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Infroduccidn

1. Enfermedad hepdtica por depésito de grasa. Definicidon y categorizacion

La enfermedad por higado graso no alcohdlico (en inglés nonalcoholic fatty
liver disease, NAFLD) se define como la presencia de esteatosis (macro o
microvesicular) en mads del 5% de los hepatocitos sin consumo significativo de
alcohol (<20 gr etanol/dia) y después de excluir ofras causas de enfermedad
hepdtica. De acuerdo a las Ultimos datos, NAFLD afecta hasta el 30% de la
poblacién occidental [1, 2]. Asi, la prevalencia de esta enfermedad en EEUU se
estima alrededor de un 25% (aunque se considera infra-diagnosticada) [3] y es
la causa mdas comun de enfermedad hepdtica créonica [4-9].

NAFLD es un término que conlleva un amplio espectro histoldgico que va
desde el depdsito de grasa en los hepatocitos sin evidencia de dano hepdtico
hasta la esteatosis acompanada de un componente necroinflamatorio con o sin
fibrosis denominada esteatohepatitis no alcohdlica (en inglés nonalcoholic
steatohepatitis, NASH). La esteatohepatitis estd caracterizada por respuesta
inflamatoria y dano hepatocelular crénico que puede evolucionar a fibrosis
hepdtica y en su etapa final a cirrosis con riesgo de desarrollar carcinoma
hepatocelular.

Gran parte de las caracteristicas histoldégicas de NAFLD pueden aparecer en
otras enfermedades hepdticas, por lo que es recomendable hacer una
exclusion de otras patologias hepdticas previa a su categorizacion histoldgica.
Esta debe ser estricta y permitir reconocer los diferentes grados de una misma
enfermedad. Se han descrito 4 grandes categorias de la enfermedad hepdtica
por depdsito de grasa [10] (Figura 1):

- No evidencia significativa de esteatosis: < 5% de hepatocitos muestran
esteatosis y no se objetivan cambios histoldgicos que sugieran
esteatohepatitis.

- Esteatosis simple (en inglés fatty liver): presencia de esteatosis en > 5%
de los hepatocitos sin cambios histolédgicos que sugieran
esteatohepatitis.

- Esteatohepatitis (NASH): presencia de esteatosis, inflamacién,
“balonamiento” hepatocelular (degeneracién hialina del hepatocito)
con o sin fibrosis.

- Fibrosis/Cirrosis  criptogenética (cirrosis de causa desconocida o
inexplicada): presencia de fibrosis con ausencia o minimos hallazgos
de esteatosis o esteatohepatitis. En este caso, es necesario descartar
ofras causas (alcohol, virus...) de cirrosis hepdtica.



Cuantificacion y monitorizacion de NAFLD por RM

Figura 1. Iméagenes histoldgicas representativas de NAFLD. A. Esteatosis simple macrovesicular (Tincion de
hematoxilina-eosina). B. Esteatohepatitis, se observa fibrosis perivenosa y perisinusoidal (azul) y degeneracién hialina
de Mallory (flechas) (Tincién de Tricrémico de Masson). Imagenes obtenidas de Kumar et al. [11].

La historia natural varia segun el diagndstico histoldgico inicial. Aunque los
pacientes con NAFLD normalmente presentan un curso benigno, pueden
desarrollar formas progresivas a NASH, cirrosis y carcinoma hepatocelular [2, 12].
Hasta un 30-40% de los pacientes con NASH presentan en el momento del
diagndstico fibrosis avanzada. Se ha comprobado que la cirrosis es una etapa
tardia de NAFLD que histoldgicamente ha perdido el patrén necroinflamatorio y
esteatdsico, implicdndose como factor etioldgico en hasta un 70% de casos de
cirrosis criptogenética, especialmente entre mujeres mayores y diabéticas tipo 2
[13-15]. Los factores que influyen en la progresion de la enfermedad son
multiples. La esperanza de vida de los pacientes con NAFLD es inferior a la de la
poblacién sana debido a un aumento de la mortalidad por causas
cardiovasculares y hepdticas [16-18].

2. Patogénesis

La patogénesis de NAFLD no estd claramente definida. La teoria mds aceptada
considera la resistencia periférica a la insulina el mecanismo causal de la
esteatosis hepdtica simple, y probablemente de la esteatohepatitis [19-21]. Es
probable que NAFLD represente el componente hepdtico de un sindrome
metabdlico que en su expresidon fenotipica completa estd caracterizado por la
presencia de resistencia periférica a la insulina, obesidad, diabetes mellitus tipo
2, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e hipertension arterial. La obesidad y
la diabetes tipo 2 son condiciones asociadas con la resistencia periférica a la
insulina y son frecuentemente observadas en pacientes con NAFLD [22, 23]. Se
ha demostrado que el sindrome metabdlico es un importante factor de riesgo
para la aparicion de NAFLD en la poblacion general [24].



Infroduccidn

Hay una teoria que habla del “doble dano” (en inglés second hit) o "dano
oxidativo adicional” necesario para la manifestacidon del componente necro-
inflamatorio de la esteatohepatitis a partir de la esteatosis hepdtica simple
(Figura 2) [25]. Los danos oxidativos mds frecuentes son el depdsito de hierro en
el higado, la leptina (enzima producida en el tejido adiposo que aumenta la
resistencia a la insulina), la deficiencia de antioxidantes, la franslocacion de
componentes bacterianos del tracto gastrointestinal al higado vy las alteraciones
mitocondriales de los hepatocitos. Los mecanismos que conducen al desarrollo
de esteatosis hepdtica y posteriormente a la aparicion de los fendbmenos
inflamatorios, solo se conocen de forma parcial aunque apoyan la hipdtesis de
multiples estimulos paralelos [26].
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Figura 2. Teoria del doble dafio o “second hit’. Esquema de la patogenia de NAFLD.
CYP-2E1: Citocromo P450 2E1. Imagen modificada de Day et al. [25].

A. Resistencia periférica a la insulina

Se trata de un desajuste en la capacidad de la insulina para regular el
metabolismo de la glucosa vy los lipidos. Es un defecto temprano e importante
asociado con obesidad y diabetes mellitus tipo 2 [27, 28] y una de las causas
efiopatogénicas principales de la esteatosis hepdtica y probablemente de Ia
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esteatohepatitis aunque no todos los pacientes con NASH presentan esta
alteracién. Este dato sugiere que se trata de un sindrome heterogéneo con
multiples factores que estdn involucrados en su patogenia.

En una situaciéon postprandial, con una carga energética celular y glucemia
elevadas, domina la accion de la insulina. En el tejido adiposo, frena la lipdlisis
de los triglicéridos almacenados al provocar la inactivacion de la lipasa sensible
a hormonas (HSL), aumenta la entrada de glucosa y su oxidaciéon glucolitica, y
activa la lipoproteina lipasa (LPL) del endotelio que rompe los triglicéridos de los
quilomicrones y de VLDL liberando dcidos grasos, que entran en el adipocito
[29]. La insulina aumenta el contenido de grasa del tejido adiposo y el aimacén
de glucosa y dacidos grasos en el tejido muscular, reduciendo la glucemia vy la
lipemia. Ante la hipoglucemia se activa el glucagdn que intenta compensar los
efectos de la insulina. Activa la HSL en el tejido adiposo generando glicerol que
es utilizado por el higado para la sintesis de glucosa y de dcidos grasos libres que
servirdn de combustible para la mayoria de los tejidos [29]. La insulina pone en
marcha rutas de senalizacion especificas (Figura 3) y asi, la unidn a su receptor
provoca una fosforilacion cruzada en residuos de tirosina de las cadenas del
interior celular del receptor que actian como puntos de anclaje para sustratos
del propio receptor, tales como IRS-1, IRS-2 o Grb-2 [30, 31].

El tejido adiposo es una fuente de senales moleculares (e.g., TNF-a e IL-6) que
regulan la accién de la insulina [32, 33]. Dichas moléculas son las principales
responsables de la resistencia a la insulina ya que desajustan la fosforilacion
cruzada del receptor [32]. En este senfido, se ha observado una elevada
produccion de TNF-a en individuos obesos. Asi, la insulina no es capaz de revertir
la activacion de la HSL en la hipoglucemia, liberdndose d&cidos grasos libres
desde el tejido adiposo al torrente circulatorio [30]. Los dcidos grasos y la
hiperglucemia estimulan la secrecion de insulina por las células B del pdncreas,
provocando hiperinsulinemia [30] y cuando se agota el pdncreas, puede
desembocar en la aparicion de una diabetes tipo 2. Ademds, los niveles
elevados de dcidos grasos libres evitan la activacion de la LPL en el endotelio,
impidiendo la metabolizacién de lipoproteinas ricas en triglicéridos (VLDL vy
quilomicrones) lo que produce una elevacion de su concentracion sérica [34].

La base genética de la resistencia periférica a la insulina que suele ocurrir en
pacientes con NAFLD no estd clara, aungue existen evidencias de diferentes
alteraciones genéticas involucradas, tales como polimorfismos en el gen APOC3
que codifica para apolipoproteina C3 [35], en el gen IL6 que codifica para
interleucina 6 [36] o en el gen PNPLA3 que codifica adiponutrina (proteina
expresada en el tejido adiposo, piel e higado) [37].
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Figura 3. Resistencia periférica a la insulina producida por TNF-a.. (A) La unién de la insulina a su receptor frena a
la lipasa sensible a hormonas (HSL) y detiene la lipdlisis en el tejido adiposo. EI TNF-o impide la fosforilacion de
residuos de tirosina del receptor de insulina, el reclutamiento de sustratos IRS y la accion antilipolitica de la insulina; al
liberarse &cidos grasos al torrente en periodos postprandiales, aumenta la secrecion de insulina por células
pancreaticas y se bloquea la accion de la lipoproteina lipasa (LPL) en musculo y tejido adiposo, causando
hipertrigliceridemia asociada a quilomicrones y VLDL. (B) Principales acciones de la insulina.

SREBP, proteina de unién a elementos regulados por esteroles; PDK, proteina quinasa dependiente de PIPs; PKC,
proteina quinasa C; AKT, proteina quinasa B; MAPK, proteina quinasa activada por mitégeno; IDL, lipoproteina de
densidad intermedia. Imagen obtenida de Buqué et al. [31]

Un aumento de concentracidon de grasa intrahepdtica se correlaciona con
incremento de la gluconeogénesis, del nivel de dcidos grasos libres y de la
resistencia a la insulina [38]. La resistencia periférica a la accién de la insulina
produce cambios marcados del metabolismo de los lipidos, como son el
aumento de la lipdlisis periférica, sintesis de triglicéridos y captacion hepdtica de
dcidos grasos libres [39], lo que contribuye a la acumulacion de triglicéridos
hepatocelulares [40].
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La presencia de grasa infrahepdtica favorece la aparicion de fendmenos de
inflamacion vy fibrosis, posiblemente mediados por la interleucina 6 [41]. Se ha
demostrado que la resistencia a la insulina es importante en la etiopatogenia de
esteatosis simple y NASH. Los fGrmacos que actuan sobre la glucosa, tales como
rosiglitazona [42] y pioglitazona, producen efectos beneficiosos en pacientes
con NAFLD [43]. Ambos son fdrmacos antidiabéticos de la familia de las
tiazolidindionas que actuan a nivel del receptor nuclear PPAR-y disminuyendo la
resistencia a la insulina en fejido adiposo, musculo esquelético e higado y de
forma secundaria, consiguen disminuir la esteatosis y los fendmenos inflamatorios
y de necrosis celular en pacientes con NASH [44].

B. Acumulacion de triglicéridos intrahepatocitarios

La esteatosis hepdtfica es una manifestacion del acUmulo excesivo de
triglicéridos en el higado. Estos triglicéridos provienen principalmente de dcidos
grasos libres en suero liberados del tejido adiposo o de dcidos grasos generados
en el higado por lipogénesis de novo [45]. La insulina es lipogénica vy
antfigluconeogénica en el hepatocito. En situacion fisioldgica, la insulina
favorece la entrada de glucosa y su posterior conversion por fosforilacion a
glucosa é6-fosfato en el hepatocito, derivéndola posteriormente a la formacion
de glucégeno primero y a su oxidacion después [46]. De esta manera la glucosa
proporciona el Acetil-CoA y el NADPH necesarios para la sintesis de novo de
dcidos grasos [47].

Los dcidos grasos son biomoléculas de naturaleza lipidica formadas por una
larga cadena hidrocarbonada lineal en cuyo extremo hay un grupo carboxilo.
Forman parte de los fosfolipidos y glucolipidos que son las moléculas que
constituyen la bicapa lipidica de todas las membranas celulares y, en los seres
humanos, la mayoria de los dcidos grasos se encuentran en forma de
triglicéridos que se almacenan en el tejido adiposo.

En el higado el contenido lipidico estd regulado por una serie de procesos
fisioldgicos, tales como la importacion de dcidos grasos libres (AGL) desde el
tejido adiposo, la sintesis de novo, la B-oxidacién y la esterificacion de los AGL en
el hepatocito y la exportacion de triglicéridos como VLDL. En los pacientes con
NAFLD, la resistencia a la insulina favorece el acUmulo de lipidos en el higado
mediante el aumento de la lipolisis de los triglicéridos en el tejido adiposo, el
aumento de su sintesis y la disminucion de la p-oxidacion de AGL a nivel
hepatocitario (Figura 4) [48].
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favorece el acumulo de lipidos en el higado. Imagen obtenida de Brea et al. [48]
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Se ha demostrado que los acidos grasos libres pueden aumentar en el higado
debido a una mayor entrada de friglicéridos (obesidad y pérdida rdpida de
peso) o una excesiva conversion de carbohidratos y proteinas a triglicéridos
debido a un excesivo aporte caldrico que produce un aumento de la
lipogénesis (secundario a una sobrealimentacion o el uso de nutricion parenteral
total) [49]. La alteracion de la sintesis y secrecion de VLDL son mecanismos
patogénicos que ocurren durante la malnutricion proteica. Ademds, los
pacientes con NASH pueden tener un defecto en la secrecion de Apo B
(Apoproteina B) postprandial que tiene como consecuencia el aumento del
acumulo de triglicéridos [50]. Se ha comprobado que el defecto en la lipidacién
de Apo B, causada por la inhibicidon de la proteina microsomal de transferencia
de triglicéridos (MTTP), puede ser un mecanismo clave en la presencia de NAFLD
inducido por farmacos, fales como la amiodarona y las tetraciclinas [51].
Alteraciones en la sintesis y secrecion de VLDL son mds evidentes en pacientes
con NASH, lo que favorece la oxidacion lipidica y el dano oxidativo de los
hepatocitos [52].

Por ofro lado, la vitamina B5 es necesaria para formar coenzima A y se
considera fundamental en el metabolismo vy sintesis de carbohidratos, proteinas
y grasas. El déficit de cualquiera de estas dos moléculas produce alteraciones
en la B-oxidacion de dcidos grasos libres a ATP (tratamiento con dcido valproico
0 uso crénico de aspirina). La capacidad de recuperarse de la deplecion de
ATP hepdtico estd gravemente deteriorada en los pacientes obesos con NASH
[53] ¥ la homeostasis alterada del ATP hepdtico puede predisponer a la lesidon
inducida por otros agentes.

Ademds, la adiponectina, hormona sintetizada en el tejido adiposo que
participa en el metabolismo de glucosa y dcidos grasos, tiene un papel
importante mejorando la oxidacién y disminuyendo la sintesis de dcidos grasos
[54] y su administracion extrinseca mejora la esteatosis. La sintesis y oxidacion de
triglicéridos estan reguladas parcialmente por la enzima acil-CoA:diacilglicerol
aciltransferasa 1 (DGATI). La actividad de esta enzima es necesaria para el
desarrollo de esteatosis hepdtica y por ello, los hepatocitos con deficiencia de
DGATI no presentan NAFLD debido a la reduccion de la sintesis de triglicéridos y
el aumento de la oxidacion de dcidos grasos [55].

Los microRNAs (miRNAs) también juegan un rol importante en el metabolismo
lipidico hepatocelular y en la inmunidad. Se trata de pequenos fragmentos de
RNAs no codificantes (~22 nucledtidos) que inhiben postranscripcionalmente la
traduccién de determinados mRNAs (RNA mensajeros), regulando asi diversos
procesos celulares como proliferacion celular, inflamacion y apoptosis [56].

10



Infroduccidn

Alteraciones en la expresion y/o actividad de miRNAs pueden favorecer la
aparicion de dano hepatocelular, apoptosis y fibrosis portal [57]. En NAFLD,
determinados MiRNAs (miR-122, miR-192 entre ofros) regulan la expresion de
genes implicados en la biosintesis de dcidos grasos y que tienen influencia en el
desarrollo de NAFLD [58]. Asi, el uso experimental de oligonucledtidos antisentido
(asRNAs, antisense RNAs) frente a ciertos mRNAs (e.g., ADRP mRNA) provoca la
disminucion de la sintesis y el aumento de la oxidacidn hepdtica de dcidos
grasos [59, 60]. Los oligonucledtidos antfisentido (~20-22 nucledtidos) son
cadenas de una sola hebra de dacidos nucleicos no codificadora con una
secuencia que es complementaria a la secuencia de determinados mRNA.
Cuando los oligonucledtidos antisentido se unen al mRNA, inhiben su traduccién
(ie., degradan el mMRNA o inhiben la fraduccién del mRNA a proteina).

Los pacientes obesos con resistencia periférica a la insulina suelen presentar
elevada concentracion de dcidos grasos libres (AGL) en el hepatocito, cuya
acumulacién es citotdxica. Los hepatocitos procesan los AGL incorpordndolos
en lipidos complejos y oxiddndolos en mitocondrias, peroxisomas y reficulo
endoplasmadtico [61]. La principal via de oxidacion es la mitocondrial. Esta via
estd bloqueada en el hepatocito normal produciéndose un flujo elevado de
AGL hacia su incorporacién en triglicéridos, ésteres de colesterol y fosfolipidos.
Normalmente, se eliminan en forma de VLDL o se secretan en la bilis como
dcidos biliares. En presencia de esteatosis con resistencia a la insulina, la
formacion de triglicéridos supera su tasa de recambio y secrecion en forma de
VLDL. Los &cidos biliares son moléculas de 24 dtomos de carbono dihidroxilados
o tfrinidroxilados que derivan del colesterol. Por lo tanto son esteroides, una clase
de lipidos insaponificables. Ademds, estos dcidos son derivados estructurales del
dcido cdlico que se caracteriza por tener en el carbono 17 una cadena
alifdtica ramificada de 5 dtomos de carbono. Los dcidos biliares componen la
bilis, en la que se encuentran formando sales que actian como detergentes en
el intestino delgado, al disminuir la tensién superficial de las grasas, provocando
su emulsién y posterior degradacién por la accién de las lipasas. Son necesarios
para la absorcién de vitaminas liposolubles.

Las adipocitoquinas, los AGL y la hiperglucemia pueden conftribuir en el
desarrollo de resistencia hepdtica a la insulina en pacientes con NAFLD, al
modular su respuesta, el metabolismo lipidico o la respuesta inflamatoria del
higado [62, 63]. El TNF-a, al igual que en el tejido adiposo, puede alterar la
senalizacién intracelular de la insulina en el higado y el perfil de expresion de
otras citoquinas que también alteran la senal de la hormona en el hepatocito
(Figura 5) [62, 63].
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Figura 5. Metabolismo hepatocitario de los acidos grasos en una situacion de resistencia a la insulina.

FFA: &cidos grasos libres; CMR: remanentes de quilomicrones; ACS: acil-CoA sintetasa; CPT: carnitina
palmitiltransferasa; TAC: ciclo de los &cidos tricarboxilicos; PDH: piruvato deshidrogenasa; OAA: oxalacetato; CS:
citrato sintasa; PC: piruvato carboxilasa; ACL: ATP:citrato liasa; ME: enzima malico; ACC: acetil-CoA carboxilasa; FAS:
acido graso sintasa; TG: triglicéridos; EC: ésteres de colesterol; PL: fosfolipidos; FC: colesterol libre; MTP: proteina
transferidora de triglicéridos microsomal; apoB100: apolipoproteina B100. Imagen reproducida de Buqué et al. [31].

C. Dano hepatocelular

Los dcidos grasos libres son inductores de varias lipoxigenasas microsomales del
citocromo P-450, capaces de producir radicales libres de oxigeno que son
hepatotdxicos [64]. La B-oxidacion de dcidos grasos libres, junto a los defectos
de fosforilacion oxidativa mitocondrial, generan radicales libres, dano
hepatocelular y fibrosis. Se han observado importantes anomalias estructurales
mitocondriales en pacientes con NASH que no estdn presentes en pacientes
con esteatosis simple [30, 40]. Ante estos hallazgos microscédpicos, se plantea la
posibilidad de que en ausencia de defectos mitocondriales, la resistencia
periférica a la insulina pueda producir Unicamente esteatosis simple y por ello, se
postula que en pacientes con NASH existe un descenso de expresidon de genes
involucrados en la funcién mitocondrial [65].
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Las anomalias esfructurales mitocondriales observadas en pacientes con
NASH pueden ser consecuencia de los productos derivados de la peroxidacion
lipidica, ya que estos alteran el DNA vy la respiracion mitocondrial [66, 67]. La B-
oxidacién mitocondrial es la principal ruta de oxidacion de los dcidos grasos
[68]. En pacientes con NASH se ha encontrado disfunciéon mitocondrial (Figura 6),
anomalias ultraestructurales, actividad reducida de los complejos de la cadena
respiratoria, fosforilacion oxidativa deficiente, menor capacidad para sintetizar
ATP, descenso en la concentracion del ATP intracelular y dano en el DNA
mitocondrial [30].

