin de descartarla [103]. Ademas, se ha consensuado que,
en la poblacion afecta de DM2 en patrticular, se ha de realizar un mayor esfuerzo clinico en
la basqueda del MAFLD, donde el uso de biomarcadores y la ET son herramientas de
apoyo esenciales [29,124,216]. Cabe destacar que un 25% de los pacientes con DM2 y
MAFLD y FIB-4<1,30 presentaban fibrosis avanzada por estudio de biopsia hepética; asi,
un resultado de FIB-4<1,30 ha de considerarse con precauciéon en esta poblacién, donde
la ET puede ayudar a refinar la evaluacion clinica [108,217]. En la cohorte de NASH
estudiada, se incluyo la variable DM2 en el modelo bivariante (FIB-4 y ELF) con el fin de
mejorar un posible infradiagndstico de F3-4 causado por valores de FIB<1,30, sin embargo,

no se mejord el porcentaje de casos correctamente clasificados, del 76%.

Algunas limitaciones del estudio que han de considerarse son: a) la alta proporcién de
fibrosis avanzada en la cohorte de NASH que podria sobreestimar el porcentaje de
pacientes F3-4 en las cohortes de atencién primaria; b) la ausencia de un método gold
estandar para determinar el grado de fibrosis en dichas cohortes de atencion primaria
podria limitar la evaluaciobn de la concordancia del algoritmo propuesto y su

implementacion.

En resumen, el uso de biomarcadores para el diagnéstico de fibrosis hepética permite la
deteccion de aquellos con alto riesgo de F3-4. El FIB-4 y el ELF utilizados en un algoritmo
secuencial es una estrategia muy eficiente en la estratificacién del riesgo de fibrosis en
poblacion de riesgo metabdlico, ya que se puede realizar en un solo paso, y asi priorizar la

derivacion de los pacientes de atendidos en atencién primaria.

4.3 Aumento precoz de la SHBG como predictor de la respuesta a la cirugia

bariatrica en la obesidad severa

Los pacientes con obesidad tienen en la CB la mejor solucidén para conseguir una pérdida
de peso satisfactoria y sostenida, y una mejora de las comorbilidades metabdlicas

asociadas. Sin embargo, la respuesta a largo plazo a la CB es variable, en la que la
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reganancia de peso se produce en un nimero significativo de pacientes [151,164], lo que
supone un deterioro de la calidad de vida y la reaparicion o empeoramiento de las
comorbilidades asociadas que precisan un manejo adecuado [166,168,218]. Asi, es
necesaria la busqueda de un biomarcador que prediga la respuesta a la CB a largo plazo

en términos de TWL y WR, variables utilizadas en la practica asistencial.

Nuestros resultados mostraron que el TWL en la cohorte estudiada alcanzé un 32% en el
nadir (12° mes de seguimiento), a partir del cual no observamos variacién en la tendencia
de pérdida de peso (TWL=31%); incluso se observé una reganancia de peso en el 32% de
los pacientes. Las caracteristicas clinicas de nuestra cohorte son similares a otros estudios,
como la DM2, la dislipemia y la Rl, ademas de un IMC y un perimetro de cintura semejantes
[219-221]. La pérdida de peso total observada un afio después de la CB es similar a la
reportada en un metaanalisis reciente, en el que el TWL medio fue del 28-34% [167,222].
Por otro lado, la media de la WR en nuestro estudio fue del 6,6% un afio después del nadir
(24° mes de seguimiento), ademas de que un 20% de los pacientes con un TWL<25%
recuperaron >10% de peso después de 24 meses. Estos porcentajes son comparables a
los de estudios previos, en los que se recuperé un 5,7% del peso nadir un afio después y
el percentil 75 fue del 9,6% [167]. En este sentido, se ha recomendado esperar a los 3 afios
de la CB para estudiar la variacion de peso en términos de TWL y WR [223], no obstante,
en los dos afios de seguimiento realizado en nuestro estudio fue suficiente como para
observar distintas tendencias en la pérdida de peso, que habran de ser analizadas en los
seguimientos posteriores. Por otro lado, las diferentes alternativas de medicion de la WR y
el umbral de TWL seleccionados pueden ajustarse de forma mas precisa a la asociacion
con la mayoria de los resultados clinicos registrados durante el seguimiento y a la posible

remisién de las comorbilidades relacionadas con el SM [163].

