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Estudio de la Microbiota Intestinal en pacientes con Sindrome Metabdlico y
Enfermedad Hepética Grasa No Alcohdlica.

1. Introduccién
1.1. HIGADO GRASO

1.1.1. DEFINICION Y NOMENCLATURA

La enfermedad grasa del higado es una enfermedad hepatica cronica que se caracteriza
por el deposito de grasa intrahepatocitaria, pudiendo estar asociada o no a diferentes
grados de dafio hepatocelular, cambios inflamatorios y fibrosis. Simulan la afectacion
hepética inducida por el alcohol, pero sin que medie éste Gltimo en su aparicion. Se han
utilizado muchos términos para referirse a esta entidad, aunque la definicion aceptada
internacionalmente es Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) o Enfermedad
hepética grasa no alcohdlica (EHGNA). (1) Nos referiremos en adelante a ella con su
acrénimo en inglés.

Esta entidad fue descrita por primera vez por Ludwig en 1980. (2) NAFLD
engloba un espectro de lesiones que comprende desde la forma mas benigna o esteatosis
hepética simple (ES) a las formas méas severas, que en orden progresivo de evolucion
son la esteatosis asociada a cambios necroinflamatorios con grados variables de fibrosis
denominada esteatohepatitis no alcoholica (EHNA) o Non Alcoholic Steatohepatitis
(NASH), la cirrosis hepatica e, incluso, el hepatocarcinoma.

Actualmente se considera que la NAFLD es el componente hepatico del
denominado sindrome metabdlico (SM), que se puede definir como la agrupacion de
diferentes factores de riesgo vascular y metabolico como la obesidad visceral, la
hiperglucemia secundaria a resistencia a la insulina, la dislipemia y la hipertension
arterial. Debido a la creciente incidencia del sindrome metabolico en los paises
desarrollados, la NAFLD esta emergiendo como una de las enfermedades hepéaticas mas

frecuentes en nuestro medio.

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

Aln hoy, la prevalencia e incidencia de NAFLD en la poblacién general es mal
conocida, debido a su carécter indolente y a menudo silente, a la ausencia de una
metodologia de cribado aceptada, a que su diagndstico preciso requiere de un
procedimiento agresivo (biopsia hepéatica) y a que no existe consenso sobre su

caracterizacion, dosis minima de alcohol ni gradacién histolégica.
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Los estudios actuales muestran una gran heterogeneidad, pudiendo dividirse en
dos categorias: a) estudios enfocados sobre subpoblaciones seleccionadas de pacientes y
b) estudios poblacionales. Los primeros suelen asociarse a procesos clinicos concretos
de una poblacion (por ejemplo, obesos o diabéticos) y, por ello, con diferentes sesgos;
mientras que los estudios poblacionales suelen utilizar técnicas de imagen para el
diagndstico, especialmente ecografia, 1o que puede resultar idéneo para el diagndstico
de esteatosis, pero no para el de esteatohepatitis. Es por ello, que dichos estudios
obligan a ser muy cautos en la interpretacion de resultados.

En Europa, asi como en el Reino Unido, el higado graso no alcohodlico se ha
convertido en la causa méas comun de enfermedad hepética cronica, debido, entre otras
razones, a una mayor conciencia general del problema. (3) (4)

De acuerdo con los datos de la US National Health and Nutrition Examination
Survery (NHANES), el porcentaje de diagnostico de higado graso no alcohdlico entre
las enfermedades crénicas del higado se incrementd del 47% al 75% entre 1988 y 2008.
Durante el mismo periodo de tiempo, la prevalencia de cinco condiciones del sindrome
metabolico también aumentd significativamente:

. La obesidad de 21% a 33%

. La obesidad visceral de 35% a 51%

o La diabetes tipo 2 desde el 5,6% hasta el 9,1%
. Resistencia a la insulina del 23% al 35%

o La hipertension arterial del 22% al 34% (3)

La informacion disponible sobre la incidencia de la NAFLD es escasa y muy
dispar. Por ejemplo, un estudio de salud realizado en empleados del gobierno japonés
revel6 una incidencia global de NAFLD con hipertransaminasemia de 31 casos por cada
1000 personas/ afio, mientras que otro reciente estudio en Inglaterra report6 una tasa de
incidencia de 29 casos por 100.000 personas/ afio. La clara discrepancia entre las tasas
de incidencia de ambos indica que son necesarios mas estudios. (5)

Numerosos estudios epidemioldgicos han observado que la prevalencia de la
NAFLD, tanto de la esteatosis simple como de la esteatohepatitis, aumenta de manera
directamente proporcional al indice de masa corporal (IMC), con cifras del 15% vy del

3%, respectivamente, en personas no obesas; del 65% y del 20%, respectivamente, en
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personas obesas, y llegando hasta el 85% vy el 40%, respectivamente, en pacientes con
obesidad mdrbida. Un hecho destacable es que esta estrecha asociacion epidemioldgica
aparece mas con la obesidad visceral o abdominal que con el IMC. (6)

La diabetes mellitus tipo 2 es la segunda entidad que se asocia con mayor
frecuencia con la NAFLD, alcanzando cifras de prevalencia de hasta el 70% en la
poblacion diabética. (7)

La dislipemia, fundamentalmente en forma de hipertrigliceridemia o bajas
concentraciones séricas de colesterol HDL, es otra alteracion metabdlica que se observa
en la mayoria de los casos de NAFLD. En estos pacientes con dislipidemia la
prevalencia se ha estimado en torno a un 50%. (8) Un aspecto relevante es que, incluso
en ausencia de obesidad y de diabetes, los pacientes con NAFLD tienen una elevada
prevalencia/incidencia de sindrome metabdlico, hasta el punto que algunos autores
sugieren que la NAFLD no es una consecuencia sino mas bien un desencadenante del
mismao. (9)