FFA

CPTI

FFA-COOH

CPT II

p-oxidation

Acetyl-CoA || NADH
l FADH, 2
Mitochondrial DNA 1
TAC Damage

Figura 6. Disfuncién mitocondrial en la esteatosis. Un transporte de electrones mitocondrial defectuoso produce
una elevada sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS) y baja de ATP. La incorporacion de protones a la matriz
mitocondrial por exceso de FFA, ROS y proteina desacoplante UCP-2 (4) inhiben la ATP sintasa (Fo y F1), decayendo
el potencial electroquimico de membrana y la sintesis de ATP. Ademas, los radicales libres de oxigeno lesionan los
complejos de la cadena respiratoria, la proteina transportadora de nucleétidos de adenina ANT y el DNA mitocondrial
(2). La formacion de poros permite la salida del citocromo C (Cyt c) (3). Todo ello ocasiona el deterioro de la cadena
respiratoria y la generacion de mas ROS, en un ciclo de autoperpetuacion, y una reducida produccion de ATP. CPT:
carnitina palmitiltransferasa; TAC: ciclo de los &cidos tricarboxilicos. Imagen obtenida de Buqué et al. [31].
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En el hepatocito esteatdsico con mitocondrias disfuncionales, una parte
sustancial de dcidos grasos se metabolizan por los sistemas oxidativos
peroxisomal y microsomal con formacién de radicales libres de oxigeno que
producen estrés oxidativo en la célula. Se ha demostrado que este efecto
puede aparecer en pacientes con esteatosis simple y NASH [69]. Los radicales
libres de oxigeno provocan multitud de efectos tales como el aumento de la
sintesis de TNF-a (resistencia a la insulina, necrosis y apoptosis), agotamiento de
sustancias antfioxidantes naturales, de ATP y NAD*, dano del DNA, alteracion de
la estabilidad proteinica, distorsion de membranas y secrecidon de citoquinas
[70]. La teoria del “doble dano” o “second hit" defiende la necesidad de dos
eventos para que se produzca el dano hepatocelular, por un lado la resistencia
periférica a la insulina y por el otro, un segundo defecto producido por la
acumulacion de radicales libres de oxigeno. Ademds, es bien conocido que
numerosas citoquinas proinflamatorias y mediadores de la inflamacion parecen
estar involucrados en el dano hepatocelular, tales como la activacion de TNF-q,
el sistema de complemento [71], mieloperoxidasa en plasma [72] y las células
natural killer [73].

D. Factores etiopatogénicos

|. Antioxidantes

Los radicales libres de oxigeno procedentes de la peroxidacion lipidica pueden
agotar la accidn de las enzimas antioxidantes, asi como de otras moléculas con
dicha funcién tales como glutation, vitamina E, B-caroteno y vitamina C,
haciendo que el higado sea susceptible al dano oxidativo [74, 75].

La hemooxigenasa 1, principal enzima implicada en el catabolismo del grupo
hemo, juega un papel importante en la modulaciéon de procesos inflamatorios,
mecanismos de defensa antioxidante y bloqueo de procesos apoptdticos. Esta
enzima interrumpe la progresion de NASH mediante la induccién de una via
antfioxidante y la supresion de citoquinas proinflamatorias [76]. La xantina
oxidasa es una enzima que cataliza la oxidacién de hipoxantina a xantina vy
posteriormente a dcido Urico. Esta enzima produce radicales libres de oxigeno y
en los pacientes con NASH se aprecian niveles séricos elevados, mientras que los
niveles de enzimas antioxidantes son mds bajos que en la poblacién sana [77].
Los linfocitos T reguladores o supresores pertenecen a una subpoblacién
especializada de linfocitos T que actia suprimiendo la activacion del sistema
inmunitario, manteniendo asi la homeostasis de este sistema y favoreciendo la
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tolerancia hacia autoantigenos. El efecto beneficioso de la terapia antioxidante
parece estar mediado por las células T reguladoras, que se reducen en los
ratones esteatdsicos [78]. Los antioxidantes producen una reduccion de la
apoptosis de las células T reguladoras y una atenuacion de la inflamacion
hepdtica.

Il. Hierro

El aumento del hierro hepdtico parece jugar un papel importante en el
desarrollo de NASH y ademdas, la resistencia a la insulina se asocia con un
aumento del nivel férrico intrahepdtico [79]. Un contfrol adecuado de la
glucemia mejora la cifra de ferritina sérica y la concentracién férrica hepdtica
[80]. Asimismo, el aumento de la concentracion hepdtica de hierro en pacientes
con NASH parece correlacionarse con la severidad de la fibrosis [81, 82].

El mecanismo especifico por el cual el hierro infrahepdtico puede producir
fendmenos inflamatorios o de necrosis celular es desconocido, aungque se cree
gue estd relacionado con la generaciéon de radicales libres de oxigeno que se
producen en el proceso de reduccion de Fe¥ a Fez [83]. En pacientes con
NAFLD, la deplecién del hierro intrahepdtico mejora tanto la hiperinsulinemia
como la elevaciéon de las transaminasas. La hemocromatosis es una
enfermedad hereditaria que afecta al metabolismo del hierro, provocando un
acumulo excesivo e incorrecto de este metal en diferentes érganos. La etiologia
de la enfermedad es genética con herencia autondmica recesiva. Se produce
por mutaciones del gen HFE y Unicamente se desarrolla en estado homocigoto.
La hemocromatosis no parece conferir mayor riesgo para el desarrollo de
esteatosis simple [84] y por ofra parte, no hay estudios suficientes que
demuestren que la acumulacién de hierro hepdtico aumenta la mortalidad o el
riesgo de desarrollar cirrosis [85].

lll. Leptina

Es un péptido producido principalmente en el tejido adiposo. Cuando aumenta
la masa de tfejido adiposo por encima del punto de equilibrio, aumenta la
sintesis y secrecidon de leptina por lo que se estimulan varios efectos
compensadores a nivel hipotaldmico: disminucion del apetito, aumento del
gasto energético y de la temperatura corporal, ademds de la modificacion del
punto de equilibrio hormonal para reducir la lipogénesis y aumentar la lipdlisis en
el tejido adiposo. Muchos obesos tienen altas concentraciones de leptina en
suero o resistencia a la misma. Esta hormona puede contribuir al desarrollo de
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fibrosis en pacientes con NASH aunque no parece haber relacion entre los
niveles de leptina y el estadio de fibrosis. El mecanismo de accion de la leptina
parece consistir en la induccion de la defosforilacion del receptor tipo | de la
insulina que produce en los hepatocitos mayor resistencia a la misma [86].

Por ofra parte, la ausencia de leptina y adiponectina por déficit parcial o
total de tejido adiposo (lipodistrofia) es clave en el desarrollo de las alteraciones
metabdlicas propias de esta patologia donde se asocian resistencia a la insulina
con hipertrigliceridemia, las cuales contribuyen al desarrollo de esteatosis simple
y NASH en estos pacientes. La terapia con leptina disminuye el nivel sérico de

triglicéridos y mejora el depdsito de grasa en el higado [87].

IV. Adiponectina

Es una hormona secretada exclusivamente por el tejido adiposo que produce
efectos beneficiosos sobre el metabolismo de lipidos y efectos antiinflamatorios
directos en el higado. Los niveles bajos de adiponectina sérica se correlacionan
con presencia de NAFLD, fibrosis hepdtica y mayor severidad del sindrome
metabdlico [88] y, de la misma manera, con mayor severidad de la histologia
hepdtica en NASH [89] y con aumento de resistencia a la insulina hepatocitaria
[90]. Se ha comprobado que la administracion de pioglitazona produce un
aumento de los niveles de adiponectina con clara mejoria de la esteatosis
hepdtica, necroinflamacion vy fibrosis [90, ?1].

V. Resistina

Es una proteina derivada del tejido adiposo que parece tener un papel
importante en el desarrollo de resistencia a la insulina en pacientes obesos [92,
93]. Estudios realizados en roedores han demostrado que la sobreexpresiéon de
resistina produce intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia [94].

VI. Flora bacteriana intestinal

La flora bacteriana intestinal parece estar implicada en el dano oxidativo
hepatotdxico. En este sentido, se han propuesto varios mecanismos de accion
probables.

Por una parte, estos microorganismos bacterianos estdn capacitados para
producir grandes cantidades de etanol y acetaldehido. Este Ultimo es
facimente absorbido al torrente circulatorio y puede producir cambios
histolégicos hepdticos similares a los observados en NAFLD [95]. Las bacterias
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intestinales también pueden contribuir a la lesion hepdtica mediante la
produccion de endotoxina. Asi, se ha observado aumento de la endotoxinemia
portal en ratones obesos [26]. En pacientes con NASH, se ha podido comprobar
aumento significativo de marcadores de permeabilidad intestinal y mayor
prevalencia de proliferaciéon bacteriana endoluminal, cambios que se
correlacionan con la severidad de la esteatosis hepdtica [97].

En diferentes estudios se ha comprobado que la administracion de
antibidticos mejora la esteatosis hepdtica en roedores y seres humanos [98, 99].
Un estudio realizado en roedores con NAFLD ha demostrado que el uso de
probidticos mejora la esteatosis y la hepatomegalia [100].

VII. Oftros:

El sindrome de apnea obstructiva del sueno (SAOS) se debe a episodios
repetidos de obstruccidén o colapso de la via aérea superior que tiene lugar
durante el sueno. La apnea es la interrupcidon temporal de la respiracion de mds
de diez segundos de duracién produciendo una disminucion de los niveles de
oxigeno y un aumento del nivel de anhidrido carbdnico. El SAOS parece tener
un papel importante en la inflamacién que ocurre en NAFLD. Un estudio
experimental realizado en roedores con alto contenido en grasas y sometidos a
hipoxia intermitente cronica durante 6 meses ha demostrado dano hepdtico
(inflamacidn y fibrosis centrolobulillar), aumento significativo de la peroxidacion
lipidica del higado y de los niveles de citoquinas proinflamatorias hepdticas
[101]. De forma similar, los pacientes con obesidad mérbida que tienen indices
muy altos de desaturacion de oxigeno (nUmero de caidas en la saturacién de
oxigeno del 3%/hora) presentan cambios inflamatorios mdas severos en la biopsia
hepdtica [102].

El colesterol dietético parece ser otro factor importante en el desarrollo de
inflamacion hepdtica. Se ha demostrado que roedores hiperlipidémicos
alimentados con dietas altas en grasa (colesterol) desarrollan esteatosis
hepdtica en comparacién con los animales control normolipidémicos. La
inflamacion hepdtica estd relacionada con niveles altos de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) y colesterol en suero [103].

E. Fibrosis

La fibrosis perisinusoidal en pacientes con NASH es una consecuencia del
proceso inflamatorio crénico. Una lesion crénica hepatocitaria produce un
enlentecimiento replicativo primario. La fibrosis tiene su origen en la activacion
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de una via secundaria de replicacion que afecta a células progenitoras
hepdticas. Se produce entonces una reaccidon ductular que puede
desembocar en fibrosis periportal. El incremento de esta reaccion ductular se
correlaciona con el grado de actividad de la esteatohepatitis, de fibrosis y el
grado de enlentecimiento de la replicacion primaria de los hepatocitos, que a
SU vez se asocia con resistencia a la insulina [104].

Se ha demostrado que la acumulacién de dcidos grasos en el hepatocito
produce fendmenos de peroxidacion lipidica, generacidn de grandes
cantfidades de radicales libres de oxigeno, liberacion de citoquinas vy
adipoquinas v, finalmente, fibrosis hepdtica. Hay evidencia que demuestra que
tanto la esteatosis simple como NASH pueden progresar hacia la fibrosis [105,
106]. La tasa de progresion de fibrosis (FPR) se define como el nUmero de grados
que aumenta la fibrosis entre dos biopsias y depende del tiempo que transcurre
entre ambas. Los pacientes con NASH presentan una FPR mayor y una
progresion mdas rdpida a grados altos de fibrosis en comparacion a los que
presentan esteatosis simple [106]. La progresion de la fibrosis en pacientes con
esteatosis representa una interaccion compleja de factores genéticos, factores
extrinsecos y factores microbianos intrinsecos [107-109].

3. Epidemiologia

El creciente interés por esta enfermedad estd motivado por varias
circunstancias: la elevada prevalencia de NAFLD en el mundo occidental, su
capacidad de progresion hacia formas histoldgicas agresivas y la asociacion
con enfermedades que incrementan el riesgo cardiovascular. Aungue se
desconoce la prevalencia real de NAFLD, existe el consenso general de que
ésta se ha incrementado de forma notable durante los Ultimos anos, afectando
a cerca de un tercio de la poblacién adulta en los paises desarrollados. El rango
de prevalencia estimada oscila entre el 3 y el 46% de la poblacidn analizada,
siendo esta extraordinaria variabilidad dependiente tanto de las herramientas
utilizadas como de la poblacién objeto del estudio [2, 110-112]. En la poblacion
adulta norte-americana, se ha demostrado que la prevalencia de NAFLD es
superior a la sospechada con anterioridad, alcanzando cifras cercanas al 50%
de la misma [113] y que ésta es diferente en funcidn del sexo, raza, peso o los
niveles de hemoglobina glicosilada (HbAc). Asi, NAFLD es mds prevalente en los
hombres, hispanos (probablemente relacionado con una mayor tasa de
obesidad en esta raza), individuos diabéticos con niveles elevados de HbAic y
pacientes con criterios de obesidad [111, 113].
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NAFLD presenta mayor prevalencia en grupos de alto riesgo. Asi, la obesidad
es un factor de riesgo bien documentado de NAFLD [114]. En pacientes con
criterios de obesidad moérbida candidatos a cirugia baridtrica la prevalencia de
NAFLD alcanza valores del 90% y de cirrosis insospechada por encima del 5% (2,
115]. Asimismo, la prevalencia de NAFLD entre pacientes con diabetes tipo 2
puede ser hasta del 70% [28, 116, 117] y en individuos con dislipemia hasta del
50% [118]. Hay datos que sugieren que el hipotiroidismo, el hipopituitarismo, el
hipogonadismo y el sindrome de apnea obstructiva del sueno son factores de
riesgo independientes de NAFLD [119].

La prevalencia de NASH en la poblacién general no se conoce bien,
principalmente a causa de las limitaciones de los métodos incruentos en el
diagnostico de dicha patologia. La prevalencia de NASH confimada por
biopsia hepdtica es del 12% en los pacientes con diagndstico ecogrdfico de
esteatosis en un estudio poblacional realizado en EEUU, cifra superior a la que se
manejaba con anterioridad [113]. En pacientes con obesidad madrbida ésta
asciende hasta el 37% [120].

La mayoria de los casos debutan entre los 40 y 60 anos, aunque se ha
comprobado que NAFLD es la causa mds comun de enfermedad hepdtica en
edad adolescente [121, 122]. Es de destacar que los gastos econdmicos de
atencion sanitaria son significativamente mds elevados en personas con NAFLD
respecto ala poblacion sana [123].

4. Asociacion con el sindrome metabdlico y obesidad

A. Sindrome metabdlico

Es bien conocida la asociacion frecuente de NAFLD con la obesidad, la
diabetes mellitus tipo 2, la hiperlipemia y la hipertension arterial. Dicha
asociacion combinatoria recibe el nombre de sindrome metabdlico (sindrome X,
cuarteto de la muerte, sindrome de resistencia a la insulina o sindrome
obesidad-dislipemia). La obesidad, especialmente la obesidad abdominal, se
asocia con resistencia periférica a la insulina y suele conducir al desarrollo de
una diabetes mellitus tipo 2. La asociacion de resistencia a la insuling,
hiperinsulinemia/hiperglucemia y adipoquinas (citoquinas de los adipocitos)
puede conducir a disfuncidn vascular endotelial, perfil lipidico anormal,
hipertension arterial e inflamacién vascular, todo lo cual promueve el desarrollo
de una enfermedad cardiovascular ateroesclerdtica [124].
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I. Criterios diagnosticos

Las guias clinicas actuales definen el sindrome metabdlico como la presencia
de 3 de los siguientes criterios [125]:

- Obesidad abdominal definida por la presencia en individuos adultos
de una circunferencia de cintura abdominal en hombres = 102 cms vy
en mujeres = 88 cms.

- Triglicéridos séricos = 150 mg/dl.

- Lipoproteina de alta densidad (HDL) sérica < 40 mg/dl en hombres o <
50 mg/dl en mujeres.

- Tensioén arterial 2 130/85 mm Hg.
- Glucosa sérica en ayunas = 100 mg/dl.

El sindrome metabdlico es significativamente mdas frecuente en pacientes con
NASH que en los que presentan Unicamente esteatosis [19]. La pérdida de peso
secundaria a la cirugia baridtrica produce mejoria del sindrome metabdlico y
de la esteatosis hepdtica [126-128]. De la misma forma, en los pacientes con
NASH se ha observado diabetes tipo 2 en el 34-75% e hiperlipemia en el 20-80%
de los casos [129, 130].

B. Obesidad

La obesidad, considerada la epidemia global del siglo XXI, es una enfermedad
crénica cuya prevalencia estd aumentando en adultos, adolescentes y ninos.
Las tasas de prevalencia de obesidad (IMC = 30 kg/m?2) varia segin las dreas
geogrdficas desde el 20 al 35% en los paises industrializados. Todos los resultados
sugieren que en la mayoria de los paises se ha incrementado el porcentaje de
sobrepeso en los Ultimos 30 anos [131, 132]. La obesidad se asocia con un
aumento significativo de la mortalidad [133] y con un riesgo elevado de muchos
trastornos, tales como diabetes mellitus, hipertension arterial, dislipemia,
enfermedad cardiaca, accidente cerebro-vascular, sindrome de apned
obstructiva del sueno y cdncer. Los gastos econdmicos de atencion sanitaria son
significativamente mds elevados en personas con sobrepeso y obesidad [134,
135]. Estudios epidemioldgicos revelan que entre el 30 y el 97% de los individuos
con NASH son obesos [33, 136] vy, viceversa, el 60-90% de los pacientes con
obesidad moérbida presentan alguna caracteristica histoldgica de NAFLD [137].

Los beneficios potenciales de la deteccidon de la obesidad en adultos
parecen ser superiores a los riesgos. Los exdmenes mdas habituales son el indice
de masa corporal (IMC), la circunferencia de la cintfura abdominal y la
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evaluacion de los factores de riesgo. Por desgracia, la deteccidon de la obesidad
todavia no parece ser una prdctica de rutina y se ha comprobado que menos
del 25% de los obesos tienen diagndstico clinico de obesidad o se les ha
recomendado un plan terapéutico [138].

I. Deteccidn

I.1. indice de masa corporal (IMC)

El cdiculo del IMC depende del peso y la talla del paciente. Las diferentes
clasificaciones consideran el riesgo de enfermedades cardiovasculares [139] y
se basan en las recomendaciones dadas por la organizacidon mundial de la
salud (OMS) [140] para caucdsicos, hispanos y negros:

- Bajo peso: IMC < 18,5 kg/m?

- Peso normal: IMC: 18.5-24.9 kg/m?
- Sobrepeso: IMC: 25-29.9 kg/m?

- Obesidad: IMC = 30 kg/m?

o Obesidad clase I: IMC: 30-34.9 kg/m?
o Obesidad clase ll:  IMC: 35-39.9 kg/m?
o Obesidad clase lll:  IMC = 40 kg/m?

I.2. Circunferencia de la cintura abdominal

La presencia de obesidad abdominal se considera un factor de riesgo
cardiometabdlico. La medicidon de la circunferencia de cintura abdominal es
recomendable en pacientes adultos con sobrepeso y obesidad clase | (IMC: 25-
35 Kg/m?) y es necesaria cuando el IMC es = 35 Kg/m2. Una circunferencia
abdominal = 102 cms en hombres y = 88 cms en mujeres es indicativa de mayor
riesgo cardiometabdlico [141]. Los pacientes con obesidad abdominal
(obesidad cenftral, visceral, androide) tienen mayor riesgo de enfermedades
cardiacas, diabetes, hipertension, dislipemia y NAFLD [142-145].
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5. Historia Natural

Existe poca evidencia acerca de la historia natural de los pacientes con NAFLD
debido a la naturaleza indolente del proceso y a la ausencia de grandes
estudios prospectivos. La historia natural varia segun el diagndstico histoldgico
inicial.

Los pacientes con NAFLD tienen una mortalidad global aumentada en
comparacion con la poblacién control [14], sobre todo en relaciéon a patologia
cardiovascular [5]. Por ello, se recomienda la vigilancia de las enfermedades
cardiovasculares en los pacientes diagnosticados de esteatosis simple y NASH
[16]. Ademds, los pacientes con NASH presentan tasa de mortalidad elevada
atribuida a la enfermedad hepdtica.

La morbi-mortalidad atribuida al higado parece estar relacionada con la
extension de la fibrosis e inflamacion en la biopsia hepdtica. Las complicaciones
derivadas del higado incluyen la insuficiencia hepdatica, la hipertension portal, el
sindrome hepato-pulmonar y el carcinoma hepatocelular [146]. Los pacientes
con cirrosis por NASH parecen tener mejor prondstico en relacion a las
complicaciones relacionadas directamente con el higado que los pacientes
con cirrosis virica por hepatitis C. Asi, existe una menor tasa de mortalidad y de
riesgo de hepatocarcinoma en los pacientes con cirrosis-NASH en comparacion
con el grupo que presenta cirrosis virica [147, 148]. En general, se considera que
los pacientes con NASH fienen mejor prondstico que los que padecen una
esteatohepatitis alcohdlica o virica.

En la mayor parte de pacientes, la evolucién de la enfermedad es insidiosa
apreciandose pocos cambios en la funcion hepdtica. Sin embargo, existe un
subgrupo de pacientes que evoluciona hacia enfermedad hepdtica en fase
terminal. Asi, se han demostrado mayores tasas de mortalidad en relacién al
aumento progresivo del estadio histoldégico de la enfermedad [149]. Por tanto, la
deteccion precoz de pacientes que tienen riesgo elevado de desarrollar NASH
es fundamental para prevenir la progresion de la enfermedad hepdtica. Ante la
escasa presencia de técnicas de imagen adecuadas y marcadores no
invasivos, actualmente la biopsia hepdtica es todavia necesaria para detectar
0 excluir la presencia de esteatosis y sobre todo, de NASH [150, 151].