Los efectos de la CB en pacientes con obesidad reducen significativamente el riesgo de
trastornos asociados a la obesidad y la mortalidad por cualquier causa [224-226]. En este
sentido, se ha descrito una tasa de remision de la DM2 del 75%, similar a nuestros
resultados [227], y una reduccion de alrededor del 70% del HOMA-IR a lo largo del primer
afo, de 5,91 a 1,69 en nuestro caso; asi el punto de corte HOMA-IR propuesto de 3,42 en
pacientes con obesidad nos informaria de una mejoria de la Rl [126,228]. Ademas,
observamos una mejora en el perfil metabdlico, donde se ha descrito previamente una
reduccion significativa de la concentracién de glucosa en ayunas y de HbAlc a lo largo del
primer afio tras la CB [224], asi como un perfil lipidico méas favorable con niveles mas bajos
de triglicéridos [227,228]. Finalmente, nuestros datos confirmaron que la concentracion

plasmatica de SHBG aument6 después de un mes de someterse a la CB en todas las
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pacientes, lo que también se ha descrito en mujeres con SOPC y obesidad [151]. Este
aumento significativo se ha resumido en varios metaanalisis recientes en los que la SHBG
aumento del 25% al 130% [157,222,229,230].

La concentracion de SHBG esté asociada con el metabolismo de la glucosa, la adiposidad
y los componentes del SM [19,91,231] y es uno de los mediadores entre varios tejidos
endocrinos y podria contribuir con su propio papel fisiopatolégico en la obesidad [145].
Ademas, la CB afecta profundamente a las funciones endocrinas del tejido adiposo, donde
las citoquinas proinflamatorias, la adiponectina y la leptina restablecen sus niveles [232-
235]. Como hemos observado en nuestra cohorte, existe una mejora de la Rl y una remision
de la DM2 en la mayoria de los pacientes tras la CB [236,237], por lo que es posible que la
reduccion de la RI favorezca la recuperacion la funcion hepdética, hecho que puede
desempefiar un papel importante en la pérdida de peso y la regulacion del metabolismo
tras la CB [170,238,239].

Para evaluar si la concentracion circulante de SHBG eran un predictor fiable de una
respuesta buena o mala a la CB en términos de TWL y WR, decidimos medir su
concentracion hasta 24 meses después de la CB. Nuestros resultados mostraron por
primera vez que la concentracion de SHBG aumentd precozmente de forma diferente
dependiendo de la respuesta a la CB a los 24 meses. Asi, los pacientes con un TWL=25%
experimentaron un aumento medio de la concentracién de SHBG del 100% en el primer
mes, que se tradujo en un incremento del 150% a partir del 6° mes de seguimiento con
respecto a antes de CB. Sin embargo, los pacientes con un TWL<25% presentaron un
aumento de SHBG de sélo el 40% después del 1°" seguimiento, con incrementos relativos
de SHBG entre el 6° y el 24° mes con respecto al pre-CB no superiores al 75% (Figura
20). Es importante destacar que el aumento temprano de la concentracion de SHBG predijo
significativamente una buena respuesta a la CB con una probabilidad superior al 80%,
independientemente de la edad, el sexo o el procedimiento quirtrgico. Ademas, el aumento
precoz de la SHBG también predijo la WR en el 24° mes de seguimiento segun el modelo

de regresion multiple.
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Figura 20. Aumento porcentual de la SHBG en cada seguimiento respecto al valor pre-CB. Media y error
estandar del incremento de SHBG en porcentaje en cada seguimiento (15t month o 1°" seguimiento, 6™ month
0 6° seguimiento, 12" month o 12° seguimiento, 24" month o 24° seguimiento) en pacientes con un TWL <25%
y un TWL 225%. *p<0.050. Elaboracion propia.

Este aumento de la SHBG puede ser consecuencia de la disminucion de la inflamacion
relacionada con el tejido adiposo [160]. En estudios previos, se ha descrito una reduccién
significativa de la expresion del TNFa y de la IL6 en el tejido adiposo 6 meses después de
la CB, lo que podria reducir la inflamacion relacionada con la obesidad y la RI [233]. La
reduccion de los marcadores inflamatorios, junto con el aumento de los niveles de
adiponectina [232], desencadenaria el aumento de la sintesis hepatica de SHBG [222,230].
Asi, la reduccion masiva y rapida de tejido adiposo y la inflamacion relacionada, podria
explicar el aumento de la concentracién plasmatica de SHBG después de la CB [240]. Por
otro lado, las modificaciones del estilo de vida, como el ayuno o el ejercicio, tienen
implicaciones en el aumento de la expresion de SHBG, que podria regular el gasto
energético [241-243]. En cuanto al procedimiento quirdrgico, nuestros datos no
demostraron que el RYGB o0 la gastrectomia en manga se asociaran a diferentes
respuestas a la CB como se ha descrito previamente [243], ni tampoco a un aumento

diferencial de la SHBG en el primer mes tras la CB.