Factores como la edad, el sexo y la etnia juegan un papel en la epidemiologia: el
sexo masculino, la edad avanzada, y origen hispano estan asociados con un riesgo
significativamente mayor de desarrollar NAFLD. (10) Los casos de esteatohepatitis con
fibrosis avanzada y cirrosis son raros en adultos jovenes, mientras que son mas
frecuentes entre la 62 y 8% décadas de la vida. (11) No obstante, la NAFLD no s6lo
afecta a los adultos sino también a los nifios. Distintos estudios epidemioldgicos han
encontrado signos ecograficos y analiticos de NAFLD en el 3% de la poblacion
pediatrica general, llegando al 53% en los nifios obesos. (7)

A nivel mundial, la prevalencia de NAFLD supuesta en la poblacion general es
de entre 6% y 33%, con una mediana de 20%. (10) (12)

Datos provenientes de estudios poblacionales estiman la prevalencia de NAFLD
entre un 20-30% de la poblacién en los paises occidentales y un 15% en los paises
asiaticos. (7)

Hay multitud de estudios poblacionales realizados con técnicas radioldgicas,
sobre todo con ecografia. Un reciente estudio multicéntrico poblacional espafiol basado
en el diagnostico ecografico (5) detectd una prevalencia de NAFLD del 25.8%, con un
33% en hombres y un 20% en mujeres. El estudio DIONYSOS (13), basado también en
la ecografia, mostré que la prevalencia de NAFLD en sujetos italianos era del 26%. En

el estudio SHIP, la prevalencia encontrada entre los alemanes fue del 30,4%. (14)
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Aunque se aplica con menos frecuencia a los grandes estudios de deteccion de
NAFLD que la ecografia, la resonancia magnética nuclear (RMN) se ha utilizado
también para determinar la prevalencia de NAFLD. En los EE.UU., un estudio
ampliamente citado de RMN del Condado de Dallas (Texas) identific6 NAFLD en el
31% de una muestra con base poblacional en una sociedad multiétnica. (15)

Otros estudios de prevalencia utilizan determinaciones de enzimas hepaticas
(alanina aminotransferasa -ALT- y la aspartato aminotransferasa -AST-) como
indicadores no invasivos de NAFLD. Los datos del NHANES (1988-1994) reportaron
niveles elevados de ALT en el 3% de la poblacién, (16) con un incremento en los datos
reportados en el periodo 1999-2002, estando la ALT elevada en el 7%, la AST en 4% y
cualquier elevacion ALT/AST en el 8%. (17) Una tasa mucho més alta se registra en
una revision retrospectiva de registros medicos electronicos de los pacientes atendidos
en el programa ejecutivo de salud del Hospital Johns Hopkins. En este estudio se
registraron niveles elevados de AST en 2294 sujetos y niveles de ALT en 1309 de ellos.
(18) Se observaron niveles elevados de enzimas hepéticas en el 14% de los sujetos no
alcohdlicos que tenian al menos una prueba, y el 21% de los sujetos no alcohdlicos que
tenian ambas pruebas. En otros estudios, la prevalencia de niveles elevados de ALT
oscilo entre el 8% y el 9%. (12) Al considerar los resultados de los estudios de
poblacion basados en parametros analiticos como marcador de NAFLD, es prioritario
interpretar con cautela los rangos de normalidad en los niveles de transaminasas. (19)
(20) Es importante destacar que si bien los niveles de ALT elevados estan generalmente
asociados con NASH histologico, la sensibilidad de las transaminasas para detectar
dafio histoldgico o fibrosis, es baja. Por tanto, la ALT por si sola no puede utilizarse
para descartar enfermedad hepatica significativa en pacientes con sospecha de NAFLD,
especialmente aquellos con diabetes tipo Il o hepatomegalia. (21)

Un estudio publicado por Powell y cols (22) comunicd que uno de cada tres
adultos americanos presenta esteatosis simple, 1o que supone que unos 70 millones de
adultos presentan NAFLD. En este estudio, el 79% de los pacientes muestran niveles
normales de transaminasas, concluyendo que la utilizacién de las transaminasas como
parametro diagnoéstico de esteatosis podria infraestimar la verdadera prevalencia de la

enfermedad.
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Por otra parte, los estudios realizados mediante autopsias o biopsias hepaticas
en donantes sanos de trasplante hepatico, muestran un resultado mixto sobre la
prevalencia de NAFLD.

Un estudio de la India informo sobre los hallazgos de 1230 autopsias de adultos:
195 de las mismas (16%), mostraron higado graso. (23) Solo el 5% de estos pacientes
eran obesos y con un consumo elevado de alcohol.

Un estudio coreano en el que se realizé biopsia hepatica de forma consecutiva en
589 posibles donantes de trasplante hepatico, comunican una prevalencia de NAFLD
del 51%. (24)

En Estados Unidos, un estudio similar revel6 que el 20% de los donantes no
cumplian los requisitos para la donacion de 6rganos en base al grado de esteatosis (>
30%). (25)

La prevalencia por tanto, no solo depende de la poblacién a estudio, sino
también del método del mismo, pudiendo observarse diferencias sustanciales. En
relacion a esto, otro enfoque interesante para toda la poblacion pro-presentacion de la
prevalencia de NAFLD se basa en combinaciones de variables clinicas faciles de medir.
Los ejemplos de perfiles de NAFLD de este tipo incluyen Fatty Liver Index (FLI),
[IMC, circunferencia de cintura, triglicéridos y é&cido gamma-glutamil-transferasa
(GGT)], (26) y Lipid Accumulation Product (LAP) (circunferencia de la cintura y
triglicéridos en ayunas). (27) Estos indices son aplicables en comunidades con
establecimientos de salud, y podrian contribuir a los estudios de prevalencia del
NAFLD, pero hasta ahora s6lo se han aplicado a las poblaciones preseleccionadas.