En la actualidad se manejan una serie de criterios para definir NASH [152, 153]:

- Criterios histolégicos: Presencia de esteatosis, degeneracién vacuolar
de los hepatocitos, inflamacién aguda y crénica moderada y difusa
del lobulilo hepdtico, depdsito de coldgeno perisinusoidal vy
perivenoso. Otros hallazgos histoldgicos pueden estar presentes: hialina
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de Mallory (acumulaciones eosinofilicas hepatocitarias), nuicleos
vacuolados de los hepatocitos periportales, lipogranulomas y fibrosis
periportal en estadios avanzados de cirrosis. Estos hallazgos son
indistinguibles de los encontrados en la esteatohepatitis alcohdlica.

- Ausencia de consumo significativo de alcohol (< 20 gr de etanol/dia).

- Ausencia de evidencia serolégica de infeccidon por virus de hepatitis B
o C.

Diferentes estudios han analizado la evoluciéon histoldgica de la enfermedad
mediante biopsias hepdaticas en serie. Se ha comprobado que un 35-40% de los
pacientes diagnosticados de NASH muestran un estadio de fibrosis avanzada en
el momento de la primera biopsia o progresion de la fibrosis en las biopsias
seriadas [154, 155].

A. Factores de riesgo de progresion de la enfermedad hepdtica

Los factores predictivos independientes de progresion a fibrosis en los pacientes
con esteatosis simple o NASH no estdn claramente definidos aunque destacan
la presencia de inflamacién en la biopsia hepdtica inicial, la edad avanzada
[156], la presencia de diabetes mellitus, hipertension arterial, concentraciones
altas de transaminasas hepdticas en sangre e indice AST/ALT bajo [106, 157]. La
presencia de degeneracion vacuolar asociada a hialina de Mallory en la
biopsia hepdtica inicial de los pacientes diagnosticados de esteatosis simple
aumenta la probabilidad de progresion a cirrosis en comparacién con el grupo
que presenta Unicamente esteatosis en dicha biopsia [12].

Cuando se habla de factores de riesgo para la progresion de la enfermedad
hepdtica, en la literatura podemos encontrar el término “indice de adiposidad
visceral’ que fiene en cuenta la circunferencia de la cintura abdominal, el
indice de masa corporal (IMC), la concentracion de triglicéridos y lipoproteina
de baja densidad (LDL) en suero. Se trata de un factor predictivo de fibrosis y por
ello, los pacientes con NAFLD que tienen un indice de adiposidad visceral
elevado presentan mds fibrosis en la biopsia hepdtica que aguellos con indice
bajo [158].

Ciertos polimorfismos genéticos se han relacionado con el prondstico de
NAFLD, pero su utilidad clinica aun no se ha establecido claramente. La
predisposicion genética causada por la variante frecuente p.1148M del gen de
la enzima adiponutrina (PNPLA3) es bien conocida, emergiendo como una
causa genética importante en el desarrollo de esteatosis simple y NASH, asi
como de cirrosis y carcinoma hepatocelular [159]. El gen PNPLA3 codifica una
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enzima transmembrana expresada en los adipocitos y los portadores
homocigotos de la variante p.1148M tienen mayor predisposicion a desarrollar
cirrosis cuando estan diagnosticados de NAFLD. Esta variante se ha relacionado
también con mayor riesgo de esteatosis y fibrosis en otras enfermedades
hepdticas cronicas [160]. Asi, la variante PNPLA3 p.148M estd asociada con
mayor riesgo de esteatosis simple, NASH vy fibrosis [159]. La esteatohepatitis
asociada a PNPLA3 (en inglés PNPLA3-associated steatohepatitis, PASH) se ha
definido como un nuevo término de enfermedad grasa hepdtica con base
genética [160]. Como la prevalencia de este alelo de riesgo es 40-50% entre la
poblacién europea, la identificacién de esta mutacion en el gen PNPLA3 debe
ser considerado en el estudio diagndstico de NAFLD vy los portadores
homocigotos de dicha variante podrian beneficiarse de una vigilancia
periddica que permita descartar o realizar un diagndstico precoz del carcinoma
hepatocelular [161].

Con la excepcidon de ciertas caracteristicas histoldgicas, no hay
caracteristicas clinicas o de laboratorio que puedan predecir la progresion de la
enfermedad hepdtica. El grado de obesidad no altera significativamente el
curso clinico, aungue hay evidencia de que la pérdida de peso tiene impacto
beneficioso sobre la histologia hepdtica. Asi, los pacientes que tienen pérdida
de peso después de la cirugia baridtrica muestran mejoria de la inflamaciéon y
fibrosis en una biopsia hepdtica realizada a los dos anos de la intervenciéon [162,
163].

A pesar de la similitud histolégica entre NASH y esteatohepatitis alcohdlica, el
prondstico es mucho mejor en la primera. El 40-50% de los pacientes con
esteatohepatitis de origen alcohdlico progresan hacia cirrosis en un periodo de
7 anos, siendo este porcentaje mayor en aquellos que son alcohdlicos activos.
Por el contrario, Unicamente el 3-26% de pacientes con NASH progresan a
cirrosis. Asi, se ha demostrado que la supervivencia a 5y 10 anos es mayor en los
pacientes con NASH respecto a los que padecen esteatohepatitis alcohdlica
[164, 165]. Los pacientes con NASH que desarrollan cirrosis tienen mayor riesgo
de desarrollar hepatocarcinoma, particularmente si beben de forma regular
alcohol [166-168].

Los datos precisos sobre el porcentaje de trasplantes hepdticos realizados en
pacientes con cirrosis relacionada con NASH se desconocen. En un estudio que
analiza una serie larga de trasplantes hepdticos se ha demostrado que la causa
del frasplante es una cirrosis relacionada con NASH en el 1,2% de los casos y que
la mayoria de estos pacientes presentan infiliracion grasa persistente en el
higado sano al ano del trasplante [169].
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6. Manifestaciones clinicas

La mayoria de los pacientes con esteatosis simple o NASH son asintomdaticos.
Algunos presentan fatiga, malestar general o ligera molestia abdominal en el
hipocondrio derecho. Los pacientes diagnosticados de NASH tienen a menudo
niveles elevados de ferritina sérica y hepatomegalia [170].

La presentacion mds comuin es la elevaciéon de las aminotransferasas
hepdticas. AST y ALT se elevan en casi el 90% de los pacientes, siendo la relacion
AST/ALT inferior a 1 en la mayor parte de los casos. Este dato es diferente a la
hepatitis alcohdlica donde este valor suele ser mayor de 2 [171, 172]. Sin
embargo, el valor normal de las aminotransferasas no excluye el diagndstico de
NAFLD en cualquiera de sus formas evolutivas. Hay evidencia que demuestra
gue un porcentaje elevado de pacientes con diagndstico histoldgico de NAFLD
puede tener un valor normal de aminotransferasas e incluso progresion de la
enfermedad con fibrosis y cirrosis establecida hasta en el 35% de los casos [173].

7. Diagnéstico

El higado graso no alcohdlico suele ser asintomdtico en el momento del
diagndstico [174]. Por lo tanto, la determinacién del contenido lipidico del
higado plantea un desafio importante en términos de identificacién, tratamiento
y control de la progresion de la enfermedad [175].

El diagndstico de NAFLD requiere la presencia de los siguientes criterios [4]:

- Demostraciéon de esteatosis hepdtica por técnicas de imagen o
biopsia.
- Exclusion de consumo alcohdlico > 20 gr/dia.

- Exclusion de ofras causas de esteatosis hepdtica.

La mayor parte de las técnicas de imagen nos aportan un diagndstico
cualitativo de depdsito graso en el higado. Asi, el diagndstico de NAFLD se ha
realizado principalmente por el andlisis histolégico de biopsia hepdtica que es
cruento y semicuantitativo. El diagndstico y el fratamiento precoz de la
esteatosis hepdtica son importantes para prevenir el desarrollo de enfermedad
hepdtica hacia un estado terminal o de hepatocarcinoma.

A. Biopsia hepatica y andilisis histologico

En ausencia de pruebas diagndsticas definitivas, la biopsia hepdtica ha sido
tradicionalmente la Unica forma de confirmar el diagndstico de esteatosis simple
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o NASH [176]. Permite determinar la gravedad, el dano estructural (inflamacion,
necrosis, fibrosis) y proporcionar informacién sobre el prondstico de dicha
enfermedad. La biopsia hepdtica se considera en la actualidad el Unico
método diagndstico para diferenciar la esteatosis simple de NASH. Al tratarse de
una prueba cruenta, no estd exenta de riesgos y potenciales complicaciones
como infeccién, hemorragia o fuga biliar [177], alcanzando cifras de morbilidad
del 3% y mortalidad del 0,03% [178]. En algunas series hasta el 30% de los
pacientes tienen dolor fras el procedimiento y una tasa de complicaciones
severas cercana al 0,3% [179, 180].

En los protocolos diagndsticos actuales se recomienda la realizacion de una
biopsia hepdtica en pacientes diagnosticados de esteatosis con sospecha de
NASH y que tengan alguna de las siguientes caracteristicas clinicas o de
laboratorio:

- Estigmas periféricos de enfermedad hepdtica cronica.
- Esplenomegalia.

- Citopenias.

- Estudios anormales del hierro.

- Presencia de diabetes u obesidad significativa en una persona con edad
superior a 45 anos.

En caso de duda diagndstica o interés por conocer el dano hepdtico real
puede estar indicada la realizacion de una biopsia hepdtica. Como hemos
dicho previamente, se trata de una prueba diagndstica invasiva que la hace
inadecuada en el screening de gran niUmero de pacientes en riesgo o en el
seguimiento longitudinal de pacientes con NAFLD sometidos a tratamientos
[181].

El primer sistema de evaluacidn histoldégico semicuantitativo solo era aplicable
a NASH, sin validez para la esteatosis simple ni para pacientes pedidtricos [182].
Actualmente, se utiliza otfro sistema histoloégico semicuantitativo que permite
hacer una evaluaciéon histolégica del espectro completo de NAFLD y que es
también aplicable ala poblacion pedidtrica (Tabla 1) [183].

El sistema de puntuacion histoldgico se puede utilizar para evaluar la
respuesta a un fratamiento especifico [182]. La principal limitacion que tiene
esta prueba en el diagndstico de NAFLD y en el estadiaje de NASH sigue siendo
la gran variabilidad muestral [184] y la gradacién semicuantitativa subjetiva de
la esteatosis hepdtica [182]. Se frata igualmente de una técnica cara, tomando
en consideracion la realizacion de la biopsia y el procesamiento de la muestra
[184].
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Actualmente, el procedimiento estdndar para evaluar la esteatosis hepdtica
es el examen histolégico de secciones hepdticas y la estimacion
semicuantitativa del porcentaje de hepatocitos (0% -100%) que contienen grasa
macrovesicular, que se clasifica en una escala de 0-3 [184]. La estimacion
histolodgica es bidimensional (2D) y considera fracciones de células en lugar de
fracciones de volumen. Esta estimaciéon desvirtUa la realidad ya que desestima
la informacién procedente de la 3¢ dimensidon. Es importante anadir que la
biopsia hepdtica aporta informacién de una pequena parte del higado que a
veces no es representativa de un proceso difuso hepdtico (i.e., esteatosis
parcheada). Presenta diferencias inter-individuales del cdiculo cualitativo y
cuantitativo de los depdsitos de grasa hepdtica [185, 186] y los resultados
dependen de la experiencia del patdlogo, resultando habitualmente en una
sobreestimacion del contenido de grasa en el higado [187]. Para conseguir
resultados mds objetivos, es posible la evaluacion de la esteatosis usando andlisis
de imagen computacional de cortes histoldégicos, pero no se lleva a cabo de
forma rutinaria en la practica clinica [188, 189].

Clasificacién histologica de NAFLD

Esteatosis
Grado | (leve): afectacion de menos del 33% de los hepatocitos
Grado Il (moderada): afectacion del 33-66% de los hepatocitos
Grado Il (severa): afectacion de mas del 66% de los hepatocitos

Esteatohepatitis (NASH)
Actividad necroinflamatoria
Grado | (leve): esteatosis de menos del 66% de los hepatocitos, “balonamiento” de algunos hepatocitos de la zona 3, algun
foco inflamatorio e infiltrado polinuclear en el lobulillo e inflamacién portal ausente o leve
Grado Il (moderada): esteatosis de cualquier grado, importante “balonamiento” de los hepatocitos, inflamacién portal y
lobulillar leve o moderada
Grado Il (severa): esteatosis, “balonamiento” difuso de los hepatocitos, inflamacion e infiltrado polinuclear en la zona 3 e
inflamacién portal
Fibrosis
Estadio I: fibrosis pericelular/perisinusoidal de la zona 3
Estadio II: fibrosis pericelular/perisinusoidal de la zona 3 con fibrosis periportal focal o extensa
Estadio lll: fibrosis pericelular/perisinusoidal de la zona 3 con fibrosis portal focal y puentes de fibrosis
Estadio IV: cirrosis

Tabla 1. Clasificacion histoldgica del espectro completo de la enfermedad grasa hepatica.
Modificado de Kleiner et al. [183].

Hoy en dia, existen métodos bioquimicos mds precisos que permiten cuantificar
la grasa hepdtica con exactitud y se estdn mejorando igualmente las diferentes
técnicas de imagen.
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B. Cuantificacion bioquimica de la grasa

La determinacion de la grasa total de cualquier érgano se realiza habitualmente
mediante el método bioquimico descrito por Folch et al [190] que permite
cuantificar la grasa exacta (triglicéridos) en la muestra analizada. La exactitud
diagndstica permite considerar el método bioquimico como una prueba “gold
standard” adecuada, con la que se pueden comparar otras pruebas
diagndsticas en estudio. En la prdactica clinica, la exfraccion y medicion
bioguimica de los friglicéridos hepdticos raramente es utilizada debido a la
destruccion de la muestra hepdtica obtenida con la biopsia que impide su
utilizaciéon en otro tipo de estudios.

C. Biomarcadores serologicos

Ante las limitaciones que tiene la biopsia hepdtica, la busqueda de
biomarcadores incruentos para la estimacion de dano hepdtico como la
presencia de esteatosis se ha convertido en un objetivo prioritario en muchos
estudios de investigacion. Asi, el fibrotest se ha validado con el andlisis
histolégico como un marcador de fibrosis en hepatitis cronica C [191], B [192],
alcohdlica [193, 194] y en NAFLD [195]. Por ofro lado, el ActiTest se ha validado
con el andlisis histoldgico de biopsia hepdtica como marcador de necrosis en
pacientes con hepatitis cronica C [191] y B [192].

En los Ultimos anos, se han descrito varios indices de biomarcadores
serologicos para la prediccion de esteatosis hepdtica como SteatoTest [196], FLI
(en inglés fatty liver index) [197], LAP (en inglés lipid accumulation product) [198]
y NAFLD Liver Fat Score [199]. Sin embargo, Unicamente el SteatoTest estd
validado con los resultados obtenidos mediante el andlisis histolégico.

La metaboléomica es el estudio cientifico de los procesos quimicos que
involucran metabolitos de molécula pequena. El metaboloma representa la
coleccion de todos los metabolitos en una célula, tejido, érgano u organismo
qgue son producto de los procesos celulares. En este sentido, el metaboloma en
suero se ha validado con el andlisis histolégico, obteniéndose cerca de 700
metabolitos séricos dependientes del IMC mediante una técnica denominada
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. Interesantemente,
se ha descrito que el patrén diferencial de metabolitos en suero es capaz de
distinguir entre esteatosis simple y NASH [200].

28



Infroduccidn

D. Técnicas de imagen

Es esencial establecer nuevos métodos incruentos para determinar con precision
la concentracién de grasa hepdtica, que permita el diagndstico correcto y el
seguimiento adecuado de la esteatosis. Entre estos procedimientos diagndsticos
no invasivos destacan las técnicas de imagen.

Varias técnicas de imagen pueden detectar la presencia de grasa en el
higado pero ninguna es capaz de diferenciar entre los diferentes subtipos
histologicos de NAFLD [201].

El diagndstico radiolégico cualitativo de NAFLD es suficiente si se cumplen las
siguientes condiciones:

- Imagen de infiltracién grasa en el higado.
- Exclusion de ofras causas de enfermedad hepdatica.
- Ausencia de signos o sintftomas de cirrosis.

- Ausencia de riesgo elevado para la presencia de fibrosis avanzada o
Cirrosis.

I. Ecografia

La ecografia a menudo muestra una imagen hiperecogénica o higado brillante
debido a la infiltracién grasa difusa con acumulo intracelular de vacuolas
grasas. Sin embargo, ofras lesiones como la fibrosis hepdtica pueden determinar
un resultado similar. La sensibilidad y especificidad de la ecografia son 85% y 94%
respectivamente cuando se usa la biopsia hepdtica como gold standard [202].
Sin embargo, esta sensibilidad es menor en pacientes con criterios de obesidad
morbida, no superando el 50% [203, 204]. Es una prueba diagndstica que esta
sujeta a variabilidad intra-observador e inter-observadores [205].

Por ofra parte, se trata de una prueba diagndstica muy accesible vy
econdmica, que la hace muy adecuada en la deteccidn de esteatosis
hepdtfica en pacientes asinfomdticos con enzimas hepdticas elevadas vy
sospechosos de presentar NAFLD [206]. La ecografia convencional es una
prueba dindmica que presenta un sesgo importante ya que ofrece una
informacion diagndstica observador-dependiente y por esa razén, no se trata
de un método diagndstico adecuado para realizar una cuantificacion objetiva
de la concentraciéon de grasa hepdatica [204, 207, 208].

Por el confrario, debido principalmente a la baja precision diagndstica en
casos de esteatosis leve, la dependencia del observador y la ausencia de un
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tratamiento posterior de las imdgenes obtenidas, la ecografia convencional no
debe utilizarse como herramienta en la monitorizacion de los pacientes con
NAFLD sometidos a cualquier tipo de tratamiento. Asi, métodos computarizados
de andlisis cuantitativo pueden solucionar en parte dichas limitaciones pero
necesitan una correcta validaciéon clinica [181]. En dos estudios muy recientes,
comparan los resultados de ecografia computarizada con los de una técnica
de RM utilizada como prueba de referencia mostrando una correlacion positiva
[209, 210].

Il. Tomografia Computarizada

La TC es también sensible para la deteccidn de esteatosis mostrando
hipodensidad hepdtica en comparacion al higado normal. Tiene bastante
precision para el diagndstico de esteatosis hepdtica moderada-severa aunque
es menor cuando la concentracién grasa hepdtica es baja. En la literatura
encontramos una gran variabilidad en relacion a los valores umbrales que
permiten diferenciar el grado de esteatosis, lo que limita el uso generalizado de
la TC en el diagnoéstico de NAFLD [181]. Otros factores diferentes a la grasa
hepdtica tales como la presencia de hierro en el higado y la ingestion de ciertas
drogas como la amiodarona pueden influir en el valor de atenuacién o
densidad hepdatica de la TC e interferir en la evaluacion de la esteatosis [211-
213]. La baja precision de la TC para detectar esteatosis leve sugiere que este
método no es adecuado para el diagndstico de NAFLD. El depdsito escaso de
grasa hepdtica en la mayor parte de los pacientes y el potencial peligro
derivado de la radiacién ionizante utilizada en la TC hacen que su uso no sea
recomendable en ninos, ni en la monitorizacion longitudinal de pacientes con
NAFLD sometidos a algun tipo de tratamiento [154, 214].

Tanto la tomografia computarizada como la resonancia magnética pueden
identificar la esteatosis pero no son sensibles para la deteccidn de inflamacién o
fibrosis [215].

lll. Resonancia Magnética

La RM fiene capacidad de cuantificar la grasa hepdtica de forma incruenta
con gran exactitud y se trata de la técnica de imagen mds sensible y especifica
para el diagndstico de esteatosis hepdtica [216]. Tanto las técnicas de imagen
por RM como la espectroscopia por RM tienen la capacidad de cuantificar la
grasa hepdtica lo que las convierte en un adecuado biomarcador incruento de
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NAFLD. Esta capacidad se basa en que el campo magnético local que percibe
la RM de los nicleos de hidrégeno es diferente si forman parte de la molécula
de agua o de la grasa y por tanto, esta diferencia se refleja en la frecuencia de
precesion alrededor del campo magnético principal. Esta se define como la
frecuencia o nUmero de giros por segundo que realiza un protén en relaciéon a la
fuerza del campo magnético externo a la que esta sometido. Se representa por
@ Yy se calcula por la ecuacién de Larmor wo = Y Bo, donde o es la frecuencia
de precesion; y es la constante giromagneética, especifica de cada material, y
Boes la fuerza del campo magnético medido en teslas.

La espectroscopia por RM permite distinguir enfre estos componentes
codificando la informacion espectral de la senal de RM y haciendo que cada
pico corresponda a una frecuencia de precesion determinada. El pico del agua
tiene una frecuencia de 4.7 ppm y el pico dominante de la grasa (metileno) es
de 1.3 ppm. La altura de cada pico depende de la cantidad de dtomos de
hidrégeno girando con la frecuencia correspondiente. Al comparar la altura de
los dos picos, la espectroscopia es capaz de cuantificar la proporcion de agua y
grasa. Los inconvenientes de la espectroscopia por RM son el estudio de un
volumen limitado del higado y la poca accesibilidad en las mdquinas operativas
[217].