Asi, el aumento precoz de la SHBG observado en los pacientes con un TWL 225% podria
reflejar la mejora del perfil metabdlico a medio y largo plazo [136,160], como ya se ha
publicado previamente, en los que la WR se acompafia de un perfil metabdlico
desfavorable [244]. En este sentido, resulta interesante identificar biomarcadores
tempranos post-CB capaces de predecir la evolucion a medio y largo plazo, y
complementar asi los marcadores utilizados previamente a la cirugia, que no son lo

suficientemente robustos en cuanto a la respuesta a la CB y se centran en variables
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antropométricas y marcadores genéticos [166,169,245]. Esta identificacion precoz de los
pacientes que presentardn WR dos afios después, tiene un potencial real de cambiar las
guias de précticas clinica actuales, y permitiria a los clinicos llevar a cabo estrategias
postoperatorias e intensificar los tratamientos, como la intervencion conductual, el
asesoramiento dietético y el uso de farmacos como los GLP-1AR, con el fin de prevenir la
reganancia ponderal [164,172,246] y reducir las elevadas tasas de reoperacion [163]. La
inclusién de la SHBG en los perfiles analiticos de la practica clinica permitiria lograr el
seguimiento individualizado tras la CB. Asi pues, es necesaria la colaboracion entre
equipos de cirujanos, especialistas en medicina de la obesidad y dietistas [171,247], lo que

favoreceria la implantacion de la medicina personalizada.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones que deben tenerse en cuenta, como: (a) la
ausencia de evaluacion de la relacion entre la concentracion de SHBG con el metabolismo
basal y el cambio en la composicion corporal a lo largo del seguimiento; (b) la influencia de
variantes genéticas en la expresion de SHBG; (c) el papel de la variacion de las
adipoquinas tras la CB en la sintesis hepatica de SHBG; (d) el impacto de las técnicas
quirdrgicas utilizadas (RYGB y gastrectomia en manga) en la respuesta a la CB y la WR,
determinado por el limitado nimero de pacientes incluidos. Se trata de un estudio piloto en
el que las futuras lineas iran dirigidas a validar los puntos de corte descritos y los modelos

predictivos obtenidos en una cohorte mayor considerando todas estas variables.

En resumen, el aumento de la concentracion plasméatica de SHBG en el primer mes tras la
CB es un buen predictor de la respuesta a ésta en términos de TWL y WR tras dos afios
de la intervencién. Este aumento podria reflejar la disminucion de la inflamacion y
disfuncion del tejido adiposo visceral y la recuperacion de la funcion hepatica, ademas de
que la SHBG podria tener un papel activo en la mejora general del perfil metabdlico y el

mantenimiento de la pérdida de peso.
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5. CONCLUSIONES

1. La diabetes mellitus tipo 2, la resistencia a insulina severa y la presencia de los
polimorfismos PNPLA3 rs738409 y TM6SF2 rs58542926 actuan como factores de
riesgo independientes de fibrosis avanzada en el NASH.

2. La diabetes mellitus tipo 2 o la resistencia a insulina severa incrementan el riesgo de
fibrosis avanzada en pacientes con NASH que portan los polimorfismos PNPLA3
rs738409 y TM6SF2 rs58542926.

3. Los biomarcadores FIB-4 y ELF permiten la deteccién de pacientes con NASH con alto

riesgo de fibrosis avanzada.

4. La medida combinada del FIB-4 y ELF en un algoritmo diagnéstico es una estrategia
atil y eficiente en la estratificacion del riesgo de fibrosis hepatica en pacientes con

factores de riesgo metabdlicos de enfermedad hepatica.

5. Elincremento de la concentracion de SHBG en el primer mes tras la cirugia bariatrica
es un buen predictor de la respuesta a ésta en términos de pérdida total de peso y

reganancia ponderal a los dos afios de la intervencion.
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