La prevalencia del NASH también es dificil de establecer ya que precisa un
diagnostico histoldgico. Actualmente, la prevalencia del NASH en la poblacion general
no esta claramente definida. Un estudio en autopsias de la década de 1980 encontré que
la prevalencia de NASH era de 2,7% en personas delgadas, aumentando a 18,5% en los
pacientes obesos. (28) Mas recientemente, tres estudios que evaluaron el higado de
donantes hepaticos encontraron una prevalencia de NASH del 1,1 % al 14%. Aunque
estos estudios han sido los primeros en evaluar la prevalencia de NASH con criterios
histoldgicos en individuos sanos, el sesgo del consumo de alcohol no fue analizado. (29)
(30)

No hay datos para conocer la prevalencia de diabetes mellitus y NASH. (29)
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1.1.3. ETIOPATOGENIA Y FISIOPATOLOGIA

Desde el punto de vista etiologico, la NAFLD se asocia con una amplia variedad de
procesos clinicos (Tabla 1) (31) (32) (33) vy, tanto la patogenia como la prevalencia,
historia natural y tratamiento, pueden ser muy diferentes para las distintas posibles

causas.

Tabla 1. Factores etioldgicos asociados a esteatohepatitis no alcohélica

e Obesidad

e Diabetes mellitus tipo 2
e Hipertrigliceridemia

e Hipertension arterial

= Otros trastornos metabdélicos adquiridos
- Pérdida de peso intensa
Por dieta 0 ayuno
Procedimientos quirrgicos
Derivacion intestinal (yeyunoileal)
Reseccion extensa de intestino delgado
Gastroplastia o derivacion gastrica
Derivacion biliopancreéatica
- Kwashiorkor
- Nutricién parenteral total
- Déficit de colina
= Otros trastornos metabdlicos congénitos y/o hereditarios
- Lipodistrofia/lipoatrofia
- Sindrome de Mauriac
- Abeta e hipobetalipoproteinemia
- Hepatoesteatosis familiar
- Glucogenosis
- Homocistinuria
- Tirosinemia
- Alteraciones hereditarias del metabolismo de la carnitina
- Enfermedad de Wilson
- Enfermedad de Weber-Christian
- Enfermedad de Andersen
= Farmacos
- Maleato de Perhexilina
- Amiodarona
- Glucocorticoides
- Estrdgenos sintéticos
- Tamoxifeno
- Cloroquina
- Blogueadores de los canales de calcio
- Diltiazem
- Sulfasalazina
- Espironolactona
- Metotrexato
- Naproxeno
- Oxakazina
- Terapia antirretroviral de alta actividad
= Miscelanea
- Exposicién ocupacional o ambiental a hepatotdxicos
- Diverticulosis yeyunal con sobrecrecimiento bacteriano
- Enfermedad inflamatoria intestinal
- Enfermedad celiaca
- Sindrome de realimentacion
- Lipodistrofia parcial
- Sindrome del aceite toxico

24



Estudio de la Microbiota Intestinal en pacientes con Sindrome Metabdlico y
Enfermedad Hepética Grasa No Alcohdlica.

Aunque no es una diferenciacion de aceptacion unanime, es conveniente separar
la NAFLD primaria, esto es, en la que no existe un agente etiolégico aparente, de la
NAFLD secundaria, en la que si es posible individualizar un factor desencadenante
concreto. La forma primaria forma parte del sindrome metabdlico, mientras que la
forma secundaria se ha descrito en un nimero elevado de diversas condiciones, como
otros cuadros metabdlicos, la cirugia bariatrica o algunos farmacos y toxicos.

Las causas metabolicas primarias son, con diferencia, las mas frecuentes.

La patogenia de la forma primaria es un tema controvertido y de conocimiento
muy parcelario. En cualquier caso, se acepta un patron multifactorial (34) (35) y su
origen y evolucién son el resultado de diversos acontecimientos, en especial dietéticos y
de estilo de vida, que inciden en un contexto genético adecuado para promover
multiples alteraciones metabdlicas e inmunoldgicas. (34) (36)

Se han postulado diversas teorias (Figura 1). La pionera fue la teoria del “doble
impacto”, basada en el modelo propuesto por Day y James (37) en 1998. El primer
impacto parece ser una resistencia a la insulina (RI) periférica con resultado de
acumulacién grasa en el higado (esteatosis) y, el segundo, un estrés oxidativo cronico
gue conduce a una lesion hepatocelular y fibrosis (esteatohepatitis). Con posterioridad
se han enunciado otras hipotesis en las que, ademas de esos dos impactos, se definen
otros subsiguientes. Entre ellas se encuentra la teoria del “multi-impacto”, defendida
por Diehl (36), que especifica la génesis de cirrosis (tercer impacto) y, eventualmente,

de hepatocarcinoma (cuarto impacto).

Figura 1. Teorias sobre patogenia de NAFLD primaria: del doble impacto por Day & James y del multi-
impacto, segun Diehl.
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1.1.3.1. Primer impacto: progresion de higado normal a esteatosis.

En condiciones fisiologicas, la homeostasis lipidica requiere de interacciones
metabdlicas coordinadas entre el higado, el musculo y el tejido adiposo, ejercidas en
gran medida por la accion reguladora de la insulina. El higado tiene un papel central en
el metabolismo de los lipidos: capta los &cidos grasos (AG) circulantes que proceden
fundamentalmente del tejido adiposo y en menor medida de la absorcion intestinal de la
grasa de la dieta. Ademas, los hepatocitos pueden sintetizar AG de novo. Una vez en el
higado, los AG pueden seguir 2 vias fundamentales (Figura 2): incorporarse a las vias
de oxidacion intracelular para generar ATP o esterificarse para convertirse en
triglicéridos y asi secretarse a la sangre unidos a la apolipoproteina B100 y formar
lipoproteinas de muy baja densidad o very low density lipoproteins (VLDL). Por tanto,
aquellos procesos que aumenten la captacion hepatica de AG o alteren su metabolismo
(sintesis, oxidacion o esterificacién) y su posterior secrecion pueden producir una
acumulacion excesiva de grasas en el higado, que son el primer “impacto” en el modelo
patogénico de la NAFLD propuesto por Cristopher P Day y Oliver W James en 1998.
@37)

Figura 2. Metabolismo normal de los lipidos en el hepatocito.
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Se han descrito diversos polimorfismos y mutaciones genéticas que podrian

inducir hepatopatia grasa por diferentes mecanismos. (38) (36) Entre los posibles
causantes encontramos: a) genes que codifican la leptina y su receptor y en el gen del

sustrato del receptor de la insulina (insulin receptor substrate o IRS) tipo 2, que
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conllevarian a un aumento de la sintesis hepatica de lipidos; b) en el gen de la palmitil-
carnitina transferasa, que disminuiria la captacion mitocondrial de AG; c) en los genes
de la triglicérido transferasa, de la apoproteina E (apo-E) y de la proteina microsomal de
transferencia de triglicéridos (MTTP), que reducirian la excrecion de lipoproteinas por
el hepatocito; d) en el gen del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que induciria RI;
e) en el gen codificante del receptor activado por el factor proliferante de peroxisomas
alfa (PPAR-a), que llevaria a una disregulacion de la oxidacion de acidos grasos, etc.