En los estudios de Imagen por RM puede evaluarse tanto cualitativa como
cuantitativamente la esteatosis hepdtica mediante el efecto de desplazamiento
quimico en secuencias eco de gradiente. Este desplazamiento quimico es la
consecuencia de adquirir imdgenes sensibles a las diferencias en frecuencia de
precesion entfre el agua y la grasa. Ajustando diferentes pardmetros en estas
secuencias de adquisicion, principalmente el Tiempo de Eco (TE), se hace mds
evidente esta diferencia en la frecuencia de precesion del agua y de la grasa
en aquellas circunstancias en que ambos componentes compartan el mismo
voxel de la imagen, como suele ocurrir en pacientes con esteatosis hepdtica. En
aquellos casos donde el TE ajusta para que las diferencias de frecuencia entre
ambos componentes hagan que la magnetizacion de la grasa se reste a la del
agua se denomina “Fase Opuesta” (FO). Por ofro lado, si la magnetizacién de
ambos componentes se deja evolucionar, habrd un TE en que ambos se
encuentfren alineados en la misma orientacion y se denomina en “Fase” (F).
(Figura 7).
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Figura 7. Esquema Fase/Fase opuesta. Oscilacion de la sefial del agua (rojo) y de la grasa (azul) con la variacion del
Tiempo de Eco (TE). En Fase Opuesta la separacion de la sefial del agua (positiva) y de la grasa (negativa) es
maxima de forma que se anulan entre si. En el higado con esteatosis se apreciara una ausencia de sefial en la
imagen. En Fase, la sefial del agua y de la grasa coinciden absolutamente: las dos son positivas y con la misma
intensidad. La sefial del higado con esteatosis hepatica en este TE sera igual a la del higado normal. (Ver

Figura 8)

En esta técnica de imagen, los dtomos de hidrogeno que se encuentran en un
medio graso como la esteatosis hepdtica tienen un comportamiento especifico
gue no puede ser reproducido por ninguna ofra lesidon hepdtica y que permite
su cuantificacion mediante diferentes métodos [175, 218-222]. Comparando
imagenes en Fase y en Fase Opuesta es muy facil reconocer el depdsito de
grasa en el higado. Como la esteatosis es una combinacion de agua y grasa, el
antagonismo de la senal de ambos componentes en Fase Opuesta se traducird
en una gran disminucion de la senal. Sin embargo, en TE en Fase, el higado
presentard una senal normal (Figura 8). Este comportamiento en las imdgenes
en Fase y en Fase Opuesta es especifico de la esteatosis hepdtica.

La relajacion en el dmbito de imagen por RM es el conjunto de procesos por
los que la magnetizacion nuclear recupera el equilibrio fras un pulso de un
campo magnético externo. Se distinguen dos tipos: relajacién longitudinal que
se caracteriza por una constante de tiempo T1 y relajacion transversal que se
caracteriza por una constante de tiempo T2 (T2* = T2 en eco de gradiente).
Actualmente en todos los estudios de imagen por RM del abdomen se realiza
una secuencia con dos tiempos de eco en Fase y en Fase Opuesta para poder
reconocer la esteatosis hepdtica. Existe un consenso generalizado de que la RM
con esta secuencia en Eco de gradiente es la técnica mdas sensible para el
diagndstico de la esteatosis. La técnica Fase/Fase Opuesta (Dual eco) es
precisa para el diagndstico cualitativo de depdsito graso; sin embargo, esta
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secuencia con dos ecos no puede cuantificar la concentracién de grasa en el
higado de manera fiable.

Fase Opuesta Fase

(A) Sano

(B) Esteatosis

Figura 8. Imagen representativa de higado sano/esteatdsico. Higado sano (A) e higado con esteatosis difusa (B)
en las secuencias en Fase y en Fase Opuesta. Higado Sano: no hay diferencias significativas de la intensidad de
sefial del higado en ambos TE. Esteatosis Hepatica: gran disminucién de la sefial de todo el higado en TE en Fase
Opuesta con normalidad completa de la Sefial en TE en Fase, similar a la del higado sano. Esta diferencia de
comportamiento en ambos TE es especifica de la esteatosis.

La sobrecarga férrica, que con frecuencia coexiste con el acumulo de grasa en
la enfermedad hepdtica crénica [223, 224], genera una disminucién de la sefal
que es mds importante en las secuencias con TE mds prolongados, debido a
qgue acorta el T2*. Esto se traducird en una mayor disminucidon de la senal a
medida que aumenta el TE de la secuencia, lo que a 1.5 Teslas se traducird en
una disminucion de la senal mds importante en Fase (4.6 ms) que en Fase
Opuesta (2.3ms) y por tanto distorsionard el andlisis comparativo entre ambas
imagenes cualitativa y cuantitativamente. Para obviar este problema es
necesario utilizar mas de dos ecos. De esta forma puede medirse la disminucion
de senal en funcion de la variaciéon del TE y corregir asi el efecto 12* (Figura 9).
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Figura 9. Curvas representativas T2. Variacion de la curva de decaimiento T2 en caso de esteatosis hepatica. Cada
medicion corresponde a un TE.
A.- Curva T2 del higado normal (sin sobrecarga de hierro y sin sobrecarga de grasa).
B.- Curva T2 en un higado con sobrecarga de hierro sin sobrecarga de grasa. Observamos una verticalizacion de
la curva que se traduce en un acortamiento del T2.
C.- Curva T2 en un higado con esteatosis hepatica sin sobrecarga de hierro. Oscilacion importante de la sefal
entre los TE en Fase Opuesta (FO) y en Fase (F). La pendiente es la misma que en la curva A.
D.- Curva T2 de un paciente con esteatosis hepatica y sobrecarga férrica. La sobrecarga férrica modifica la
pendiente que se verticaliza de manera similar a la curva B y la esteatosis hepatica genera una gran oscilacién
simultanea de la sefal entre los TE en Fase (F) y en Fase Opuesta (FO).

La fibrosis y la inflamacion, también coexistentes con la esteatosis en la
hepatopatia créonica, generan variaciones en la senal de intensidad de las
secuencias en Fase por factores independientes de la esteatosis. La fibrosis y la
inflamacion modifican la cantidad de agua en el higado y suponen por tanto
un alargamiento del T1. Para evitar esta interferencia deben utilizarse
pardmetros de adquisicion minimamente ponderados en Tl reduciendo el
dngulo de excitaciéon (en inglés flip angle) de la secuencia y asi, los efectos de
saturacion de la misma por utilizar tiempos de repeticibn muy cortos. Esta
estrategia permite adquirir secuencias ponderadas en densidad protdnica con
poca influencia en las variaciones en los T1 del agua y de la grasa.
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Una vez adquirida la senal es necesario hacer un andlisis espectral de la
misma para determinar el contenido de grasa y agua. Sin esta informacién no
puede ajustarse de manera precisa la funcion matemdtica que permite separar
la aportaciéon de la grasa y del agua a la senal medida a lo largo de todos los
TE. Este andlisis puede realizarse utilizando diferentes métodos siendo los mdas
conocidos IDEAL y Dixon [225-227]. Como resultado de este andilisis se obtienen
imagenes cuantitativas llamadas “mapas” de senal del agua y de la grasa, asi
como de la relacién entre ambas denominada fraccidon grasa (Fraccidon grasa=
senal grasa/ senal agua + senal grasa) [220, 225, 228-231].

La cuantificacién por RM multieco, que pretende subsanar esta interferencia
grasa/hierro realizando una correccidén T2* se ha validado con el andlisis
histoldgico de la esteatosis [232] pero todavia no lo ha sido con determinaciones
bioquimicas de grasa hepdtica en estudios comparativos con gran nUmero de
pacientes.

La resonancia magnética representa una técnica incruenta potencial para la
evaluacion de la esteatosis hepdtica en 3D [233], ya que se mide la proporcion
de la densidad de protones mévil del higado que es atribuible a la grasa [232].
La evidencia cientifica al comparar con fantomas agua/grasa y/o andlisis
histolégico semicuantitativo de la grasa hepdtica como estdndar de referencia,
sugiere que la RM puede representar un método exacto para determinar el
contenido hepdtico de lipidos [232, 234]. Sin embargo, todavia se necesita
investigacion adicional para validar esta hipdtesis y, sobre todo, para poner a
prueba el potencial de la RM con una herramienta que nos permita determinar
la concentracion exacta de lipidos infrahepdticos (i.e., método bioquimico de
Folch).

La capacidad de cuantificar la grasa hepdtica y su cardcter incruento,
hacen que las técnicas de imagen por RM y espectroscopia por RM sean de
eleccion en los frabajos de investigacion y en la prdctica clinica, sobre todo en
los estudios longitudinales de seguimiento en pacientes con NAFLD después de
cualquier fratamiento [235-239].

F. Diagnéstico diferencial

Hay mdultiples causas de esteatosis hepdtica que deberian ser consideradas en
un paciente con sospecha de NAFLD y que incluyen la mayor parte de las
enfermedades hepdticas crénicas [4]:

- Enfermedad hepdtica alcohdlica.

- Hepatitis C (sobre todo genotipo 3).

35



Cuantificacion y monitorizacion de NAFLD por RM

- Hemocromatosis hereditaria.
- Enfermedad de Wilson.

- Déficit de a-1 antitripsina.

- Hepatitis autoinmune.

- Lipodistrofia.

- Abetalipoproteinemia.

- Medicacién (amiodarona, metotrexate, tamoxifeno, glucocorticoides,
valproato, agentes antiretrovirales para VIH).

- Sindrome de Reye.
- Esteatosis hepdtica aguda del embarazo.

- Sindrome HELLP (anemia hemolitica, elevacion de enzimas hepdticas,
tfrombopenia).

- Inanicién.
- Nutricion parenteral prolongada.

Dentro del diagndstico diferencial, la entidad mds frecuente es la hepatitis
alcohdlica, que por su similitud histoldgica requiere la realizacién de un correcto
y exhaustivo diagnostico diferencial enfre ambas. Como hemos dicho
previomente, la principal diferencia entre ambas entidades estriba en la ingesta
o no de alcohol en cantidad suficiente y de forma habitual. Por todo ello, se
considera fundamental la confirmacidon o exclusion de ingesta alcohdlica de
forma objetiva.

G. Severidad de la enfermedad hepdtica

Es dificil predecir la severidad de la enfermedad hepdtica en funcién de
caracteristicas clinicas o de laboratorio [240], aunque hay evidencia de que un
valor de ferritina sérica 1,5 veces el limite superior del valor normal en pacientes
con NASH se asocia con mayor riesgo de fibrosis hepdtica avanzada [170]. Asi,
un método incruento que es potencialmente Util para la exclusion de fibrosis
avanzada es la medicion de la rigidez hepdtica mediante elastografia. El
principal problema de este método es su escasa disponibilidad y uso infrecuente
en pacientes con esteatosis simple y NASH.

Es importante identificar factores clinicos y seroldgicos que permitan predecir
la presencia de fibrosis en pacientes con NAFLD. La edad superior a 45-50 anos
se ha revelado como un factor independiente de fibrosis en pacientes con
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diagndstico de NAFLD [241-243]. De forma similar, la presencia de obesidad es
un factor de riesgo conocido para el desarrollo de NAFLD y se considera
también un factor predictor de fibrosis [241-243]. A la vista de los datos
publicados, la presencia de enfermedades asociadas con NAFLD y que forman
parte del sindrome metabdlico pueden comportarse como un factor de riesgo
independiente para fibrosis en pacientes con NAFLD tales como diabetes
mellitus [241], hiperlipemia [242] e hipertension arterial [106]. Por otra parte,
diversos marcadores analiticos se consideran probables factores predictores de
fibrosis, destacando la presencia de concentracion de ALT = 2 veces el valor
normal [242], trombopenia e indice AST/ALT bajo [106, 243].

La presencia de grasa en el higado es un factor de riesgo para desarrollar
complicaciones después de reseccion hepdfica o frasplante [244-248]. Se
acepta que la esteatosis hepdtica caracterizada por un porcentaje de grasa
superior al 30% estd relacionada directamente con incremento del riesgo de
complicaciones tras la realizacién de cirugia hepdtica mayor o trasplante [245,
246].

8. Tratamiento

Los objetivos principales del tratamiento incluyen medidas de prevencion vy
regresion de dano hepdtico vy fibrosis [249]. No hay una terapia probada y eficaz
para NAFLD, aunque es recomendable la modificaciéon de factores de riesgo,
como obesidad, hiperlipemia y diabetes.

A. Pérdida de peso y ejercicio fisico

La pérdida de peso es el Unico tfratamiento beneficioso con evidencia cientifica
razonable [4]. La actividad fisica y la pérdida de peso producen mejoria en
aminotransferasas hepdticas, histologia, niveles séricos de insulina y calidad de
vida en los pacientes con NASH [250-253], siendo la mejoria histolégica mds
importante en los pacientes que pierden = 7% del peso inicial [252].
Recientemente, se ha demostrado que la mayor tasa de regresion de NASH vy
fibrosis ocurre en pacientes con una perdida ponderal =2 10% [254]. Igualmente,
se ha objetivado una mejoria histolégica de la inflamacién y fibrosis en
pacientes con pérdida de peso fras la realizacion de cirugia baridtrica [162, 163,
255]. Se ha demostrado que la pérdida de peso produce mejoria de los factores
hepdticos implicados en la regulacion de la inflamacion, fibrogénesis [127] vy
resistencia periférica a la insulina que produce disminucion de la concentracién
lipidica hepdtica [128]. La pérdida ponderal debe ser gradual, ya que la
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reduccion répida se asocia a empeoramiento de la enfermedad y no debe
exceder de 1,6 kg por semana [256]. El ejercicio fisico sin reduccion del peso
también tiene un efecto beneficioso sobre la esteatosis produciendo
disminucion del contenido graso del higado y mejoria de la resistencia periférica
alainsulina [257-259].

B. Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacion de
otras moléculas. Los niveles bajos de antioxidantes o la inhibicion de las enzimas
antfioxidantes causan estrés oxidativo y pueden danar o matar las células. Se ha
comprobado que su administracion exdgena (vitaminas C y E) disminuye el
estrés oxidativo en los hepatocitos esteatdsicos y las aminotransferasas de
pacientes con NASH [260-262]. Como consecuencia de este efecto se produce
mejoria histoldgica hepdtica tanto de la actividad necroinflamatoria como de
la fibrosis.

Se ha comprobado que la administracién diaria de vitamina E produce clara
mejoria de la histologia hepdtica en individuos con NASH no diabéticos y se
puede considerar un fratamiento de primera linea en este grupo de pacientes
[4]. La evidencia respecto a la eficacia de este tratamiento en el resto de
pacientes con esteatosis simple y/o NASH es limitada. Por ofra parte, existen
datos controvertidos sobre el ligero incremento de la tasa de morbi-mortalidad
en los pacientes que son tratados con altas dosis de vitamina E [263-267]. Por
todo ello, no se recomienda su uso en los pacientes con esteatosis simple, NASH,
NASH-cirrosis o cirrosis criptogenética [4].

C. Agentes hipoglucemiantes

Los agentes hipoglucemiantes reducen los niveles de glucosa en sangre por lo
que se suelen utilizar en el tratamiento de la diabetes mellitus.

e Biguanidas: reducen la produccion de glucosa por parte del higado vy
aumentan su captacién en los tejidos periféricos, incluyendo el muisculo
esquelético. La mefformina se utiliza en pacientes con sobrepeso ya que
reduce los niveles de glucosa, triglicéridos y LDL, ayudando a la pérdida
de peso y a la prevencién de enfermedades cardiovasculares asociadas
a diabetes. En relacion a NAFLD, se han demostrado diferentes efectos
beneficiosos de la metformina tales como la mejoria de los niveles séricos
de aminotfransferasas, insulina y péptido C [268]. No hay evidencia que
demuestre claro beneficio de la metformina sobre la histologia hepdatica,
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lo que no hace recomendable su uso en el grupo de pacientes con
NAFLD [269].

e Tiazolidinedionas: son agentes que se unen a los receptores celulares
actuando como agonistas selectivos de la insulina y estdn involucrados
en la transcripcidon de genes que regulan el metabolismo de glucosa vy
grasas. Se han utilizado en el tratamiento de pacientes con NASH. La
pioglitazona produce mejoria histoldgica de la esteatosis, inflamacion vy
fibrosis en los pacientes con NASH [270], aunque dicha mejoria parece
revertir tras la interrupcién del tratamiento [271]. Asi, es probable que sea
necesario un fratamiento a largo plazo para conseguir beneficio
clinicamente importante. Los principales efectos adversos asociados a
este fratamiento son el riesgo de enfermedad cardiaca y el aumento de
peso. Por todo ello, no se recomienda el uso de pioglitazona en pacientes
con NAFLD. La Rosiglitazona produce mejoria de la esteatosis en
pacientes con NASH [272]. Sin embargo, no se ha demostrado que el uso
prolongado del fratamiento produzca beneficio adicional [273]. Cuando
la rosiglitfazona se asocia con ofros tfratamientos como la metformina se
produce mejoria histoldgica de la esteatosis, inflamacion hepatocelular y
fibrosis [274].

D. Estatinas

Son fdrmacos usados para disminuir el colesterol en pacientes con
hipercolesterolemia. Su accion la ejercen inhibiendo la enzimma HMG-CoA
reductasa con disminucidon del riesgo de ateroesclerosis y de patologia
cardiovascular. La hepatotoxicidad secundaria de este fdrmaco en pacientes
con NAFLD no parece estar aumentada en comparacion con la poblacién
general, por lo que se pueden administrar estatinas en pacientes con
diagndstico de esteatosis hepdtica [275]. Asi, la hipercolesterolemia asociada a
NAFLD se puede tratar con estatinas, aunque no es recomendable su uso como
tratamiento especifico de la esteatohepatitis [4, 276].

Estudios realizados en roedores han demostrado que la atorvastatina parece
producir efecto beneficioso sobre los niveles de aminotransferasas en animales
con NAFLD [277, 278]. La combinacién de atorvastatina con agentes
antioxidantes en pacientes con NAFLD produce reducciéon significativa del
riesgo de progresion histolégica hepdtica durante un periodo largo de
seguimiento [279].
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E. Otros

Probucol

Se frata de un agente hipolipemiante con propiedades antioxidantes que
produce una reduccion significativa de aminotransferasas hepdticas en
pacientes con NASH [280]. No se ha evaluado el efecto que produce sobre la
histologia hepdatica.

Betaina

Es un metabolito normal de la metionina. Estudios realizados en roedores han
demostrado que la betaina tiene efecto protector contra la esteatosis. En
humanos, ha demostrado mejoria de la esteatosis sin efecto significativo sobre
los marcadores de inflamacidon hepdtica o el estrés oxidativo [281]. No es
recomendable su uso en pacientes con NAFLD.

Acido Ursodeoxicélico

Es un dcido biliar secundario que reduce la sintesis de colesterol en el higado vy
la reabsorcion del mismo por el intestino, disuelve el colesterol y la grasa a nivel
intestinal y tiene un efecto inmunomodulador inhibiendo la produccidon de
algunas citoquinas y la peroxidacion lipidica en los hepatocitos. No ha
demostrado mejoria histoldégica hepdtica en pacientes con NASH [282-284] por
lo que su uso no es recomendable para el tratamiento especifico de NAFLD [4].

Losartan

La Angiotensina Il estd implicada en la patogénesis de la fibrosis hepdtica y
aumenta el depdsito de hierro y la resistencia a la insulina en el higado. El
Losartdn es un antagonista del receptor de la angiotensina Il y su uso en
pacientes con NASH parece producir beneficio minimo con mejoria de los
marcadores séricos de fibrosis y aminotransferasas hepdticas [285].

Pentoxifilina

Es un fadrmaco hemorreoldgico (efecto sobre el flujo sanguineo) que ademds
inhibe el TNF-a que puede participar en la patogenia de NASH. El TNF-a es un
factor etioldgico importante en la resistencia a la insulina y participa en la
progresion de NAFLD. Se ha demostrado que la pentoxifilina produce mejoria de
la esteatosis, inflamacion y fibrosis en pacientes con NASH confirmada por
biopsia hepdtica [286].
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Orlistat

Se frata de un inhibidor de la lipasa gastrointestinal con uso clinico en el
tratamiento de obesidad y diabetes mellitus tipo 2. Se ha comprobado que el
orlistat se asocia a pérdida de peso a corto plazo con mejoria de los niveles de
AST, ALT e histologia hepdtica [275, 287]. Por otfra parte, se ha demostrado que
cuando la pérdida de peso es del 5-9% del peso inicial mejora la resistencia
periférica a la insulina y si ésta supera el 9%, la mejoria también se observa a
nivel de la histologia hepdtica en pacientes diagnosticados de NAFLD [288].

Acidos grasos Omega-3

Son dcidos grasos esenciales poliinsaturados con multiples efectos beneficiosos
para la salud. Hay evidencia que demuestra mejoria de la esteatosis hepdtica
en pacientes con NAFLD tratados con dcidos grasos omega-3 [289]. La
recomendacién de uso de los dcidos grasos omega-3 para el tratamiento
especifico de NAFLD es precipitada aunque si se pueden considerar agentes de
primera linea para tratar la hipertrigliceridemia asociada en muchos casos de
NAFLD [4].

Como se puede apreciar en la literatura hay pocos estudios que comparen la
fraccién grasa medida por RM con la cuantificacion bioguimica de los
triglicéridos hepdticos. Los estudios realizados en humanos comparan la fraccion
grasa por RM con el andlisis histoldgico semicuantitativo de una biopsia
hepdtica o con los resultados obtenidos con espectroscopia por H' RM, donde
una técnica de resonancia se valida con ofra RM.

Igualmente, hemos comprobado que son fres los métodos de medicidén de la
grasa hepdtica mdas comunmente utilizados: la fraccion grasa obtenida por RM,
la gradacion histolégica y la cuantificacion bioquimica. Sin embargo, no existen
estudios en humanos que hayan comparado los tres métodos de medicién
grasa.
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Hipotesis y objetivos

Debido a la alta prevalencia de NAFLD en los paises occidentales y el riesgo de
progresion desde estadios histoldgicos precoces con presencia de esteatosis
simple a fases tardias de la enfermedad con inflamacién o fibrosis, el interés
cientifico por esta enfermedad ha aumentado en los Ultimos anos. Hay
evidencia de que esta entidad clinico-patolégica de amplio espectro se
relaciona con la obesidad y con el sindrome metabdlico. Asi, los pacientes que
cumplen criterios diagndsticos de sindrome metabdlico y NAFLD tienen un riesgo
cardiometabdlico elevado. Aungque no existe un tratamiento especifico, es
recomendable regular la dieta y promover la actividad fisica, encaminada a
conseguir pérdida de peso que se ha destacado como el Unico tratamiento
beneficioso para la mejoria de NAFLD.