La inusitada velocidad de propagacion de la obesidad como epidemia de paises
industrializados no puede ser explicada por un repentino incremento de mutaciones
genéticas de los genes que controlan el metabolismo graso. Por el contrario, la rapidez
del proceso debe ser explicado por la interaccion entre una susceptibilidad genética mas
bien estable y unos factores epigenéticos mas dinamicos que incluyen la dieta y el
ejercicio fisico.

Algunos componentes de la dieta influyen en la actividad de factores de
trascripcion que regulan la sintesis de enzimas de la homeostasis lipidica (39), por lo
que los cambios dietéticos influyen en la captacidn, sintesis, degradacion y exportacién
de grasa por el higado. Se ha observado que los pacientes con NASH realizan una dieta
rica en grasas saturadas y colesterol y pobre en acidos grasos poliinsaturados (PUFA) y
vitaminas antioxidantes C y E. (40)

Los &cidos grasos poliinsaturados son ligandos de los PPAR-a, factores de
transcripcion que estimulan la expresion de genes que codifican enzimas de la
betaoxidacion peroxisomal y mitocondrial de acidos grasos. Se conocen tres subtipos de
PPAR: PPAR-a, PPAR-Y y PPAR-9; este tltimo se expresa casi exclusivamente en el
musculo y tiene un papel menos relevante. El subtipo a se expresa fundamentalmente en
los tejidos que utilizan los AG como fuente de energia, como el higado, el corazén, el
masculo y el rifidn. (41) Cuando la concentracion hepatica de AG aumenta, el PPAR-a
se activa y promueve la transcripcion de genes implicados en la betaoxidacion
mitocondrial, peroxisomal y microsomal (acil-CoA oxidasa y citocromo P450), asi
como en el transporte y la secrecion de los AG del higado (la proteina microsomal
transportadora de triglicéridos y la apolipoproteina B100). (42) (43) Por tanto, el
resultado final de su activacion es el incremento del catabolismo hepatico de AG.

Asimismo, los PUFA son moduladores negativos de la lipogénesis hepatica, al

parecer por inhibicién de las proteinas de union al elemento regulador de los esteroles
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(sterol regulatory element binding protein, SREBP) tipo 1, a su vez factores de

transcripcion de enzimas lipogénicas. (44) (Figura 3).

Figura 3. Modulacién de la expresién génica por los acidos grasos poliinsaturados
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La RI se considera en la actualidad el pilar patogénico basico de este “primer
impacto”, ya que puede interferir en el metabolismo hepético de los AG a diferentes
niveles (Figura 4).

El principal mecanismo que causa la acumulacién hepatocelular de triglicéridos
en humanos seria una R1 a nivel del adipocito. (45) (46) (47) La razon biolégica reside
en un mecanismo de defensa del tejido adiposo esteatdsico. El adipocito, con su
capacidad endocrina, participa en la fisiologia sistémica a través del llamado sistema
adipostatico. (48) (49) (50) Asi, los efectos fisioldgicos de la obesidad derivan de tres
factores: a) el aumento de la masa de tejido adiposo, b) el incremento de produccion-
secrecién, constitutivo, de sus productos propios o adipocitocinas, entre las que se
encuentran la leptina, el TNF-a y la interleucina (IL)-6, (51) y, c) la hipoproduccion
paraddjica de otras adipocitocinas como la adiponectina. (Figura 5).

El adipocito cargado de grasa, como célula activa, busca liberarse de ella. Entre
varios posibles mecanismos, parece «elegir» el hacerse resistente a la accioén de la
insulina. La pérdida de la sefalizacion insulinica en esa célula conduce a la activacion
mantenida mediante el glucagén y las catecolaminas de la lipasa adipocitaria
insulinosensible, con la consecuente lipdlisis e incremento del flujo de AG no
esterificados (AGNE) al higado. (52) La teoria méas clasica sobre la patogenia de la
esteatosis hepatica, denominada “teoria portal”, atribuye un papel clave al tejido

adiposo visceral como fuente principal de AGNE y TNF-a al higado a través de la vena

28



Estudio de la Microbiota Intestinal en pacientes con Sindrome Metabdlico y
Enfermedad Hepética Grasa No Alcohdlica.

porta. (53) Ciertamente, los pacientes con NAFLD tienen concentraciones sericas
elevadas de AGNE (54), y la mayoria (60%) del contenido hepético de triglicéridos
proviene del pool circulante de los AGNE, mientras que un 25% procede de la sintesis
de novo de AG y un 15% de los AG de la dieta. (55)

La hiperinsulinemia y el aumento de la produccion hepética de glucosa, que se
producen como consecuencia de la RI, inducen la expresion de SREBP-1c y de la
proteina de union al elemento de respuesta a hidratos de carbono (ChREBP),
respectivamente, que a su vez activan la transcripcion de la mayoria de los genes que
participan en la maquinaria enzimatica necesaria para la sintesis hepatica (de novo) de
AG. (56).

Figura 4. Alteraciones metabdlicas secundarias a la resistencia a la insulina que conducen a la
acumulacion de grasa en el higado. La induccion de la lipogénesis de novo, mediada por la insulina y la
glucosa, la inhibicion de la B-oxidacion mitocondrial por los AGNE, asi como, fundamentalmente, el
aumento del flujo y de la captacion de AGNE circulantes contribuyen a la esteatosis hepética.