Todos estos datos indican la necesidad de realizar un correcto diagndstico de
dicha enfermedad. Los métodos diagndsticos utilizados suelen ser cudalitativos o
semicuantitativos, tomando como prueba de referencia el andilisis histolégico de
una biopsia hepdtica. Frente a este método invasivo y poco preciso, parece
inferesante analizar algun método incruento que permita cuantificar la grasa
hepdtica con exactitud y comparar dicho método con una prueba de
referencia adecuada que aporte informacion precisa del depdsito graso
hepdtico, como puede ser el método bioquimico de Folch.

Asi, nuestros resultados de un estudio piloto que realizamos en un modelo
experimental de esteatosis en roedores [290] nos animdé a plantearnos la
siguiente hipétesis de trabajo:

“La RM con secuencia multieco puede permitir cuantificar el contenido de
grasa del higado y monitorizar la evolucion de la esteatosis tras la pérdida de
peso secundaria a cirugia baridtrica™.

Para demostrar dicha hipdtesis, nos planteamos los siguientes objetivos:
Objetivos principales:

|. Evaluar la determinacion cuantitativa de la grasa hepdtica mediante Ia
RM multieco respecto al método bioquimico (i.e., Folch) sobre biopsia
hepdtica.

Il. Evaluar la capacidad de la RM para monitorizar la evolucion de la
esteatosis hepdtica en pacientes obesos con NAFLD sometidos a cirugia
baridatrica.
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Objetivo secundario:

lll. Evaluar la exactitud diagndstica del método histolégico respecto al

método biogquimico para determinar la grasa hepdtica.

Con la finalidad de alcanzar dichos objetivos seguimos el siguiente
planteamiento de investigacion:

DERIVACION DE LA REGLA DE PREDICCION CLINICA (RPC)
1. Pacientes no obesos (IMC<35 Kg/m?) [No obesos 1] & RM multieco — Cirugia hepatica +
histologia + cuantificacién bioquimica.
2. Pacientes obesos (IMC=35 Kg/m?) [Obesos 1] = RM multieco — Cirugia bariatrica / hepatica
+ histologia + cuantificacion bioquimica.
3. Analisis univariante (Histologia / Bioquimica).
4. Analisis multivariante.

\ g

VALIDACION
1. Pacientes no obesos (IMC<35 Kg/m?) [No obesos 2] = RM multieco — Cirugia hepatica +
histologia + cuantificacion bioquimica.
2. Pacientes obesos (IMC=35 Kg/m?) [Obesos 2] = RM multieco — Cirugia bariatica / hepatica
+ histologia + cuantificacion bioquimica.

\ g

MONITORIZACION
- Pacientes obesos (IMC=35 Kg/m?) [Obesos 1y 2] = RM multieco 12 meses después de la cirugia.
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Material y métodos

1. Seleccioén de Pacientes y diseiio del estudio

Hemos disenado un estudio transversal descriptivo de prueba diagndstica y
prospectivo para la monitorizaciéon o seguimiento longitudinal de la esteatosis
hepdtica en un solo hospital (desde mayo 2009 hasta enero 2014). Dicho estudio
fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica de Investigaciones Cientificas
(CEIC) del Hospital Universitario Donostia como se define por la legislacion
espanola y las directivas europeas. Se frata de un estudio de prueba
diagndstica para evaluar las caracteristicas nosoldgicas de la RM en la
cuantificacion de la grasa hepdtica tomando como “gold standard” la
determinacién de grasa en tejido hepdtico mediante el método bioguimico de
Folch.

Se incluyeron todos los pacientes consecutivos remitidos a nuestro hospital
para realizar cirugia hepdtica por diferentes etiologias y sin enfermedad
hepdtica subyacente durante 2009.

Criterios de inclusién: indice de masa corporal (IMC) < 35 kilogramos por
metro cuadrado y edad > 18 anos (No obesos 1).

Criterios de exclusion: Ingesta de etanol > 20 gr/dia, hepatopatia cronica
subyacente (serologia hepatitis B 'y C, VIH +) o contraindicaciones de RM
(claustrofobia, dispositivos metdlicos: marcapasos, implantes cocleares...).

Posteriormente, se incluyeron todos los pacientes obesos consecutivos
remitidos a nuestro hospital para la realizacidn de una técnica de cirugia
baridtrica (tubulizacidon gdstrica o bypass gdstrico) o de cirugia hepdtica por
diferentes etiologias sin enfermedad hepdtica subyacente entre 2010 y 2013.

Criterios de inclusion: IMC 2 35 kg/m?2y edad > 18 anos (Obesos 1).

Criterios de exclusion: Ingesta de etanol > 20 gr/dia, hepatopatia crénica
subyacente (serologia hepatitis B y C, VIH +), contraindicaciones de RM
(claustrofobia, dispositivos metdlicos: marcapasos, implantes cocleares...)
o perimetro abdominal > perimetro interno del tubo de la RM.

Los pacientes de este grupo fueron clasificados por el tipo de obesidad que
presentaban segun el IMC: clase Il (IMC = 35-39.9 kg/m?) y clase lll (IMC = 40
kg/m?) segun la clasificaciéon de la OMS [291]. Todos los pacientes obesos
sometidos a cirugia bariatrica tenian indicacion quirirgica (IMC = 40 o IMC = 35-
39.9 con una morbilidad significativa asociada).

La resonancia magnética multieco se realizd en todos los pacientes del
estudio el dia anfes de la cirugia y se obtuvo una biopsia hepdtica en el
momento de la cirugia baridtrica o hepdtica. Es importante destacar que el
periodo de tiempo transcurrido entre la realizacidon de la RM vy la toma de
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biopsia fue menor de 24 horas en todos los pacientes. Las muestras hepdticas
obtenidas se dividieron en dos partes iguales que se procesaron para el andlisis
histologico, asi como para la cuantificaciéon de la concentracion de grasa
hepdtica medida por el método biogquimico de Folch.

Los profesionales expertos que participaron en cada método de
cuantificaciéon (RM, histologia y andlisis bioguimico de lipidos) no conocian datos
clinicos ni otros resultados de los pacientes cuando realizaron la estimacion de la
esteatosis hepdtica.

Un grupo de validacién con 31 pacientes adicionales [24 obesos (IMC = 35
kg/m?) [Obesos 2] y 7 no obesos (IMC < 35 kg/m?2) [No obesos 2]] fue analizado
para confirmar la eficacia de la nueva féormula disenada para la prediccion del
valor bioguimico de la grasa hepdtica desde el valor obtenido con la RM
multieco. Por lo tanto, en este grupo de validacion se realizé una RM multieco
antes de la cirugia y una biopsia hepdtica en el momento de la intervencién,
con la intencién de poder comparar la concentracion de triglicéridos hepdtica
medida (por Folch en la biopsia hepdtica) y la estimada o predicha (por RM)
aplicando nuestra formula.

Por Ultimo, todos los pacientes con criterios de obesidad moérbida (Obesos 1y
2) que aceptaron, tanto los sometidos a una reseccidén hepdtica como aquellos
gue se sometieron a una cirugia baridtrica, fueron monitorizados un ano después
de la intervencion realizando una segunda RM multieco con el objetivo de
cuantificar la esteatosis hepdtica y valorar con ello el efecto que producia la
pérdida de peso sobre la cantidad de grasa hepdtica.

2. Consideraciones éticas

Este estudio conlleva realizar una biopsia hepdtica tanto en pacientes obesos
como no obesos. El riesgo del procedimiento es menor que el de la biopsia
cerrada percutdnea ya que se readliza con vision directa del érgano. La
realizacion de este estudio no supone un cambio en el manejo clinico ni en el
plan terapéutico del paciente. El desarrollo de esta investigacion implica la
realizacion de exploraciones que habitualmente no se hacen en estos pacientes
como la biopsia hepdtica del borde anterior del segmento lll o la resonancia
magnética preoperatoria. Ninguna prueba ha supuesto coste econdmico
anadido a la prdctica clinica habitual porque el estudio se ha financiado con
proyectos de Investigacion del Instituto de Salud Carlos Il (PI10/01984) y del
Departamento de Sanidad y Consumo del Gobierno Vasco (2010111043).
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El protocolo del estudio y las consideraciones aqui descritas se presentaron all
Comité de Etica de Investigaciones Cientificas (CEIC) del Hospital Universitario
Donostia, que dio su aprobacidén en mayo del 2009

Anexo |: aprobacién del CEIC.

Para la fase de monitorizacion consultamos con el CEIC sobre la idoneidad
de una biopsia hepdtica percutdnea. Tras valorar las caracteristicas nosolégicas
de la RM vy los riesgos inherentes de la biopsia, el CEIC desaconsejé la realizacion
de una biopsia percutdnea.

Un formulario de consentimiento informado aprobado por la junta de revision
institucional fue firmado por todos los pacientes antes de iniciar el estudio. Los
pacientes incluidos en el estudio fueron sometidos a un minimo riesgo anadido
al de la propia intervencion realizada

Anexo lI: informaciéon al paciente. Anexo lll: consentimiento informado.

3. Datos Clinicos

El sexo y la edad fueron considerados en todos los pacientes. Las medidas
antropomeétricas incluyeron peso y talla en el momento de la biopsia hepdtica.
El IMC se calculd en cada paciente a partir de estos valores antropométricos. La
presencia de enfermedades asociadas como diabetes, hiperlipidemia y apnea
obstructiva del sueno se comprobd en todos los pacientes. Ademds, también se
considerd el tfratamiento con fdrmacos tales como antficonceptivos orales,
estatinas, inmunosupresores, anfidepresivos, blogueantes de los canales del
calcio (tipo nifedipino), hormonas y paracetamol. Los datos bioldgicos para
cada paciente incluyeron pardmetros hematoldgicos, pruebas de funcidn
hepdtica y perfiles lipidicos.

A. Variables

1. Datos de filiacidon: nombre y apellidos, nUmero de historia clinica, fecha
de entrada en el estudio.

2. Caracteristicas personales: edad, sexo, peso, talla, IMC, tipo y fecha de
cirugia.

3. Enfermedades: diagndstico previo de diabetes mellitus, dislipemia o SAOS.

4. Hdbitos téxicos: ingesta de alcohol semanal en gramos y ofros toxicos.

5. Tratamientos potencialmente hepatotdxicos recibidos en los Ultimos 12
meses.
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6. Analitica: AST (U/L), ALT (U/L), GGT (U/L), FA (U/L), bilirubina (mg/dL),
triglicéridos (mg/dL), colesterol (mg/dL).

7. Esteatosis: cuantificacion por RM, gradacion histologica (Grado 0, 1, 2y
3), cuantificacion bioguimica (mg TG/gr tejido hepdatico).

4. Andlisis histologico hepdtico

Dos expertos patdlogos realizaron un andlisis histoldgico, a doble ciego, de las
biopsias hepdticas obtenidas de cada paciente. Todas las biopsias se
obtuvieron de una cuna hepdtica en el borde anterior del segmento Il del
I6bulo hepdtico izquierdo. Las muestras de tejido fueron fijadas en formalina al
10% e incluidas en parafina. Las secciones de 4 micras de espesor fueron tenidas

de forma rutinaria con hematoxilina-eosina.

La esteatosis hepdtica se informo tras realizar una evaluacion semicuantitativa
del porcentaje de hepatocitos (0% -100%) que contiene grasa macrovesicular
(i.,e., gotas de lipidos igual o mayor que el tfamano del ndcleo, a menudo
desplazdndolo) o grasa microvesicular (i.e., numerosas pequenas gotas de
grasa que rodean un nUcleo situado en el centro).

Los resultados se expresaron en términos de porcentaje de grasa en los
hepatocitos y varid de 0 a 3 (i.e., 0: < 5% de grasa, 1: hasta 33% de grasa, 2: 33-
66% de grasay 3: > 66% de grasa) [182].

5. Andlisis bioquimico de lipidos intrahepaticos

La concentracién de lipidos del higado se determind segun el método descrito
por Folch et al. [190]. Este andilisis bioquimico determind la concentracion de
lipidos en las muestras de higado (mg de lipidos / gr de tejido hepdtico) y se
utilizdé como método de referencia con el que se compararon los datos
obtenidos por RM y por histologia. Este método, bajo diversas modificaciones,
continla siendo considerado la técnica cldsica y mds fiable para la
cuantificacion bioguimica de lipidos, muy utilizada en la empresa agro-
alimentaria [292]. Asi, nos referiremos en muchas ocasiones al valor de medicidn
bioguimica de triglicéridos intfrahepdticos como valor Folch.

Un farmacéutico y un nutricionista realizaron la cuantificaciéon bioguimica de
grasa infrahepdtica en cada biopsia obtenida, sin conocer ningun dato clinico
ni los resultados histoldgicos o los obtenidos por RM.
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A. Técnica

El tejido hepdtico se lava con solucién salina para eliminar cualquier rastro de
sangre, y posteriormente se homogeniza con solucion de cloroformo/metanol
(2:1). A contfinuacion, las muestras se incuban a 50° C durante 30 minutos con 2
ml de cloruro potdsico 0,1 M para acelerar el proceso de separacion de fases; la
mezcla obtenida se agita durante 1 minuto.

La muestra se mantiene durante 2 horas a 4° C, y luego se centrifuga a 2000-
3000 rom durante 20 minutos para facilitar la separacién de la fase superior o
acuosa (arrastra el metanol) y la fase inferior o cloroférmica que contiene los
lipidos. La mayor parte de la fase acuosa se eliminag, y la fase de cloroformo se
ajusta a un volumen final conocido.

1 ml de la fase cloroférmica se transfiere a un tubo previamente pesado vy la
soluciéon se evapora mediante secado utilizando una corriente de nitrégeno. El
tubo se pesa de nuevo y se calcula la cantidad de grasa mediante el método
gravimétrico por diferencia de pesada.

Por Ultimo, los lipidos se disuelven en isopropanol y los triglicéridos se miden
por espectrofotometria utilizando un kit comercial de Spinreact (Sant Esteve de
Bas, Espana).

é. Resonancia Magnética

Empleamos una nueva técnica de reconstruccion basada en una secuencia
multieco en eco de gradiente que permite una separacién completa de las
senales de agua y grasa.

La técnica de adquisicion por RM y el post-proceso para calcular la fraccién
grasa fueron ya previamente evaluados con muy buenos resultados en un
modelo experimental en roedores por miembros del equipo investigador [290].

A. Secuencia de adquisicién
Los pardmetros de adquisicion son los siguientes:
- 12 ecos diferentes.
- Primer TE = 0.944 m:s.
- 8TE (Intervalo de Tiempo de Eco) = 0.68 ms.
- TE final = 25.14 ms.

- TR (Tiempo de Repeticion) = 72 ms.
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- Angulo de excitacion o flip angle = 5°.

- FOV (Campo de Vision) 375/328 mm.

- Resolucion matriz 232/129.

- NUmero de cortes 10.

- Espesor 12 mm.

- Tiempo de adquisiciéon 20 segundos.

- Maqguina RM 1.5 Teslas (Achieva Philips Healthcare, Paises Bajos).

- Antena de superficie de 16 canales en los pacientes con IMC<35
Kg/m2.

- Sin antena de superficie, con la bobina de cuerpo integrada (Q
body) en los pacientes con criterios de obesidad maérbida.

B. Postproceso

Las imdagenes se consiguen por andlisis espectral de la senal de RM para
distinguir entre el contenido de grasa y agua en cada pixel (punto) de imagen.

Se realizé un andlisis cuantitativo de las imagenes siguiendo una metodologia
previaomente publicada [290]. Dicha metodologia fue implementada en una
herramienta PRIDE (software especifico de cdiculo) que se ejecuta en una
estacion de frabajo de RM (MR Extended WorkSpace, Philips Healthcare). El
software genera automdticamente los mapas de intensidad de agua y grasa,
corregidos por los decaimientos T2* de las mismas y el mapa de fraccion grasa.

Senal grasa

Fraccién grasa =
Senal agua + Senal grasa

Los mapas de agua y grasa se analizan como un mapa paramétrico
convencional haciendo medidas de infensidad en regiones de interés. Para
calcular la fraccion grasa final sobre estos mapas paramétricos, un radidlogo
analiza tres dreas de interés en el segmento Il hepdtico de forma manual,
evitando incluir estructuras vasculares. Para evitar cualquier sesgo, el cdlculo de
la fraccidon grasa se realiza calculando la media de la medida de las tres dreas
en cada uno de los mapas.
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El radidlogo que realizd el postproceso no analizaba directamente las
imagenes multieco originales, ni tenia conocimiento de otros resultados del
estudio (histologia, andlisis bioquimico).

7. Recogida de los datos

Los datos antropométricos vy clinicos iniciales para la inclusion de los pacientes se
recogieron por parte de cada cirujano de la seccion de Cirugia Baridtrica del
servicio de Cirugia General y Digestiva de nuestro hospital en una hoja de
recogida de datos.

Los datos posteriores, intervencion quirdrgica, datos analiticos y evaluacion
de la esteatosis fueron recogidos por un solo investigador. Los datos fueron
transcritos semanalmente mediante doble entrada a una base de datos
especialmente disenada para tal fin.

Al finalizar la recogida de datos, se procedid a eliminar los errores que pudiera
contener. Se realizé depuracion de la base de datos mediante comprobacion
de rangos l6gicos y deteccidn de cddigos imposibles. Igualmente, se procedidé a
la correccidon de los errores encontrados mediante cotejo con la historia clinica.
Una vez depurada la base de datos, procedimos a su andlisis estadistico.

8. Andlisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresan como media + desviacion estandar (DE)
o error estdndar de la media (EEM) y las variables categdricas como frecuencias
absolutas y relativas en porcentaje. El coeficiente de variaciéon se estimdé como
medida de la dispersion de los datos continuos.

Se compard la distribucion de las variables entre los grupos mediante los tests
estadisticos t-Student (2 grupos independientes) o ANOVA de 1 via (mds de 2
grupos) para variables continuas y prueba de X2 o prueba exacta de Fisher para
variables categdricas. Estas comparaciones se repitieron utilizando pruebas no
paramétricas (Mann-Whitney y Kruskal-Wallis).

La asociaciéon de variables con el contenido de lipidos en el tejido hepdtico
(andlisis bioquimico e histolégico) se llevd a cabo mediante regresiéon lineal
simple y cdiculo del coeficiente de correlaciéon de Pearson (r) en el caso de
variables confinuas, y mediante ANOVA de una via para las variables
categdricas (o test no paramétrico cuando fue necesario).

La cuantificacion bioguimica de Folch se considerd la prueba de referencia
para valorar el contenido de grasa en el higado. La capacidad de la RM para
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cuantificar el contenido graso hepdtico se midié utilizando un modelo de
regresion lineal. Todas las variables que mostraron una relacion con la
determinacién Folch en el andlisis univariado con un valor de “p" inferior a 0.20
fueron seleccionadas para un modelo multivariado. Utilizando un modelo lineal
de regresion se estimd su capacidad de contribuir a mejorar la prediccion Folch
sobre el modelo que solo contemplaba el valor obtenido en la RM.

Hemos disenado una curva de calibracion para la validacion de los datos
obtenidos y estudiamos la relacidon entre el valor de la cuantificaciéon bioguimica
de Folch medida en la biopsia hepdtica y el valor de Folch estimado por RM
utilizando un modelo de regresion lineal.

Para evaluar el efecto de los pardmetros clinicos en la mejoria de la grasa
hepdtica medida por RM (diferencia entre el contenido inicial y el contenido
final de grasa hepdtica estimados por RM), se utilizd un modelo de regresion
lineal.

Por ofra parte, se realizd un andlisis multivariado (Folch estimado inicial, peso
total, pérdida de peso, edad y sexo) de la fraccidon grasa calculada por RM
multieco y el valor Folch estimado.

Hemos clasificado a los pacientes en 2 grupos atendiendo al resultado del
examen histolégico:

- Ausencia de esteatosis (grado histolégico=0)
- Presencia de esteatosis (grado histoldgico=1)

Describimos la capacidad nosolégica de los diferentes valores de Folch
estimado para la presencia o ausencia de esteatosis mediante una curva ROC
con estimador no paramétrico. Una curva ROC resume grdficamente las
caracteristicas nosoldégicas de una prueba diagndstica continua calculando los
pardmetros de sensibilidad y especificidad para los puntos de corte elegidos.

Una prueba serd tanto mejor cuanto mayor sea el drea bajo curva ROC
(AUROC): el valor minimo de este estadistico es 0.5 (la prueba diagndstica no es
mejor que el azar) y el méximo es de 1 (la prueba diagndstica es perfecta, con
una sensibilidad y especificidad de 1). Se considera que una prueba diagndstica
tiene interés clinico cuando su AUROC es mayor de 0.80. El andlisis de la curva
ROC se utiliza también para establecer el valor umbral diagndéstico de una
prueba continua, que es aquél con mayor sensibilidad y especificidad.

Los resultados se consideraron estadisticamente significativos con valores de
p<0.05. El andlisis estadistico se realizd utilizando el software STATA® SE v13
(StataCorp. LP, College Station Drive, Texas, EE.UU.).
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1. Descripcion de los pacientes del estudio: Diagrama de Flujo.

Derivacion
32 pacientes no obesos 97 pacientes obesos
(IMC<35 Kg/m?) (IMC=35 Kg/m?)
- No obesos 1 - - Obesos 1 -

Cirugia bariatrica

Cirugia hepatica
Cirugia hepatica

RM multieco
Andlisis histolégico
Analisis bioquimico

v

Ecuacién para la
cuantificacién grasa
basada en RM

Junio 2009 — Enero 2013

N

AN

Monitorizacién

.

121 pacientes obesos
intervenidos
- Obesos 1 (97)
- Obesos 2 (24)

1 afio k‘
9 pacientes

112 pacientes obesos

Monitorizacion

Validacion

/

7 pacientes no obesos
(IMC<35 Kg/m?)
- No obesos 2 -

24 pacientes obesos
(IMC=35 Kg/m?)
- Obesos 2 -

Cirugia hepética Cirugia bariatrica

l

RM multieco
Analisis histologico
Analisis bioguimico

Cirugia hepética

\ 4

Validacién de la
ecuacion

=5

Febrero — Junio 2013

Cirugia bariatrica / \ Cirugia hepética
95 pacientes @ 17 pacientes

Enero 2011 — Junio 2014
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A. Datos clinicos y biolégicos

Ciento veintinueve pacientes adultos (52 hombres y 77 mujeres) con una edad
media de 50 anos fueron incluidos de forma prospectiva en el estudio entre junio
del 2009 y enero del 2013 (Tabla 2).

Los pacientes se dividieron en dos grupos:
a) No obesos 1: pacientes sin criterios de obesidad madrbida (IMC<35
Kg/m?2) sometidos a cirugia hepdatica (n = 32).
b) Obesos 1: pacientes con criterios de obesidad modrbida (IMC=35
Kg/m?) sometidos a cirugia bariafrica (n = 83) o cirugia hepdtica
(n=14), [Total = 97].

Los pacientes sin criterios de obesidad (No obesos 1) fueron sometidos a
reseccion parcial del higado por diferentes etiologias que justificaron la
infervencion durante el ano 2009: 22 metdstasis, 3 hepatocarcinomas, 1
colangiocarcinoma, 3 adenomas y 3 hemangiomas.

Entre los pacientes obesos (Obesos 1), 83 se sometieron a cirugia baridtrica y
14 a reseccion parcial hepdatica entre 2010y 2013.

El grupo de pacientes obesos presentd una edad media (46.7 £ 13.4 anos)
menor que la del grupo sin obesidad (60.9 = 11.5 anos) (p <0.0001).

Por otro lado, tal y como se esperaba, el grupo de pacientes obesos mostrd
mayor peso corporal (120.7 £ 26.3 vs 71.9 £ 13.6 kg) e indice de masa corporal
(IMC; 44.6 £ 7.9 vs 26 + 4.5 kg/m?) en comparacion con el grupo de pacientes no
obesos (p <0.0001 en ambos comparaciones), asi como un aumento de la
apnea obstructiva del sueno (33% vs 3.1%; p <0.001), concentracion de
triglicéridos séricos (163.3 + 154.8 vs 106.9 = 54.1 mg / dI; p <0.01) y contenido
hepdtico de triglicéridos (94.5 + 57.1 vs 33.3£28.3 mg / gr; p <0.0001).

Por Ultimo, se objetivd nivel mds bajo de fosfatasa alcalina sérica en el grupo
de pacientes obesos comparado con el valor del grupo sin obesidad (71.6 + 22.4
vs 99.9+£48.5U /I; p <0.01).
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No obesos 1 Obesos 1 P Total
(n=32) (n=97) (n=129)

Caracteristicas clinicas
Sexo (mujeres) 10 (31.27%) 67 (69.1%) <0.001 77 (59.69%)
Edad (anos) 60.9+£11.5 46.7+13.4 <0.0001 50.2+14.3
Peso (Kg) 71.9+£13.6 120.7+26.3 <0.0001 108.7+ 31.8
IMC (Kg/m?) 26+4.5 44.6%7.9 <0.0001 40+10.8
Altura (cms) 166.2+8.1 164.2+9.3 NS 164.7+9
Enfermedades asociadas y
tratamientos
Diabetes 5(15.63%) 28 (28.86%) NS 33 (25.58%)
Dislipidemia 10 (31.25%) 36 (37.11%) 0.054 46 (35.66%)
SAOS 1(3.1%) 32 (33%) <0.001 33 (25.6%)
Anticonceptivos orales 1(3.1%) 3 (3.1%) NS 4(3.1%)
Estatinas 3 (9.3%) 17 (17.5%) NS 20 (15.5%)
Inmunesupresores 1(3.1%) 5 (5.15%) NS 6 (4.65%)
Antidepresivos 2 (6.2%) 11(11.34%) NS 13 (10.07%)
Nifedipino 0 (0%) 10 (10.3%) NS 10 (7.75%)
Hormonas 1(3.1%) 6 (6.18%) NS 7 (5.42%)
Paracetamol 2 (6.2%) 7 (7.21%) NS 9 (6.97%)
Datos analiticos
AST (U/L) 26.8+12.9 24.7+12.9 NS 25.2412.9
ALT (U/L) 31.8+20 32.7£21.8 NS 32.4+21.3
GGT (U/L) 53+46.4 35.6%£29.3 NS 40.2+£35.3
FA (U/L) 99.9+48.5 71.6£22.4 <0.01 79.7£34.3
Triglicéridos (mg/dl) 106.9£54.1 163.3£154.8 <0.01 148.5£137.8
Colesterol (mg/dl) 190.6+54.1 200.8+42.6 NS 198.2+45.9

33.3+28.3 94.5+57.1 <0.0001 79.3+£57.8

Cuantificacién bioquimica

lipidos hepdaticos — (mg/gr)

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de la poblacion en estudio. Abreviaturas: FA, fosfatasa alcalina; ALT, alanina
aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa; IMC, indice de masa corporal; GGT, gamma glutamil
transpeptidasa. Variables continuas: valor medio £ DE, variables categdricas: frecuencia absoluta y porcentaje.
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B. Estudio descriptivo de las variables segun el valor bioquimico de Folch

El estudio de nuestra cohorte de pacientes en términos de valor bioquimico de
Folch y el andilisis de las variables categdricas indicaron que la cantidad de
grasa hepdtica calculada mediante el método bioguimico es mayor en
mujeres, en pacientes con dislipemia y con sindrome de apnea obstructiva del

sueno (Tabla 3).

Variables categéricas NUmero Folch DE P
Sexo Hombre 52 66.98 50.99 <0.05

Mujer 77 87.68 60.98

Diabetes Si 33 89.36 59.02 NS
No 926 75.87 57.36

Dislipemia Si 46 92.61 61.12 0.05

No 83 71.96 54.97

Anticoncepltivos orales Si 4 59.75 38.11 NS
No 124 79.78 58.58

Estatinas Si 20 102.23 87 NS
No 108 74.88 56.55

Inmunosupresores Si 5 117.5 75.00 NS
No 123 77.6 56.12

Antidepresivos Si 12 113.02 85.78 NS
No 116 75.65 53.72

Nifedipino Si 10 92.82 62.59 NS
No 118 78 57.79

Hormonas Si 7 86.71 60.62 NS
No 121 78.72 58.13

Paracetamol Si 9 91.55 78.82 NS
No 119 78.22 56.51

SAOS Si 33 116.48 59.4 <0.0001

No 926 66.55 51.75

Tabla 3. Variables categéricas en relacién con el valor bioquimico de Folch. Valor medio + DE.
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Igualmente, el andlisis de las variables confinuas de nuestra cohorte de
pacientes permitié apreciar diferencias del valor bioquimico de Folch segun la
edad, peso, indice de masa corporal, valor analitico de ALT, triglicéridos vy
colesterol (Tabla 4).

Variables Constante Coeficiente P2 P
continuas
Edad (ahos) 122.28 -0.85 0.04 <0.05
Peso (Kg) -4.59 0.77 0.18 <0.0001
Altura (cms) 200.65 -0.74 0.01 NS
IMC (Kg/m?) -27.24 2.66 0.25 <0.0001
AST (U/L) 67.79 0.44 0.01 NS
ALT (U/L) 60.33 0.57 0.04 <0.05
GGT (U/L) 84.74 -0.15 0.01 NS
FA (U/L) 92.32 -0.21 0.02 NS
Triglicéridos (mg/dL) 63.67 0.09 0.05 <0.05
Colesterol (mg/dL) 27.30 0.25 0.04 <0.05

Tabla 4. Variables continuas en relacion con el valor bioquimico de Folch.
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C. Estudio descriptivo de las variables segiUn el grado histolégico de esteatosis

A continuacion, se analizaron las distintas variables en nuestra cohorte de
pacientes en relacion con el grado histolégico de esteatosis.

El andlisis de las variables categodricas, permitid apreciar diferencias en el
grado de esteatosis en relaciéon al sexo, ingesta de antidepresivos y presencia de

SAOS (Tabla 5).

Grado de esteatosis

Variables 0 1 2 3 P
categoéricas
Sexo Hombre 9 (32.1%) 26 (61.9%)  14(32.6%) 3(18.7%) <0.05
Mujer 19 (67.9%)  16(38.1%) 29 (67.4%) 13 (81.3%)
Diabetes Si 5(17.9%) 10 (23.8%) 12 (27.9%) 6 (37.5%) NS
No 23 (82.1%)  32(762%)  31(72.1%) 10 (62.5%)
Dislipemia Si 10 (35.7%) 14 (33.3%) 15 (34.9%) 7 (43.7%) NS
No 18 (64.3%) 28 (66.7%) 28 (65.1%) 9 (56.3%)
Anticonceptivos Si 1(3.6%) 0 (0%) 3(7%) 0 (0%) NS
No 27 (96.4%) 42 (100%) 40 (93%) 15 (100%)
Estatinas Si 3(10.7%) 6 (14.3%) 7 (16.7%) 4 (26.7%) NS
No 25(89.3%) 36 (85.7%)  36(83.3%) 11 (73.3%)
Inmunosupresores Si 1(3.6%) 2 (4.8%) 2 (4.7%) 0 (0%) NS
No 27 (96.4%) 40 (95.2%) 41 (95.3%) 15 (100%)
Antidepresivos Si 2(7.1%) 1 (2.4%) 4 (9.3%) 5 (33.3%) <0.05
No 26 (929%) 41 (97.6%) 39 (90.7%) 10 (66.7%)
Nifedipino Si 2(7.1%) 2 (4.8%) 5(11.6%) 1(6.7%) NS
No 26 (92.9%) 40 (95.2%)  38(88.4%) 14 (92.3%)
Hormonas Si 1(3.6%) 3(7.1%) 2 (4.7%) 1(6.7%) NS
No 27 (96.4%) 39 (92.9%) 41 (953%) 14 (92.3%)
Paracetamol Si 3(10.7%) 1 (2.4%) 5(11.6%) 0 (0%) NS
No 25(89.3%) 41 (97.6%) 38 (88.4%) 15 (100%)
SAOS Si 1 (3.6%) 10 (23.8%) 14 (32.6%) 8 (50%) <0.05
No 27 (96.4%) 32 (762%) 29 (67.4%) 8 (50%)
Tabla 5. Variables categéricas en relacion con el grado histolégico de esteatosis. Frecuencia absoluta y

porcentaje.

64



Resultados

Cuando tomamos en consideracion las variables confinuas, se pudieron
comprobar diferencias en la gradacion histolégica en relacion al peso, IMC,
valor analitico de GGT, FA, cuantificacion de la grasa hepdtica mediante el
método bioguimico de Folch en biopsia hepdtica y valor Folch estimado vy
calculado con la férmula utilizando RM multieco (Tabla é).

Grado de esteatosis

Variables 0 1 2 3 ANOVA
continuas
Edad (afios) 52.21 53.60 46.53 48.06 NS
(2.99) (2.21) (2.11) (2.65)
Peso (Kg) 82.04 109.21 120.79 121.31 <0.05(0vs 1,2, 3)
(4.64) (4.77) (4.38) (6.64)
Altura (cms) 162.89 166.90 164.58 162.25 NS
(1.30) (1.47) (1.43) (2.32)
2 31.14 39.17 44.42 4581 <0.05(0vs1,2,3)
IMC (kg/m’) (1.85) (1.50) (1.40) (2.36)
AST (U/L) 26.48 23.48 26.19 24.94 NS
(2.72) (1.08) (2.72) (1.58)
ALT (U/L) 30.85 28.33 36.53 35.06 NS
(4.03) (1.98) (4.39) (3.57)
GGT (U/L) 60.34 28.33 32.78 36.8 <0.05(0vs1,2)
(10.95) (4.04) (3.42) (8.26)
FA (U/L) 95.62 79.08 71.31 72.25 <0.05 (0 vs 2)
(11.13) (4.60) (2.73) (3.53)
Trig"céridos 119.44 130.52 158.4 222.4 NS
(mg/dL) (12.82) (13.49) (29.54) (44.68)
Colesterol (mg/dL) 186.33 194.95 210.35 195.53 NS
(9.5) (6.36) (7.05) (13.84)
Folch (mg/gr) 29.95 54.93 107.34 154.51 <0.05(0vs 1,2, 3)
(5.20) (6.56) (6.39) (13.30)
Folch estimado 26.48 57.68 109.78 146.23 <0.05(0vs 1,2, 3)
(4.72) (5.75) (5.38) (7.80)

Tabla 6. Variables continuas en relacion con el grado histolégico de esteatosis. Valor medio + EEM.
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D. Estudio descriptivo de las variables segin presencia/ausencia de esteatosis

Finalmente, analizamos las diferentes variables de nuestra cohorte de pacientes
distribuidos en 2 grupos segun presentaran o no esteatosis basdndonos en la
gradacion histoldgica realizada por nuestros patélogos:

- Ausencia de esteatosis (Grado histolégico=0)

- Presencia de esteatosis (Grado histologico>1).

Al analizar las variables categdricas, no se apreciaron diferencias entre
ambos grupos, salvo en el SAOS (Tabla 7).
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Esteatosis

Variables categéricas No Si P

Sexo Hombre 9 (32.1%) 43 (42.6%) NS
Mujer 19 (67.9%) 58 (57.4%)

Diabetes Si 5(17.9%) 28 (27.7%) NS
No 23 (82.1%) 73 (72.3%)

Dislipemia Si 10 (35.7%) 36 (35.7%) NS
No 18 (64.3%) 65 (64.3%)

Anticonceptivos Si 1 (3.6%) 3 (3%) NS
No 27 (96.4%) 97 (97%)

Estatinas Si 3 (10.7%) 17 (16.8%) NS
No 25 (89.3%) 83 (83.2%)

Inmunosupresores Si 1 (3.6%) 4 (4%) NS
No 27 (96.4%) 96 (96%)

Antidepresivos Si 2 (7.1%) 10 (10%) NS
No 26 (92.9%) 90 (90%)

Nifedipino Si 2 (7.10%) 8 (8%) NS
No 26 (92.9%) 92 (92%)

Hormonas Si 1 (3.6%) 6 (6%) NS
No 27 (96.4%) 94 (94%)

Paracetamol Si 3 (10.7%) 6 (6%) NS
No 25 (89.3%) 94 (94%)

SAOS Si 1(3.6%) 32 (31.7%) <0.05

No 27 (96.4%) 69 (68.3%)

Tabla 7. Variables categéricas en relaciéon con la presencia/ausencia de esteatosis. Frecuencia absoluta y
porcentaje.
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Sin embargo, al analizar las variables continuas se observaron diferencias en
relacion al peso, IMC, valor andlitico de GGT, FA y cuantificacion de la grasa
hepdtica mediante el método bioquimico de Folch en la biopsia hepdtica vy el

valor Folch estimado y calculado con la férmula (Tabla 8).

Esteatosis
Variables continuas No Si T-student
Edad (afos) 52.21 (2.99) 49.71 (4.95) NS
Peso (Kg) 82.04 (4.64) 116.06 (11.55) <0.05
Altura (cms) 162.89 (1.30) 165.18 (0.94) NS
IMC (Kg/m?) 31.14 (1.85) 42.46 (0.97) <0.05
AST (U/L) 26.48 (2.72) 24.86 (1.26) NS
ALT (U/L) 30.85 (4.03) 32.89 (2.14) NS
GGT (U/L) 60.34 (10.95) 34.77 (2.55) <0.05
FA (U/L) 95.62 (11.13) 74.87 (2.40) <0.05
Triglicéridos (mg/dL) 119.44 (12.82) 156.77 (15.52) NS
Colesterol (mg/dL) 186.33 (9.5) 201.53 (4.57) NS
Folch (mg/gr) 29.95 (5.20) 93.02 (5.64) <0.05
Folch estimado 26.48 (4.72) 93.89 (4.80) <0.05

Tabla 8. Variables continuas en relacion con la presencia/ausencia de esteatosis. Valor medio + EEM.
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2. Estadistica analitica

A. Andlisis histologico

Los pacientes obesos mostraron aumento de la esteatosis hepdtica en relacion
al grupo de pacientes sin obesidad por examen histoldégico. Ademas, el andilisis
de la esteatosis por histologia mostré diferentes grados de contenido graso en el
higado del grupo de obesos 1y en el grupo de no obesos 1 (Figura 10 / Tabla 9).

[Grados de esteatosis = Grado 0 = No esteatosis (<6%), Grado 1 = Leve (5-33%),
Grado 2 = Moderado (34-66%), Grado 3 = Grave (>66%)]

No obesos 1: 53.12% Grado 0 Obesos 1: 11.34% Grado O

34.38% Grado 1 31.96% Grado 1
9.38% Grado 2 41.24% Grado 2
3.12% Grado 3 15.46% Grado 3

En general, la prevalencia de la esteatosis hepdtica en este estudio fue de
78.29% (101 de 129 pacientes presentaban esteatosis macrovesicular 2 grado 1
en el andlisis histoldgico). En el grupo de obesos, la prevalencia de esteatosis fue
de 88.66% y por el contrario, en el grupo de pacientes no obesos mds de la
mitad no presentaron esteatosis.

Es importante destacar que en nuestra serie de pacientes no hubo ningun
efecto adverso mencionable asociado a la biopsia hepdtica.

Grado esteatosis No obesos 1 Obesos 1 Total
0 17 (53.12%) 11 (11.34%) 28 (21.71%)
1 11 (34.38 %) 31 (31.96%) 42 (32.56%)
3 (9.38%) 40 (41.24%) 43 (33.33%)
1 (3.12%) 15 (15.46%) 16 (12.40%)
Total 32 97 129

Tabla 9. Distribucion de la esteatosis por grados histoldgicos. Los pacientes obesos mostraron mayor grado de
esteatosis en comparacién con los pacientes no obesos que se sometieron a cirugia hepatica. La prevalencia total de
esteatosis hepatica en nuestro estudio fue 78.29%. Frecuencia absoluta y porcentaje.
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Grado 0

Figura 10. Grados histolégicos de esteatosis hepatica. Imagenes representativas con tincion de hematoxilina-
eosina de pacientes con diferentes grados de esteatosis hepatica (grados 0-3).
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B. Correlacion entre la RM multieco y la estimacion histologica de la esteatosis
hepdatica

En los 129 pacientes en estudio evaluamos la correlacion entre la fraccidon grasa
calculada por RM multieco y el andlisis semicuantitativo histolégico de la
esteatosis hepdtica (Figuras 11, 12y tabla 10).

Valor RM
Pacientes Senal agua Senal grasa Fraccioén grasa multi-eco
#1 0.009
#2 0.109
#3 0.244
#4 0.357

Figura 11. Mapas de intensidad de RM multieco. Imagenes representativas de RM multieco que muestran diferentes
grados de intensidad de agua/grasa y la fraccion grasa en diferentes pacientes.
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Nuestros datos mostraron que los valores de fraccidon grasa calculada por RM
multieco se correlacionan positivamente con el grado de esteatosis estimado
por andlisis histoldgico (r=0,77,r2=0,60; p <0,0001) (Figura 13).
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Figura 12. Distribucién de las intensidades de sefal por RM multieco segun los grados histolégicos de
esteatosis. Diagrama de puntos. La intensidad de sefial de la fraccién grasa obtenida por RM multieco se correlaciona
positivamente con el grado de esteatosis estimado por andlisis semicuantitativo histologico (n = 129).

Los puntos representan los valores de cada caso.

Sin embargo, aunque se encontraron diferencias significativas en los valores de
fraccion grasa hepdtica calculada con la RM entre todos los grupos de
pacientes clasificados segun el grado histolégico de esteatosis, apreciamos una
variabilidad inter-grupos en los valores de RM [coeficiente medio de variacion
(CV) =70,6%, Tabla 10].

Es importante destacar que no se han informado eventos adversos asociados
a la RM multieco en ningUn paciente.
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Grado de Valor medio de RM DE Frecuencia Ccv
esteatosis multieco (%)
0 0.05 0.06 28 113.8

1 0.12 0.09 42 70.5

2 0.24 0.08 43 33.9

3 0.33 0.07 16 22.0
Media 0.17 0.12 129 70.6

Tabla 10. Fraccion grasa segun el grado histolégico de esteatosis. Distribucion de los valores medios de fraccion
grasa por RM multieco de cada grupo de gradacién histologica de esteatosis (escala 0-3). CV, coeficiente de variacion;
DE, desviacion estandar. Valor medio + DE.

C. Correlacién entre el andilisis histolégico y el método bioquimico

En todos los pacientes de este estudio se analizd la correlaciéon entre el andlisis
semicuantitativo de la esteatosis por histologia y la cuantificacién directa de la
concentracién hepdtica de lipidos (realizadas ambas sobre biopsia hepdtica
recogida en el momento de la intervenciéon quirdrgica) (Figura 13, Tabla 11).

Nuestros datos indicaron una correlacion positiva entre los valores de
cuantificacién bioquimica de los lipidos hepdticos (Folch) y el grado de
esteatosis estimado por histologia (r=10.71, r2=0.50; p <0.05), [Figura 13].

En este sentido, se apreciaron diferencias significativas en los valores de Folch
entre los grados histolégicos 1, 2y 3, pero no entre los grados 0y 1.

Por ofra parte, destaca la gran variabilidad de los valores Folch entre los 4
grupos de esteatosis determinados histoldgicamente en una escala de 0-3 (CV =
72.9%, Tabla 11).
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Figura 13. Distribucion de los valores bioquimicos de Folch segiin los grados histolégicos de esteatosis.
Diagrama de puntos. Correlacidn positiva entre los valores de Folch y el grado de esteatosis estimado por analisis
histoldgico en higados humanos (n = 129).

Los puntos representan los valores de cada caso.