ACC: acetil-CoA carboxilasa; ACL: ATP citrato liasa; AGNE: &cidos grasos no esterificados; ChREBP:
proteina de unidn al elemento de respuesta a carbohidratos; CPT-1: carnitina palmitoil transferasa-1;

FAS: sintasa de acidos grasos; IKK: cinasa beta del inhibidor xB; LCE: elongasa de acidos grasos de
cadena larga; LP: lipasa insulinosensible; NF-xB: factor nuclear kappa B; SCD: estearoil-CoA

desaturasa; SREBP: proteina de union al elemento regulador de esteroles; VLDL.: lipoproteinas de muy

baja densidad.
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Figura 5.Clasificacion de las adipocinas mejor caracterizadas.
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Otro factor que parece participar en el incremento del contenido hepéatico de AGNE es
la disminucion de la B-oxidacién mitocondrial. (57)

Se ha demostrado que la insulina inhibe esta via fisiolégica de oxidacion
hepética de AG al producir la activacion, mediada por SREBP-1c, de la isoforma 2 de la
acetil-CoA carboxilasa que produce malonil-CoA a nivel de la membrana mitocondrial.
(58) El aumento de la sintesis de malonil-CoA disminuye la oxidacién mitocondrial de
los AG al inhibir la enzima carnitina palmitoiltransferasa que se encarga de transportar
los AG de cadena larga desde el citoplasma al interior de la mitocondria. (59) El
aumento de la lipogénesis hepética puede también contribuir, aunque de forma modesta
como ya se ha mencionado, al acimulo de triglicéridos. Se sabe que la sintesis de AG
en el higado esta estrechamente regulada por una serie de moléculas mediadoras, como
los PPAR, el receptor X del higado (LXR) y la proteina cinasa activada por AMP
(AMPK). (56)

LXR, tras su activacion por parte de ciertos ligandos, forma complejos
heterodiméricos con el receptor X retinoide que se comportan como transactivadores de
la transcripcion de genes implicados en la sintesis de AG, como el SREBP-1c vy el
ChREBP, lo que podria contribuir a la esteatosis. (60) EI LXR interacciona con el
PPAR-o de una manera reciprocamente inhibitoria, de modo que los receptores ejercen

funciones opuestas sobre el metabolismo lipidico. EI LXR promueve la biosintesis de
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los AG mientras que el PPAR-a induce la oxidacion de éstos. La competicion por el

receptor X retinoide disponible en el citoplasma de la célula es el exclusivo mecanismo
que regula la activacion de uno u otro receptor, que polarizan a la célula hacia la

sintesis 0 hacia el catabolismo lipidico. (Figura 6). (61) (62).

Figura 6. Homeostasis hepética de los lipidos.

AGNE: 4cidos grasos no esterificados; AMPK: cinasa activada por adenosinmonofosfato;
ChREBP: proteina de unidn al elemento de respuesta a carbohidratos;
LXR: receptor X del higado;
PPARQ:: receptor gamma de los ligandos de la proliferacion peroxisomal;
RXR: receptor X retinoide;
SREBP: proteina de unidn al elemento regulador de esteroles; TGD: triglicéridos.
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La AMPK funciona como sensor de los niveles energéticos de la célula. Esta proteina
cinasa se activa cuando aumentan los niveles intracelulares de AMP, lo que ocurre
cuando disminuyen las reservas celulares de energia. La AMPK activada estimula las
vias catabolicas de la célula que producen ATP, como la betaoxidacion mitocondrial, e
inhibe los procesos que consumen ATP, como la lipogénesis, directamente fosforilando
proteinas reguladoras e indirectamente regulando la expresion de genes involucrados en
estas vias metabdlicas. (63) La composicion de AG en el hepatocito puede modular la

actividad de la AMPK. En ausencia de la enzima estearoil- CoA desaturasa, la AMPK
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se activa (64) fosforilando e inhibiendo la acetil-CoA carboxilasa y la ChREBP (65)
(66), asi como disminuyendo los niveles de expresion de la SREBP-1c. (67) Las
tiazolidindionas son farmacos antidiabéticos que se caracterizan por activar el PPAR-y.
Ademas, tanto estos farmacos como la metformina son capaces de activar la AMPK
hepatica. (67) (68) (69) Sus efectos beneficiosos en pacientes con NASH (70) (71) (72)
serian en parte la consecuencia de unos acontecimientos moleculares que basicamente
tienen que ver con la activacion de la via de la AMPK.

1.1.3.2. Segundo impacto: progresion de esteatosis a esteatohepatitis.

El conocimiento de los mecanismos implicados en la progresion de una esteatosis
simple a una esteatohepatitis es importante para poder disefiar estrategias en el
tratamiento y la prevencion de los pacientes que tienen o estan en riesgo de NASH.

Evidencias experimentales apuntan el importante papel que la leptina y la
adiponectina podrian desempefiar en la patogenia del NASH. Se ha comprobado que la
administracion de leptina a pacientes y ratones con lipodistrofias congénitas que cursan
con déficit o ausencia de leptina revierte el NASH. (73) (74) En cambio, en el NASH
asociado a obesidad y RI, las concentraciones séricas de leptina estan elevadas de
manera proporcional al grado de esteatosis hepatica. (75) (76) En estos pacientes parece
existir un estado de “resistencia a la leptina” que acompafia a la RI y hace que el higado
se vuelva refractario a los beneficiosos efectos antiesteatdsicos de la leptina. (75)