Grado de Folch DE Frecuencia Ccv
esteatosis (Valor medio) (%)
0 29.95 27.55 28 92.1

1 54.93 42.54 42 77.5

2 107.34 4194 43 39.2

3 154,51 53.23 16 34.5
Total 79.33 57.86 129 72.9

Tabla 11. Valores bioquimicos de Folch segun los grados histolégicos. Distribucion de los valores medios de
Folch de cada grupo de gradacion histologica de esteatosis (0-3 escala). CV, coeficiente de variacion; DE, desviacion

estandar. Valor medio + DE.
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D. Caracteristicas diagnoésticas (RM multieco - gradaciéon histologica de la
esteatosis). Curva ROC y AUROC

Como hemos comentado previamente, procedimos a distribuir los pacientes de
la serie en dos grandes grupos: Ausencia de esteatosis (Grado histolégico = 0) y
Presencia de esteatosis (Grado histolégico = 1).

La definicion del término esteatosis tiene base histoldgica y por ello, la
capacidad de la RM multieco para diagnosticar la grasa intfrahepdtica se
evalud usando el método histoldgico en la comparaciéon. Para analizar la
precision diagndstica de la RM calculamos la curva ROC vy el drea bajo curva
ROC (Figura 14).

0,50 0.75
1 1

Sens.bilidad

0.25
1

0 0.25 0.50 0.75 1

1 - especificidad

Area bajo la curva =0.89 (IC 95%: 0.82-0.96)

Figura 14. Curva ROC RM multieco - anélisis histolégico. Precision diagnéstica de la RM multieco para cuantificar
la esteatosis hepatica utilizando el andlisis histoldgico como prueba de referencia.

El mejor punto de corte del valor de fraccién grasa calculada con RM multieco
gue nos permitia diferenciar entre los pacientes que presentaban o no esteatosis
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hepdtica fue de 0.045 ppm. La sensibilidad y especificidad en ese punto fue de
M1.1% vy 71.4%, respectivamente (VPP=92% / VPN=69%).

E. Correlacion entre la RM multieco y el método bioquimico

A continuacién evaluamos la relacion entre la fraccion grasa calculada por RM
multieco comparada con la cuantificacion directa de la esteatosis a través de
la medicién bioguimica (prueba de referencia) de la concentracion hepdtica
de ftriglicéridos (valor Folch) en los 129 pacientes del estudio, presentando una
curva de calibracién (Figura 15).

Nuestros resultados indicaron que la fraccidon grasa calculada con RM
multieco se correlaciona positivamente con la cuantificacién bioquimica de los
lipidos hepdticos (r = 0.90, r2 gjustado = 0.81; p<0,0001), dando lugar a la
siguiente ecuacion:

Folch = 5.082 + (432.104 * fraccién grasa RM multieco)

9 300 4
3 © | r=090
0 2= (.81
o P <0.0001
= 200
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Fraccién grasa RM multieco
Figura 15. Curva de calibracion RM multieco - Folch. La fraccién grasa obtenida por RM multieco se correlaciona

positivamente con la concentracion hepatica de triglicéridos (r=0.90 / r2=0.81). Ecuacion resultante que predice el valor
Folch a partir de la fraccion grasa derivada de RM multieco. Los puntos representan los valores de cada caso.
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F. Cdlculo de la concentracion grasa hepdtica a través de la fraccion grasa
calculada con RM multieco

La ecuacidon mencionada anteriormente fue validada con un nuevo grupo de
31 pacientes adultos adicionales [24 con criterios de obesidad mérbida (IMC=35
kg/mZ2, Obesos 2) y 7 controles (IMC<35 Kg/mZ2, No obesos 2)].

Se realizd una RM multieco 12 horas antes de la intervencion quirdrgica
(cirugia bariatrica o cirugia hepdtica) y el valor de la fraccidn grasa obtenida en
dicha RM se utilizé para predecir la concentracion de grasa hepdtica (Folch)
calculada con dicha férmula.

A continuacién, los valores Folch estimados se compararon con la medicion
bioquimica directa de la concentracion de grasa hepdtica cuantificada en una
biopsia hepdtica recogida durante la intervencién quirdrgica.

Nuestros datos mostraron que la ecuacion antes mencionada es capaz de
predecir la concentracion hepdtica de triglicéridos con fuerte correlacion entre
a) la medicién bioguimica directa de los lipidos hepdticos (Folch en la biopsia
hepdtica) y b) el valor Folch estimado obtenido con la féormula usando los
valores de fraccion grasa por RM (r2=0,98; p <0.0001) (Figura 16).
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Figura 16. Curva de calibracion entre los valores de Folch medido y estimado utilizando la formula de
prediccion. Los puntos representan los valores de cada caso.
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G. Andilisis univariado de la concentracion de grasa hepdtica y evaluacion
multivariante de la prediccion del valor Folch por RM multieco

Se evalud el papel de las diferentes variables analizadas en relacion con la
cuantificacién bioguimica (Tablas 3y 4).

El estudio univariante de las variables categdricas mostré que el valor
bioquimico de Folch es mds bajo en hombres que en mujeres, y mayor en los
pacientes con apnea obstructiva del sueno (p <005 y p <0.0001,
respectivamente, Tabla 3).

Ademds, los valores Folch se correlacionan negativamente con la edad (p
<0.05; Tabla 4), y positivamente con IMC, peso (p <0.0001; Tabla 4), valor de ALT,
triglicéridos y colesterol (p <0.05; Tabla 4).

Por otro lado, el andlisis multivariado indicd que estas variables no mejoran la
capacidad predictiva del valor Folch obtenida por la férmula mencionada
anteriormente.

H. Monitorizacion de la esteatosis hepatica con RM multieco

Antes de analizar los datos obtenidos en la segunda RM realizada al ano de la
cirugia, queremos reflejar que en nuestra serie encontramos una clara diferencia
en la prevalencia de esteatosis entre el grupo de pacientes obesos y el grupo sin
obesidad. Asi, el grupo de pacientes obesos (Obesos 1) presenta un aumento
de la esteatosis hepdtica en comparacién con el grupo de pacientes sin criterios
de obesidad modrbida (No obesos 1) teniendo en cuenta la fraccidén grasa
obtenida con RM multieco y el valor Folch (p <0.0001; figuras 17A, B,
respectivamente).
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Resultados

Fraccién grasa RM Multieco
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Figura 17. Aumento de la esteatosis hepatica en los pacientes obesos.

A) Fraccion grasa calculada por RM Multieco.

B) Valor Folch.

Ay B revelaron que los pacientes obesos tienen mas esteatosis en comparacion con los controles.
Los valores medios se indican mediante barras y los puntos representan los valores de cada caso.
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Los pacientes con criterios de obesidad modrbida incluyendo el grupo de
derivacion y de validacion, fueron en total 121 (97 del grupo Obesos 1y 24 del
grupo Obesos 2).

Del total, 112 pacientes (92.56%) aceptaron realizarse una segunda RM
multieco al ano de la intervencion quirdrgica y fueron incluidos en el estudio con
el objetivo de calcular la nueva fraccion grasa obtenida por RM multieco vy el
valor de Folch estimado mediante nuestra formula. Nuestros datos indican que
en los pacientes que se sometieron a cirugia baridtrica disminuyd la intensidad
de senal de fraccidon grasa de RM multieco y el valor Folch estimado después de
un ano de la intervencion (p <0.0001; Figuras 18 A-C). Este efecto no se observo
en los pacientes obesos que no fueron sometidos a cirugia baridtrica (Figuras 19
A-C).
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Sefial agua Sefal grasa Fraccién grasa Valor RM
multieco
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Figura 18. Monitorizacién de la esteatosis tras cirugia bariatrica.

(A) Imagenes representativas de RM multieco muestran una reduccion de la sefial grasa y de la fraccién grasa en
pacientes obesos después de cirugia bariatrica. En los pacientes obesos sometidos a cirugia bariatrica (n = 95)
disminuyeron las intensidades de sefial de fraccion grasa por RM multieco (B) y el valor de Folch estimado (C)
después de transcurrido 1 afio de la cirugia.
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Figura 19. Monitorizacion de la esteatosis tras cirugia hepatica.

(A) Imagenes representativas de RM multieco que no muestran cambios de intensidad de la grasa y de la fraccién
grasa en pacientes obesos que no fueron sometidos a cirugia bariatrica. En los pacientes obesos que se sometieron a
reseccion hepatica (n=17) no se modificaron las intensidades de sefial de fraccién grasa por RM multieco (B) ni el
valor Folch estimado (C) después de 1 afio.
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I. Andlisis multivariado de la mejoria de la esteatosis

El andlisis multivariado indicdé que tanto el valor Folch estimado antes de la
cirugia baridtrica como la pérdida de peso mejoran el valor Folch estimado 12
meses después de la cirugia (p <0.0001; Tabla 12). El peso inicial, el sexo y la
edad no se correlacionaron con la mejoria de la esteatosis.

Mejora de la esteatosis Coeficiente DE P
Folch estimado inicial 0.78 0.05 <0.0001
Perdida de peso 0.64 0.10 <0.0001
Constante -34.77 5.70 <0.0001
r2=0.76

Tabla 12. Analisis de regresion multivariante de la mejoria de la esteatosis. Analisis de regresién multivariante
final para el contenido estimado de lipidos (Folch estimado) por RM después de un afio de la cirugia.
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Discusion

La enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD) puede presentarse de
muchas formas clinicas. Sin embargo, pueden clasificarse en dos grandes grupos
segun su evolucioén: a) formas indolentes y b) formas con mayor dano hepdtico
qgue pueden progresar al desarrollo de cirrosis en estadios avanzados de la
enfermedad. La creciente prevalencia de la obesidad, hipertension arterial,
dislipemia y diabetes mellitus (i.e., factores de riesgo para el desarrollo de NAFLD:
sindrome metabdlico) en los paises industrializados ponen de manifiesto la
necesidad de generar métodos no invasivos para el diagndstico vy
monitorizacion de la enfermedad grasa hepdtica no alcohdlica, asi como de
buscar nuevas dianas terapéuticas. El método diagndstico tradicional es el
andlisis histoldgico. Se trata de un procedimiento invasivo que se basa en una
estimacion cudlitativa o semicuantitativa de la proporcion de grasa
infrahepdtica en biopsia hepdtica, siendo considerado la prueba de referencia
hasta la fecha [184]. Sin embargo, la determinacién de la concentfracion
hepdtica de lipidos tiene que ser una estimacién precisa. En la actualidad,
multiples estudios tienen como principal objetivo el andlisis de la capacidad
nosolégica de diferentes técnicas diagndsticas incruentas y cuantitativas para
determinar la concentracién grasa en NAFLD. Diversos estudios han mostrado la
capacidad de ciertos biomarcadores serolégicos de predecir la presencia de
esteatosis hepdtica, aunque no de forma cuantitativa [196, 198]. En este sentido,
la RM es considerada la prueba no invasiva mds sensible para la cuantificacion
de la esteatosis hepdtica [216].

Datos recientes publicados por nuestro grupo [290] y por otros grupos de
investigacion [293-298] utilizando modelo experimental de esteatosis hepdtica
en roedores han demostrado que la RM es un método capaz de determinar la
concentracién intfrahepdtica de triglicéridos utilizando el método bioquimico de
Folch como prueba de referencia. En nuestro caso, pudimos comprobar que
existe una correlacion muy positiva entre la fraccion grasa calculada por RM
multieco y la medicidon bioquimica de Folch [290]. El diseno del estudio nos
permiti® analizar la correlacidon en subpoblaciones con diferentes grados de
depdsito de grasa hepdtica, aportando robustez a los resultados obtenidos. Por
el contrario, estos estudios fambién correlacionaron la fraccion grasa por RM y la
estimaciéon histoldgica apreciando una mayor discrepancia entre los diferentes
grupos de investigacion [293-298]. Estos datos permitieron concluir que el
método gold standard adecuado era el andlisis bioquimico por su capacidad
para poder realizar una estimacion exacta de la grasa hepdtica [293, 295].

Por ofro lado, tanto los modelos experimentales de esteatosis en roedores
como las técnicas de RM utilizadas fueron diferentes entre los distintos frabajos
de investigacion. Asi, se pudo comprobar que la técnica de imagen por RM
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multieco que se basa en el desplazamiento quimico con correccion del sesgo Tl
y T2* con posterior modelaje espectral de la grasa (método similar al nuestro) es
capaz de cuantificar de forma precisa la grasa hepdtica en un modelo animal
de roedores alimentados “ad libitum” [294]. De forma similar, se ha descrito una
alta correlacion entre la fraccién grasa calculada mediante espectroscopia por
RM con la medicidon bioguimica de ftriglicéridos intrahepdticos en ratas
alimentadas con una dieta deficiente en metionina y colina [296]. Asi, se ha
demostrado que la espectroscopia por RM puede discriminar de forma precisa
entre los diferentes grados histoldgicos y los valores bioquimicos de triglicéridos
infrahepaticos.

Para corroborar los hallazgos obtenidos en el modelo animal y poder
extrapolar las conclusiones obtenidas en el ser humano, iniciamos un estudio
clinico con un planteamiento similar al estudio piloto experimental. El primer
aspecto importante a destacar en nuestro frabajo es su diseno. Planteamos un
estudio transversal de prueba diagndstica y prospectivo para la monitorizacion
de la evolucion clinico-radiolégica de la esteatosis hepdtica en humanos. Se
trata de un estudio de prueba diagndstica para evaluar las caracteristicas
nosoldgicas de la RM en la cuantificacién de la grasa hepdtica tommando como
método gold standard la determinacidn de grasa en el tejido hepdtico
mediante la medicidn bioquimica de Folch.

En el diseno de este estudio, nos planteamos diferenciar tres fases claramente
definidas en una secuencia cronolégica determinada. En una primera fase,
ademds de incluir la mayor parte de nuestra cohorte de pacientes, nos
planteamos como principal objetivo evaluar la capacidad nosolégica de la RM
en la cuantificaciéon de la grasa intrahepdtica y para ello, desarrollamos una
regla de prediccién clinica. La segunda fase se disend con la intencidon de
validar los resultados obtenidos en la fase de derivaciéon de la RPC, para lo cual,
incluimos ofra nueva cohorte de pacientes de caracteristicas clinicas similares a
la de la primera fase. Por Ultimo, desarrollamos una tercera fase en la que
monitorizamos los cambios que acontecieron en la grasa intrahepdtica tras la
realizacion de una cirugia hepdtica o baridtrica. En esta Ultima fase, incluimos
pacientes de las cohortes definidas en las dos primeras fases que cumplieran
una serie de caracteristicas determinadas (IMC 2= 35 kg/m?) en el momento de la
intervencion quirdrgica.

Los objetivos principales de nuestro estudio eran esclarecer la capacidad
diagndstica de la RM multieco para cuantificar la grasa hepdtica respecto al
método bioquimico de Folch en una biopsia hepdtica y monitorizar la evolucion
de la esteatosis en pacientes pertenecientes a un grupo de riesgo de NAFLD. En
este sentido, consideramos que el diseno de nuestro estudio es apropiado ya
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gue incluye las fases mds importantes en un estudio de prueba diagndstica,
tales como derivacion de la RPC, validacién y monitorizaciéon. Por el contrario,
todos los trabajos que han analizado el valor nosoldégico de cualquier técnica
de RM para la cuantificacion de la grasa intrahepdtica han mostrado un diseno
incompleto ya que en ningun estudio se ha desarrollado una fase de validacion
de los resultados obtenidos. Por otro lado, estudios previos que analizaron la
capacidad de diferentes técnicas de RM para readlizar un seguimiento
longitudinal en pacientes con esteatosis hepdtica o NASH confirmada por
biopsia han demostrado que estas técnicas permiten realizar una correcta
monitorizacion de la evolucidn de la esteatosis tras diferentes factores que
puedan modificarla, tales como el ejercicio fisico o la dieta [237, 299].

Ademds, es importante destacar iguaimente el dmbito clinico en el que se ha
desarrollado nuestro estudio. Los pacientes fueron reclutados en un Hospital
Universitario de tercer nivel y, previo a su inicio, el estudio fue evaluado y
aprobado por el Comité de Etica de Investigaciones Cientificas (CEIC) del
hospital como se define por la legislacion espanola y las directivas europeas.

Otro punto importante de nuestro trabagjo es el tamano y tipo de la muestra
utilizada en el estudio que da robustez a los resultados obtenidos.

En una primera fase del estudio incluimos 129 pacientes adultos (32 con IMC <
35 kg/m?2 y 97 con IMC = 35 kg/m?) y en la fase de validacién 31 pacientes
adicionales con una distribucién similar a la primera cohorte (7 con IMC < 35
kg/m2 y 24 con IMC 2= 35 kg/m?). Estudios previos mostraron una correlacion
positiva entre la capacidad para cuantificar la grasa hepdtica mediante
técnicas de RM y la medicion bioquimica en una biopsia hepdtica en humanos
aungue los resultados poseian escasa consistencia debido al bajo niUmero de
pacientes incluidos en sus series [300-303].

Para evaluar correctamente la capacidad nosoldégica de esta prueba
consideramos que la distribucién de la muestra debia incluir tanto pacientes con
POCO riesgo como con riesgo elevado de desarrollar la enfermedad en estudio y
por ello, quisimos comprobar dicha capacidad en pacientes con
concentraciones bajas y altas de ftriglicéridos intrahepdticos incluyendo
individuos control que presentaban minimo riesgo de NAFLD y otros que tenian
riesgo elevado de desarrollar esteatosis debido a la obesidad.

Por el conftrario, los estudios publicados hasta la fecha que han comparado
los resultados obtenidos mediante alguna técnica de RM con la medicion
bioquimica de la grasa hepdtica en humanos no han incluido el fipo de muestra
mas apropiado para evaluar la capacidad nosolégica de la RM en la
cuantificacion de la esteatosis ya que en ningln caso se incluyeron factores de
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riesgo de NAFLD entre los criterios de seleccion de los pacientes [301-303]. Como
ha quedado claro anteriormente, el tipo de muestra debe incluir un amplio
espectro de pacientes que permita asegurar la ausencia y la presencia de
NAFLD en sus diferentes grados histolégicos.

Asi, una distribucidon heterogénea de la muestra utilizada en cualquier estudio
puede ser un factor importante que influya en la fragilidad de los resultados
obtenidos. Por el contrario, nuestro grupo de pacientes presentd una distribucion
equitativa con presencia de individuos en cada grupo segun el grado
histoldgico y un gran tamano muestral que dan robustez a los resultados.

A la hora de andlizar la capacidad nosoldgica de la RM multieco para la
cuantificacion de la grasa hepdtica conviene utilizar una prueba diagnéstica de
referencia adecuada (i.e., gold standard). Los datos aportados por el gold
standard deben ser cercanos a la realidad y cuantitativos. En ausencia de
pruebas diagndsticas cuantitativas de esteatosis hepdtica simple o NASH, la
prueba de referencia con la que se han comparado otras técnicas diagndsticas
ha sido el andlisis histolégico sobre una biopsia hepdtica [176]. Sin embargo,
aungue en nuestro trabajo realizamos la gradacién histolégica semicuantitativa
de la grasa intfrahepdtica en todos los pacientes, consideramos que el método
gold standard adecuado debia aportar informacién mdas objetiva y por ello nos
decantamos por la cuantificacion de la grasa intrahepdtica mediante el
método bioquimico de Folch. Ambos métodos se realizaron sobre una biopsia
hepdtica.

Se ha demostrado que el andilisis histolégico presenta limitaciones importantes
tales como la variabilidad muestral [184] y entre observadores que suele resultar
en una sobreestimacion del contenido de grasa hepdtica [187, 233]. Hay
evidencia que demuestra que la histologia aporta una informaciéon subjetiva y
semicuantitativa de la esteatosis alejada de la concentracion exacta de lipidos
infranepdticos [182]. Asi, se ha comprobado que los pacientes se pueden
clasificar de forma errébnea segun el grado histoldgico debido a varias
limitaciones inherentes del andlisis histolégico como son la variabilidad de
muestreo y de interpretacion [304]. Por todo ello, la estimacion de la grasa
hepdtica en secciones histoldgicas no es un método reproducible e incluso
algunos autores consideran necesario modificar las guias actuales que
describen el método histolégico como gold standard adecuado [185]. Por otfra
parte, la biopsia hepdtica se trata de una prueba diagndstica cruenta que la
hace inadecuada para realizar un diagndstico de screening de gran nimero de
pacientes en riesgo o para el seguimiento longitudinal de pacientes con NAFLD
sometidos a diferentes procedimientos terapéuticos [181].
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Las técnicas de imagen por RM estiman la proporcion de protones moviles
contenidos en las moléculas grasas en una zona tridimensional del higado [233]
y el andlisis histoldgico, por el contrario, estima Unicamente la proporcion de
hepatocitos que confienen vesiculas de grasa en una ldmina de dos
dimensiones [182, 183]. Asi, los dos pardmetros analizan aspectos diferentes de la
esteatosis. Estudios previos han observado que la correlacién entre los valores de
cuantificacién por RM y la estimacion histoldgica son discretos en pacientes con
esteatosis moderada-severa [1]. El cdlculo del porcentaje de hepatocitos que
muestran vesiculas de grasa no permite calcular con precision la cantidad de
esteatosis [305].

El método diagndstico utilizado como prueba gold standard para contrastar
los resultados obtenidos con la RM debe aportar informacién objetiva. En este
senfido se han propuesto algunas técnicas como la histomorfometria con
cuantificacién de vacuolas lipidicas hepatocitarias basada en un software [300],
el andlisis histolégico computacional [188] o el método bioquimico. Los
resultfados obtenidos con estas técnicas diagndsticas no dependen de la
variabilidad entre los observadores a la hora de realizar la estimacion de la
esteatosis hepdtica [185].

El método bioguimico descrito por Folch es considerado el mds fiable para
extraer y cuantificar los lipidos viscerales [292], ofreciendo una estimacion
tridimensional y exacta del contenido hepdtico de triglicéridos. Estas
caracteristicas hacen del método bioguimico una prueba de referencia mds
adecuada con la que poder comparar los resultados obtenidos con diferentes
pruebas de imagen incruentas como la RM [233]. No se usa con frecuencia en la
prdctica clinica ya que destruye la biopsia hepdtica, no pudiendo utilizar dicha
muestra para su andlisis histolégico estructural que nos da informacion valiosa
sobre la presencia de inflamacidn, fibrosis o depdsito de hierro [233].

Por todo ello, se considera el método mds fiable para la cuantificacion de los
triglicéridos del higado y por lo tanto, la prueba de referencia ideal para
comparar y correlacionar con los resulfados obtenidos por RM en estudios
clinicos de diagndstico.

Nuestros resultados muestran que la estimacion histoldgica de la esteatosis se
correlaciona positivamente con los resultados obtenidos por el método
biogquimico, aungue este valor de correlacion es modesto. Al analizar los datos,
hemos observado una significativa variabilidad del valor bioquimico de
triglicéridos en cada grado histolégico de esteatosis, resultando en una baja
capacidad discriminatoria de la estimacion histolégica segin el valor
bioquimico de triglicéridos intrahepdticos. Estos datos indican que el andlisis
histolégico no es una prueba diagndstica precisa que se deba utilizar como
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prueba de referencia.

Estudios previos apoyan esta consideracion. Asi, en distintos estudios
experimentales desarrollados en roedores se mostraron bajas correlaciones entre
el andlisis histologico y la cuantificaciéon bioguimica de la grasa hepdtica [301,
303].

Tanto las técnicas de imagen por RM como la espectroscopia por RM tienen la
capacidad de cuantificar la grasa hepdtica y sus datos se correlacionan bien
con la cantidad real de grasa infrahepdtica. Esto es particularmente cierto en la
RM multieco que se destaca por su rapidez y simplicidad, caracteristicas que la
hacen candidata ideal para su infroduccion en la prdctica clinica [226, 231]. Por
otro lado, la espectroscopia por 'H RM requiere una secuencia de adquisicion
cara, con delicados ajustes y un andlisis post-proceso complicado. Por ello, se
considera mds aplicable en estudios de investigacion que en la prdctica clinica
[305]. Algunos autores consideran que la espectroscopia por 'H RM se trata de la
prueba incruenta de referencia con la que se pueden comparar los resultados
de oftras técnicas diagndsticas [175, 177, 221, 225, 301, 306-308]. Esta técnica se
correlaciona positivamente tanto con el método histolégico [220, 305, 309-313]
como el bioguimico [300, 301, 303]. Ademds, la espectroscopia por 'H RM tiene
una aplicacion clinica limitada ya que no estd ampliamente disponible en todas
las unidades de RM vy el andlisis post-proceso requiere la instalacidon de un
software especial y la presencia de un fisico [299].

En nuestro estudio consideramos que la técnica de imagen mds adecuada
para la cuantificaciéon incruenta de la grasa hepdtica era la RM con secuencia
multieco. Con esta secuencia de RM pretendiamos confrolar el acortamiento de
T2* secundario al hierro infrahepdtico que es capaz de distorsionar los campos
magnéticos locales produciendo en Ultima instancia una pérdida de intensidad
de senal. Dada la alta prevalencia de hierro hepdtico asociado a la esteatosis y
las considerables variaciones de T2* que produce su presencia con los errores
consiguientes en la cuantificacién de la esteatosis hepdtica, es recomendable
controlar el sesgo T2*. En este sentido, las secuencias de RM con mds de dos
ecos, entre ellas la secuencia multieco, pueden corregir facilmente la
modificacidon de T2* en presencia de hierro intrahepdtico y obtener resultados
fiables en la cuantificacion de la grasa hepdtica [222, 314]. Se ha demostrado
qgue la RM multieco evita el efecto que produce el hierro sobre la intensidad de
senal de la RM y por tanto, permite realizar una cuantificacion adecuada de la
grasa hepdtica [1, 232, 299, 302, 304, 305, 310, 315].

En nuestra serie de pacientes, la fraccion grasa calculada con RM multieco se
correlaciona positivamente con la gradacion histolégica aunque con
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importante variabilidad de los valores de fraccién grasa en los diferentes grupos
segun el grado histoldégico. Distintos estudios con RM multieco muestran
resulfados modestos similares cuando utilizan el método histoldgico como gold
standard [1, 232, 299, 304, 315].

Sin embargo, nuestros datos mostraron una correlacion positiva muy lineal
entre la fraccién grasa obtenida por RM multieco y la cuantificaciéon bioquimica
del contenido graso hepdtico. Este andlisis de regresion lineal nos permitié
disenar una nueva ecuacion para el cdlculo del valor bioquimico de "“Folch
estimado” a partir del valor de la fraccidon grasa calculada por RM. La
prediccion del valor de Folch obtenida por resonancia magnética multieco no
mejord cuando se incluyeron otras variables en la ecuacion.

Folch estimado = 5,082 + (432,104 * fraccion grasa por RM multieco).

A la vista de los datos publicados, pocos grupos han utilizado el método
bioquimico como prueba de referencia para la comparacion con los resultados
obtenidos por RM en la cuantificacion de la grasa intrahepdtica en humanos
[300-303]. Ademds, se han utilizado criterios de inclusidon que no han tomado en
consideracion factores de riesgo de NAFLD y por ello, se ha comprobado que la
ausencia de esteatosis hepdatica supera el 50% de los pacientes de la serie [301,
303]. Por el contrario, en nuestro trabajo hemos incluido tanto pacientes que
presentan riesgo elevado de NAFLD (obesidad moérbida) como pacientes
control sin factores de riesgo. Asi, la prevalencia de esteatosis hepdtica en
nuestra cohorte de pacientes alcanza el 78,29%.

La validacion de los resultados obtenidos es fundamental y para ello, en
nuestro estudio incluimos una nueva cohorte de pacientes adicionales con
caracteristicas clinicas similares a los de la primera fase. Los resultados obtenidos
durante la validacion han demostrado una fuerte correlaciéon del valor
bioguimico de lipidos infrahepdticos medido en la biopsia (“Folch medido”) con
el valor “Folch estimado™” por RM y calculado con la ecuacion de regresion
lineal de nuevo diseno, lo que da robustez a los resultados. Es importante
destacar que ningun trabajo con el mismo objetfivo ha incluido una validacién
correcta de los resultados obtenidos en la fase de derivacion de la RPC.

El contenido de grasa hepdtica puede modificarse con el transcurso del
tiempo [154]. Asi, el intervalo de tiempo RM-biopsia se define como el tiempo
transcurrido entre la realizacion de la RM vy la biopsia hepdtica. En este sentido,
el indice de correlacion entre las dos pruebas es mayor cuando ambas se
realizan en un periodo menor de 7 dias, concluyendo que este indice es mejor y
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mas fiable cuanto mds corto es este periodo [232]. En nuestro estudio el intervalo
de fiempo RM-biopsia es menor de 24 horas, lo que permite hacer una
interpretaciéon robusta de los datos obtenidos en esta larga cohorte de
pacientes. Algunos autores justifican un indice de correlacion discreto entre la
cuantificaciéon por RM multieco y la estimaciéon histoldgica por el amplio
intervalo de tiempo transcurrido entre la realizacién de la RM preoperatoria vy la
toma de biopsia hepdtica [232]. Por el contrario, un intervalo corto de tiempo
enfre ambas pruebas permite realizar una interpretacion consistente de los
resultados obtenidos [1, 302].

Posteriormente quisimos analizar la distribucidon de la esteatosis en nuestra
serie de pacientes y comprobamos que los que tenian criterios de obesidad
morbida presentaban aumento de la esteatosis en comparaciéon con los
controles utilizando tanto el valor bioquimico de Folch como el valor “Folch
estimado” por RM multieco. En este sentido, se ha demostrado que la obesidad
es un factor de riesgo de NAFLD [174] y que hasta el 90% de los pacientes con
criterios de obesidad presentan NAFLD [137]; ambos datos coincidentes con lo
observado en nuestra serie de pacientes. La cuantificaciéon de grasa hepdtica
estd recibiendo cada vez mds atencion en la prdctica clinica debido a la
elevada prevalencia de la esteatosis asociada a la obesidad observada en los
paises desarrollados [2, 174]. Por ofra parte, es necesario conocer la
concentracién de grasa hepdtica en el dmbito del trasplante, ya que en la
actualidad la presencia de una concentracion grasa mayor del 30%
contfraindica la donacién de ese érgano [316].

Finalmente, quisimos analizar la influencia de la cirugia bariatrica sobre los
niveles de esteatosis medidos por RM multieco.

En nuestra serie de pacientes, un ano después de la cirugia bariatrica, se
produjo una disminucién en el contenido de grasa hepdtica analizada tanto por
valores de fraccién grasa por RM como mediante el cdlculo del valor de “Folch
estimado” por la nueva ecuacidon descrita anteriormente. Aunque el mejor
método para comprobar la reduccion de la esteatosis tras cirugia baridtrica
seria la medicién bioquimica de Folch, encontramos problemas éticos debido all
inherente riesgo metodoldgico de la biopsia hepdtica cerrada.

Nuestros datos son consistentes con la idea de que la RM multieco es una
técnica no invasiva que permite la estimacion adecuada de la concentraciéon
de grasa hepdtica, y puede ser empleada para cuantificar y monitorizar la
esteatosis hepdtica en humanos. Hay evidencias cienfificas que demuestran
que el Unico tratamiento beneficioso para la mejoria de NAFLD es la pérdida

94



Discusion

significativa de peso [253, 254, 288]. En este sentido, algunos estudios sugieren
regresion y/o mejoria de esteatosis o NASH tras la pérdida de peso inducida por
cirugia baridtrica [317-319]. Se ha descrito recientemente que diferentes
técnicas de RM han permitido demostrar una reduccién cuantitativa de la grasa
hepdtica al infroducir cambios en el estilo de vida de los pacientes, asociando
ejercicio fisico y una pérdida significativa de peso [235, 259, 320-322]. Se ha
demostrado que la pérdida de peso corporal = 5% se relaciona con una
reduccion significativa de la esteatosis hepdtica [288, 322] y cuando esta
pérdida supera el 9-10% se produce mejoria de NASH [253, 254, 288] y regresion
de la fibrosis [254]. En nuestra serie, tras el andlisis multivariado, hemos
comprobado que el valor “Folch estimado” por RM previo a la intervencion y la
pérdida de peso en Kgs se correlacionan positivamente con la mejoria de la
esteatosis tras cirugia baridtrica. Asi, los pacientes con un valor Folch estimado
preoperatorio mayor y los que han perdido mds porcentaje de su peso corporal
son los que presentan mayor mejoria de la concentracion de grasa hepdtica.

Estos datos sugieren fuertemente que la RM es una herramienta valiosa de
diagndstico no sélo para cuantificar la concentracidon hepdtica de lipidos, sino
también para monitorizar los cambios que acontecen en la esteatosis cuando se
produce pérdida de peso fras la realizacidon de cualquier técnica de cirugia
barigtrica (figura 20). Una ventaja del software de la RM multieco utilizado en
nuestro estudio es que puede generar automdticamente la fraccion grasa v,
mediante el uso de nuestra nueva férmula, determinar la concentracion de
triglicéridos sin ningun sesgo entre observadores.

Ofro aspecto importante es el coste econémico. En este sentido, el coste de
la RM multieco es menor que el de la medicion bioguimica de Folch o al andlisis
histolégico que incluyen los gastos de la biopsia hepdtica guiada por ecografia
y la técnica histoldgica o biogquimica correspondiente [184]. La ecografia es una
prueba diagnodstica muy extendida, facilmente reproducible y econdmica, que
la hace muy adecuada en el diagndstico cudalitativo de esteatosis hepdtica en
pacientes asintomdticos con enzimas hepdticas elevadas y sospechosos de
presentar NAFLD [206]. Asi, cuando el objetivo es el diagndstico cuantitativo de
esteatosis, la RM multieco representa una prueba mds fiable y econdmica.
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*' ﬂ' Baridtric surgery

Figura 20. Monitorizacién de la esteatosis por RM. Efecto beneficioso sobre la esteatosis hepatica tras pérdida de
peso inducida por cirugia bariatrica. Cuantificacion grasa hepatica por RM. Imagen obtenida de Betzel et al. [323]

Ciertos polimorfismos genéticos se han relacionado con mayor riesgo de
desarrollar esteatosis y con peor prondstico, aunque su utilidad clinica todavia
no se ha establecido de forma generadlizada. La predisposicion genética
causada por la variante frecuente p.1148M de la enzima adiponutrina (PNPLA3)
es bien conocida, emergiendo como una causa genética importante en el
desarrollo de NAFLD. La adiponutrina es una lipasa presente en los adipocitos
que participa en la hidrdlisis de los triglicéridos. Esta enzima parece estar unida a
la membrana y puede estar implicada en el balance (consumo-
almacenamiento) de energia en los adipocitos. Los portadores homocigotos de
la variante p.1148M de PNPLA3 tienen predisposicion a desarrollar cirrosis.
lgualmente, esta variante se ha relacionado con mayor dano hepdtico en
pacientes con NAFLD y también con presencia de esteatosis y fibrosis en otras
enfermedades hepdticas créonicas [160]. Asi, un estudio meta-andlisis concluyd
que la variante PNPLA3 p.l148M estd asociada con riesgo de desarrollar
esteatosis hepdtica simple, NASH vy fibrosis [159]. La prevalencia de este alelo de
riesgo entre la poblacion europea es 40-50%, lo que hace recomendable incluir
sU UsoO en un paciente diagnosticado de NAFLD [161]. Por ello, el presente
trabajo de investigacion estd siendo continuado con el estudio del papel de la
variante PNPLA3 p.1148M en la evolucion de NAFLD fras cirugia baridtrica. Dicho
trabajo estd siendo llevado a cabo en colaboraciéon con los Drs. Marcin
Krawczyk y Frank Lammert (Universidad de Homburg, Homburg, Alemania).
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Ademds, vamos a comenzar un proyecto con un planteamiento similar al
presente frabajo pero considerando aspectos histolégicos de inflamacion y
fibrosis de NAFLD. Asi, se evaluard el papel de la RM para su diagndstico, no
olvidando el hierro como agente asociado de forma frecuente al depdsito de
grasa en el higado.
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Conclusiones

VI.

VII.

VIII.

Los pacientes con criterios de obesidad presentan una prevalencia de

esteatosis hepdtica mayor en comparacion al grupo control no obeso.

La cuantificaciéon de la grasa infrahepdtica mediante RM multieco se
correlaciona muy positivamente con la medicidon bioguimica de Folch

en biopsia hepdtica.

La estimacién histolégica de la esteatosis hepdtica presenta una
correlacion discreta tanto con la fraccién grasa calculada por RM

multieco como con el valor de Folch.

Los pacientes clasificados en funcién del grado histoldgico de esteatosis
presentan variabilidad intragrupo en la fraccién grasa calculada por

RM multieco y en el valor Folch.

La RM mullieco permite cuantificar de forma precisa la grasa

infrahepdtica.

Existe una correlacion muy positiva entre el valor “Folch estimado”
calculado con la férmula de nuestro estudio y el valor “Folch medido”

en biopsia hepdtica.

La pérdida de peso observada un ano después de la cirugia baridtrica
se asocia con mejoria de la esteatosis hepdtica medida por RM

multieco.
Los pacientes obesos sometidos a cirugia hepdtica sin posterior pérdida
de peso no presentan mejoria de la esteatosis hepdtica al ano de la

intervencion quirdrgica.

La RM multieco permite monitorizar la evolucidon de la esteatosis

hepdtica en pacientes obesos sometidos a cirugia baridtrica.
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Hoja de Informacién al Paciente

Proyecto de Investigacion: “Estudio sobre la exactitud diagnéstica de la
resonancia magnética MULTI-ECO para cuantificar la esteatosis hepatica”

Responsables clinicos del Proyecto:
Raul Jiménez AgUero

Adolfo Beguiristain Godmez

Luis Bujanda Ferndndez de Piérola

FINALIDAD DEL ESTUDIO

Como parte de las intervenciones y pruebas que le estdn realizando, se le va
a extraer una muestra biolégica de sangre y otra de tejido hepdtico, parte de la
cudl serdn conservadas para su andlisis por el Servicio de Cirugia General.

Estas muestras son un valioso instrumento con destino a la investigacion de la
enfermedad que puede permitir la obtencidén de conocimientos que sirvan para
el desarrollo de nuevas estrategias y terapias aplicables a pacientes.

Solicitamos su consentimiento para que la sangre y el tejido que le han sido
retirados sean destinados a esta linea de investigacion.

BENEFICIO Y ATENCION MEDICA

La cesion de la muestra para la investigacion es voluntaria y altruista. Su Unico
beneficio es el que corresponde al avance de la medicina en beneficio de la
sociedad, y el saber que ha colaborado en este proceso.

La muestra asi recogida no podrd ser objeto directo de actividades con
dnimo de lucro.

No obstante, la informacion generada a partir de los estudios realizados sobre
suU muestra podria ser fuente de beneficios comerciales. En tal caso, estdn
previstos mecanismos para que estos beneficios reviertan en la salud de la
poblacion aungue no de forma individual en el donante.



Su participacion en este estudio es completamente voluntaria: Si Vd. decide
no participar recibird todos los cuidados médicos que pudiera necesitar y su
relacion con los equipos médicos que le atiendan no se verd afectada.

La participacion de este estudio no tendrd ningun coste para Vd.

RIESGOS Y MOLESTIAS

La Unica molestia y riesgo de participar en este estudio estdn relacionados
con la toma de muestra de sangre de su brazo, que se realizard siguiendo el
procedimiento habitual y de tejido hepdtico, que se realizard durante Ia
infervencion quirdrgica a la que va a ser sometido. Le puede ocasionar un
pequeno hematoma o una leve infeccidén que desaparece en unos dias.

DESTINO DE LA MUESTRA

La muestra hepdtica obtenida serd utilizada en la realizacién de técnicas
histopatoldgicas y bioquimicas que nos permitan tener conocimiento del grado
de esteatosis de cada paciente. Las muestras de sangre se utilizaran para
determinaciones seroldgicas y genéticas.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

En cualquier momento podrd Vd. revocar el consentimiento para utilizar las
muestras obtenidas, pudiendo solicitar la destruccién o la anonimizacién de las
mismas. No obstante, los efectos de la revocacion no se extenderdn a los datos
resulfantes de las investigaciones que se hayan llevado a cabo previomente a
la misma.

DERECHOS Y GARANTIAS

Los datos que se obtengan del estudio sélo le serdn comunicados, en el caso
que dichos hallazgos tengan una implicacion significativa para su salud y de
que exista una posibilidad real de mejorar esa condicion de salud. Sin embargo,
en el caso de estar interesado, Vd. tiene derecho a solicitarlos.

Los resultados del estudio podrdn ser comunicados en reuniones cienfificas,
congresos meédicos o publicaciones cientificas. Se le garantiza la absoluta



confidencialidad en la informaciéon obtenida en este estudio mdxime en lo
concerniente al envio y manejo de los datos a fterceros segun la Ley Orgdnica
15/1999 de Proteccion de Datos de cardcter personal, la Ley 41/2002 bdsica
reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en
materia de informacion y documentacion clinica, y la Ley 14/2007 de
Investigacion Biomédica que garantiza el respeto a la calidad de los proyectos
de investigacion biomédica y el respeto a la dignidad de las personas durante
sU consecucion.

Si Vd. precisa mayor informacién sobre el estudio (acceso, rectificacion,
cancelacion y oposicion) puede contactar con el investigador responsable del
grupo clinico: Dr. Raul Jiménez Aguero del Servicio de Cirugia General y Aparato
Digestivo del Hospital Donostia.



Anexo lll

CONSENTIMIENTO PARA EL PROYECTO DE INVESTIGACION Y PARA LA CESION DE
MUESTRAS

Proyecto de Investigacién: “Estudio sobre la exactitud diagnéstica de la
resonancia magnética MULTI-ECO para cuantificar la esteatosis hepatica”

Responsable clinico del proyecto: Raul Jiménez Agiero

0 TN con D] N P
declaro bajo mi responsabilidad que he leido la “Hoja de Informacién al
Paciente” sobre el estudio y acepto participar en este estudio.

Se me ha enfregado una copia de la “Hoja de Informacién al paciente”. Se
me han explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio y los posibles
beneficios y riesgos que puedo esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad
para realizar preguntas. Todas las preguntas fueron respondidas a mi entera
satisfaccion.

Sé que se mantendrd en secreto mi identidad y que se identificaran las
muestras de sangre con un niUmero codificado.

Soy libre de retirarme del estudio en cualquier momento por cualquier motivo,
sin fener que dar explicaciéon y sin que repercuta negativamente sobre cualquier
tratamiento médico presente o futuro. Tras ello se procederd a la destrucciéon de
la muestra codificada.

Entiendo la finalidad del estudio y que los resultados del mismo sélo se
comunicardn, en el caso de que dichos hallazgos tengan una implicacion
significativa para la salud de los participantes y que exista una posibilidad real
de mejorar esa condicion de salud.

Yo doy mi consentimiento para que se utilicen mis muestras como parte del
estudio de esta investigacion. Consiento en participar voluntariamente y
renuncio a reclamar cualquier beneficio econdmico por mi participacion en el
ensayo y/o por haber donado la muestra bioldgica.



Yo DOY mi consentimiento [
Yo NO DOY mi consentimiento [

Para que se conserven mis muestras en las instalaciones del Hospital Donostia
para su utilizacién, e incluso que en futuras investigaciones las muestras puedan
ser cedidas a otros centros de investigacién para realizar estudios con una
finalidad diferente a la que en un inicio se plantea, tras la aprobacion del
Comité Etico de Investigacion del Hospitall.

Por la presente afirmo haber obtenido informacidon adecuada sobre la
finalidad de la conservacion, el lugar de conservacion y garantias de
cumplimiento de la legalidad vigente que me proporciona el centro encargado
de conservar y, en su caso, ceder a terceros las muestras a los fines indicados a
tal efecto.

Constato que he explicado las caracteristicas del proyecto de investigacion y
las condiciones de conservacion y seguridad que se aplicardn a la muestra y a
los datos conservados.

(Médico/Investigador) NOMBIre ..o,

Nombre del Investigador o la persona designada para proporcionar la
INfFOrMACION: ..o