Estd demostrado que las concentraciones séricas de adiponectina son
inversamente proporcionales al grado de esteatosis hepatica y el perimetro de la cintura.
(48) Mientras que la concentracion plasmatica de TNF-a no difiere entre individuos con
esteatosis simple y aquellos con NASH, una minoria (el 33%) de los pacientes con
higado graso tienen unas concentraciones plasmaticas de adiponectina por debajo de 10
microg/mL, mientras que la mayoria (un 77%) de aquellos con NASH tienen esos
niveles por debajo de ese limite. (77) En la misma linea, otro estudio demostrd que el
nivel de expresion intrahepéatica de adiponectina y de su receptor tipo Il era también
menor en el NASH que en la esteatosis. (78) La adiponectina es una hormona
antiesteatdsica que promueve la betaoxidacion mitocondrial de los AGNE vy ejerce este
efecto a través de la activacion del PPAR-a y de la AMPK. (79) La adiponectina posee
también un efecto antiinflamatorio que probablemente se deba a su capacidad para
inhibir la sintesis y la secrecion de TNF-a por parte de los macrofagos que infiltran el

tejido adiposo en la obesidad. (80) Curiosamente, estos 2 factores se regulan
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mutuamente su actividad biologica. EI TNF-a inhibe la sintesis y la actividad de la
adiponectina y ésta inhibe la sintesis y la actividad del TNF-a. Se ha comprobado que
un mecanismo similar puede ser igualmente importante en humanos. (77)

Inicialmente se consideraron como los principales candidatos para el “segundo
impacto” el estrés oxidativo, con la consiguiente peroxidacion lipidica, y las citoquinas,
fundamentalmente el TNF-a. En los ultimos afios se ha incrementado el conocimiento
sobre las fuentes intracelulares de radicales libres y citoquinas y, en particular, del
importante papel de la RI, de los AGNE y de la inflamacion del tejido adiposo y
hepatico, lo que ha llevado a revisar el modelo patogénico original. Ha aparecido un
tercer candidato potencial a “segundo impacto” patogénico: el estrés del reticulo
endoplasmico (RE), y también se ha puesto de manifiesto que la apoptosis es un
fenomeno frecuente en el NASH. (81)

Los acidos grasos de cadena corta, media y larga son betaoxidados por las
mitocondrias y los de cadena larga y muy larga por los peroxisomas. Ademas, los de
cadena larga y muy larga son omegaoxidados por el sistema microsomal del citocromo
P450 (CYP) 2E1 y 3A4. Los sustratos de ese sistema incluyen a los acidos grasos, el
etanol y los cuerpos cetdnicos. (82) El incremento de la actividad hepatica de CYP 2E1
puede ser también resultado de la propia RI, pues su expresién esta suprimida cuando la
sefializacion insulinica esté intacta. (83) No obstante y de manera inversa, también se ha
descrito, en lineas celulares de ratones, que la sobreexpresion del CYP 2E1 induciria RI
por una disminucion de la fosforilacion por tirosina del IRS-1 y del IRS-2. (84) La
oxidacion microsomal de acidos grasos genera especias reactivas de oxigeno (ERO) por
donacion de electrones al oxigeno molecular. EI CYP 3A4 hidroxila los &cidos grasos
libres y los transforma en acidos dicarboxilicos, que en roedores se degradan mediante
la betaoxidacion peroxisomal inducida por los PPAR- a. Sin embargo, en humanos esa
induccion es defectuosa, por lo que aumenta la produccién y disminuye la degradacion
de acidos dicarboxilicos. (85) La deficiencia de enzimas de la betaoxidacién de los
acidos grasos de cadena muy larga a nivel peroxisomal, como la acil-CoA oxidasa,
interrumpe la oxidacién de los mismos y de los acidos dicarboxilicos y se ha reconocido
como una importante causa de esteatosis microvesicular y esteatohepatitis (86) La
pérdida de la citada enzima también origina una hiperactivacion sostenida del PPAR- a,
lo que conduce a sobrerregulacion transcripcional de los genes dependientes del PPAR-
a. (86)
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Todo este complejo proceso oxidativo de los &cidos grasos tiene como
consecuencia la formacién de radicales libres del oxigeno (RLO) y ERO, de manera
directa en la betaoxidacion peroxisomal y en la omegaoxidacién microsomal, pero, en
mayor medida y de manera indirecta, en la betaoxidacion mitocondrial. (87) (56)

Un radical libre (RL) se define como cualquier especie quimica (4&tomo, ion o
molécula) capaz de existir de forma independiente y que presenta uno o mas electrones
desapareados en su estructura. Son en extremo reactivos y, en general, muy nocivos
para la célula. El electron no pareado puede pertenecer al oxigeno, y entonces es un
RLO.

En términos generales, las fuentes enddgenas principales de RLO y ERO son el
sistema de transporte electrénico mitocondrial, diversas reacciones oxidativas
microsomales y peroxisomales, las hemoproteinas y durante el proceso de fagocitosis.
Cualquier situacion que impligque un aumento de la actividad de la cadena respiratoria
supondra un incremento en la formacion de RLO/ERO, ya que, si bien la proporcion a
la que se generan es la misma, el volumen total es mayor. (88)

En el higado esteatosico, como consecuencia de la oxidacion de un exceso de
AGNE en las células hepaticas, se produce un incremento de RLO/ERO que puede
inducir lesion hepatocelular, inflamacion y/o fibrosis al menos por tres mecanismos
conocidos: peroxidacion lipidica, induccion de citocinas y expresion del ligando Fas.
(87) (89)

La peroxidacion lipidica es uno de los mas firmes candidatos como “segundo
impacto” en la patogenia del NASH, ya que explicaria todas las lesiones histologicas
caracteristicas de esta enfermedad hepética. (Figura 7) (85) La peroxidacion lipidica
trae consigo, primero, un aumento de la permeabilidad de la membrana con
balonizacion hepatocelular y, después, la necrosis. (87)

En la NASH, la peroxidacién lipidica de membranas celulares y la muerte
celular llevan a la produccion y liberacion, respectivamente, de los aldéhidos 4-
hidroxinonenal (HNE) y malondialdehido (MDA). (90)

Mientras que los RLO tienen una vida media corta y efectos sobre todo locales,
los aldehidos reactivos tienen una vida media mas larga y son capaces de actuar a mayor
distancia, pueden formar aductos proteicos y actuar como antigenos e iniciar una
respuesta inmune intrahepatica, (91) pueden unirse a citoqueratinas hepatocelulares para

forma hialina de Mallory y pueden estimular la quimiotaxis de los neutréfilos. (92)
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En segundo lugar, los RLO/ERO funcionan como moléculas de sefial y son
capaces de activar la transcripcion (93) (88) y, con ello, inducir citosinas. Asi, son
inductores del factor de transcripcion NF-«f, que a su vez actla sobre algunos genes
intrinsecamente ligados al fendmeno inflamatorio como los que codifican el TNF-a, el
factor transformador del crecimiento beta (TGF-B) y la IL-8. (87) Ademas, se han
encontrado marcadores de estrés oxidativo (p. Ej.: proteinas nitradas en tirosina) en
modelos animales y en pacientes con NASH (94) (95) que relacionan la magnitud del
estrés oxidativo con la gravedad de la enfermedad hepatica. (96)

El TNF-a desempefia un importante papel en la patogenia de la Rl sistémica y
hepética, (97) y su produccion es uno de los acontecimientos mas precoces en muchos
tipos de dafio hepético, desencadenando la sintesis de otras citosinas que, juntas,
reclutan a las células inflamatorias, necrosan hepatocitos e inician la respuesta curativa
que incluye la fibrogénesis. (93) Asi, las concentraciones séricas e intrahepaticas de
TNF-a y de sus receptores estan aumentadas en pacientes con NASH. (98) (77)

Otra citosina cuya sintesis promueve el NF-«xf3 es el TGF-B, que puede causar
activacion de la via de las caspasas y muerte celular, (99) promocion de la sintesis de
colageno por las células estrelladas, (100) e induccion de la transglutaminasa tisular,
que conglomera las proteinas del citosqueleto y lleva a la formacion de hialina de
Mallory. Por ultimo, la IL-8 aumenta la quimiotaxis de neutréfilos y su contribucion a
la hiperproduccion de RLO/ERO a través de la fagocitosis. (46)

Como se comentd anteriormente, un candidato potencial en la progresion de
esteatosis a esteatohepatitis es el estrés del RE. EI aumento de la concentracion de AG,
la hiperinsulinemia, la hipoxia y las infecciones viricas pueden alterar la homeostasis
del RE y provocar lo que se denomina respuesta al estrés del RE, que provoca la
activacion de un numero de factores de transcripcion y cinasas. (101) Esta activacion
transcripcional conduce al aumento de la sintesis lipidica, induccién de apoptosis,
inflamacién y disfuncion mitocondrial, (102) tipicas alteraciones del NASH.

En tercer lugar, los RLO/ERO inducen la expresion del ligando Fas en el
hepatocito. Las células hepaticas, en condiciones fisioldgicas, poseen el receptor de
membrana Fas. (103) (104) La expresion de su ligando por un hepatocito lo capacita
para interactuar con el receptor de otro, lo que causa una muerte (apoptosis)

«fratricida». Tanto el receptor Fas como el sistema enzimético apoptético de las
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caspasas estan sobreexpresados en los hepatocitos de pacientes con NASH, en

comparacion con aquellos con esteatosis simple y con controles. (81)

Figura 7. Mecanismos del estrés oxidativo inducido por los acidos grasos. El acimulo de &cidos grasos
no esterificados en el citosol incrementa la oxidacion de éstos dentro de la célula. En las mitocondrias, la
disfuncion de la cadena respiratoria (CRM) conduce a la formacion de aniones superoxido y peréxido de
hidrégeno. La betaoxidacién peroxisomal, iniciada por la enzima acil-CoA oxidasa, produce peréxido de
hidrégeno, y la omegaoxidacion en el reticulo endoplasmico, catalizada por los citocromos, da
lugar a diferentes especies reactivas de oxigeno. Estas y los productos finales de la peroxidacion
lipidica (4-hidroxinonenal 'y malondialdéhido) pueden provocar necrosis/apoptosis, inflamacion y

fibrosis.
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Todos estos factores promoverian los fendmenos tipicos de la esteatohepatitis: a)
apoptosis/necrosis celular (RLO/ERO, ligando Fas, TNF-a, TGF-B); b) inflamacion de
predominio polimorfonuclear (HNE e IL-8), y c) fibrosis (MDA, HNE, TNF-a y TGF-
B), poniendo en juego las defensas antioxidantes que conducen, finalmente y tras un
proceso cronico, a la deplecion de los antioxidantes intracelulares, como la vitamina E,
(105) la superoxido dismutasa (106) y sus cofactores, como el glutation. (94)

Otro mecanismo patogenético propuesto para el desarrollo de NASH es el

hiperaflujo de hepatotoxinas por via portal a un higado vulnerable por el exceso de
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grasa acumulada. (107) La obesidad se ha relacionado con una disminucion de la
motilidad intestinal, (108) lo que podria predisponer al sobrecrecimiento bacteriano. La
flora bacteriana intestinal es una potencial fuente de endotoxinas y de alcohol por
desdoblamiento de los carbohidratos en la luz intestinal. Asi, en individuos con NASH
se ha descrito tanto un sobrecrecimiento intestinal (109) como la generacion enddgena
de alcohol. (108)

1.1.3.3. Tercer impacto: fibrogénesis.

Algunos autores defienden la existencia de otros impactos o factores adicionales para el
desarrollo de fibrosis, (36) dado que sélo una minoria de pacientes con NASH
progresan a cirrosis. (110)

Las células estrelladas y sus tipos celulares relacionados (miofibroblastos) son el
origen principal de la matriz extracelular hepatica. Ante una agresion, se activan y se
transforman desde una célula quiescente a un tipo celular con alto poder proliferativo,
fibrogénico y contréctil.

Las células estrelladas hepaticas (CEH) estan activas en la NASH. (111) La
activacion inicial parece depender de los RLO/ERO (38) y de los productos de la
peroxidacion lipidica, en especial del HNE (112) (113) (100) que estimula la expresion
del gen del colageno a-1y la produccion de TGF- B1 por los macréfagos.

La leptina es esencial para que se produzca fibrosis hepéatica en modelos
animales de NASH. (79) El ratén ob/ob, deficiente en leptina, no desarrolla fibrosis
incluso cuando se alimenta con una dieta fibrogénica, pero, en pacientes con NASH, las
concentraciones séricas de leptina estan elevadas aunque sin una clara asociacién con el
estadio fibrético de la enfermedad hepatica. (76) También se ha visto que la
angiotensina Il y la norepinefrina pueden activar la fibrogénesis in vitro y en ratones
ob/ob deficientes en leptina. (114) (115)

Por Gltimo, la RI, aparte de sus efectos metabdlicos, y a través de la activacion
del factor de crecimiento de tipo insulinico-1 (IGF-1), puede promover la fibrogénesis
tras estimular la sintesis del factor de crecimiento del tejido conectivo en las CEH in
vitro. (116) Ademas, la expresion intrahepatica de este factor de crecimiento se
correlaciona positivamente con el estadio fibrotico de pacientes con NASH, (116) lo
que indica que la hiperinsulinemia y la hiperglucemia podrian jugar un importante papel
en la progresion de la fibrosis hepéatica en estos pacientes. Quiza, estos efectos
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proliferativos participarian en la fibrosis y el desarrollo de hepatocarcinoma,

respectivamente. (Figura 8)

Figura 8. Esquema integrado del modelo patogénico del NASH.

El incremento del aporte hepatico de AGNE, como consecuencia de la lipélisis mantenida del tejido adiposo, genera
metabolitos téxicos que inducen la liberacion de catepsina B lisosomal y estrés del reticulo endoplasmico en el
hepatocito, contribuyendo a la muerte celular por apoptosis y necrosis y a la inflamacion. Ademas, el estrés oxidativo
inicia la lipoperoxidacion de las membranas y activa la cascada de sefializacién mediada por NF «xf3, lo que se traduce
en la transcripcion de citosinas, como TNF-a e interleucina 6 (IL-6), y de proteinas supresoras de la sefializacién de
citosinas (SOCS), que son determinantes en los mecanismos de RI, apoptosis, inflamacién y fibrosis. Tanto los
macréfagos del tejido adiposo como las células de Kupffer del higado pueden también producir TNF-a tras la
estimulacion de toxinas bacterianas y otras sustancias procedentes del intestino.

Finalmente, desde el tejido adiposo, el aumento de la secrecién de leptina y otras adipocinas asi como la disminucién
de adiponectina contribuyen al dafio hepético caracteristico de NAFLD.

EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica; CHC: carcinoma hepatocelular; LDL-Ox: lipoproteinas de baja densidad

oxidadas.
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1.1.4. DIAGNOSTICO

1.1.4.1. Clinica

La NAFLD es una enfermedad fundamentalmente asintomaética, por lo que el
diagnostico de esta hepatopatia debe sospecharse en los pacientes que no consumen
alcohol (menos de 3 unidades de bebidas alcohdlicas estdndar al dia en hombres y
menos de 2 al dia en mujeres) y presentan algun factor de riesgo, especialmente
obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hipertrigliceridemia, pérdida rapida de peso o cirugia
reciente para el tratamiento de la obesidad morbida. También debe considerarse en
sujetos con una elevacion persistente y moderada de las transaminasas de causa no

aclarada o que presentan una hepatomegalia aislada. (117)
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En la exploracion fisica la hepatomegalia es el hallazgo mas frecuente (33-55%)
y, en general, el Unico. La presencia de acantosis nigricans (36-49%), que se ha descrito
solamente en nifios, (118) (119) consiste en un engrosamiento e hiperpigmentacion de la
piel de localizacion intertriginosa. Ha sido considerada como un marcador de
hiperinsulinemia y de resistencia a la insulina.

Otros signos, como son la esplenomegalia, la presencia de borde hepético duro,
eritema palmar y teleangiectasias, sugieren la presencia de una enfermedad hepatica
avanzada con evolucion cirrégena.

1.1.4.2. Laboratorio

Hasta el 80% de los pacientes con NAFLD tienen las concentraciones séricas de las
enzimas hepéticas dentro de los limites normales, independientemente de si se trata de
una esteatosis simple o una esteatohepatitis. (7)

De existir una elevacion de las transaminasas, el cociente
alaninoaminotransferasa (ALT, GPT)/ aspartatoaminotransferasa (AST, GOT) es
superior a 1, diferenciandose de la hepatitis alcohdlica en la que el cociente es <1. Es
igualmente habitual una elevacion moderada de la fosfatasa alcalina (FA) y de la
Gamma-glutamil-transpeptidasa (GGT). No obstante, como se ha comentado
previamente, la hipertransaminasemia es un rasgo que tiene poca sensibilidad para el
diagnostico de NAFLD.

El resto de pruebas de la funcion hepética son normales, excepto en aquellos
pacientes con una cirrosis establecida con datos de insuficiencia hepética, en la que
presentan elevacion de la bilirrubina, descenso de la albumina y de la tasa de
protrombina, y trombopenia. ES comun encontrar alteraciones bioquimicas que se
relacionan con las comorbilidades que se asocian con la NAFLD/NASH,
particularmente la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2. En este sentido, es frecuente la
alteracion de los lipidos séricos, especialmente la hipertrigliceridemia y el descenso de
los valores de colesterol HDL, asi como la hiperglucemia y la hiperinsulinemia o, al
menos, la RI determinada por el HOMA-R. La ferritina sérica en ocasiones esta elevada
en los pacientes con NAFLD, por lo que en estos casos se debe analizar la saturacion de
transferrina y, si estd anormalmente aumentada, realizar el genotipado del gen de la
hemocromatosis hereditaria.

Dado que la NAFLD puede coexistir con otras enfermedades cronicas del
higado, es imprescindible descartarlas mediante determinaciones bioquimicas e
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inmunoserologicas que incluyan marcadores viricos, autoanticuerpos, cupremia Yy
ceruloplasmina, alfa-1-antitripsina, hormonas tiroideas y anticuerpos antiendomisio o
antitransglutaminasa. También debe descartarse de manera cuidadosa el consumo de
alcohol y farmacos potencialmente hepatotoxicos.

1.1.4.3. Métodos de imagen

Tanto la ecografia abdominal (US) como la tomografia computarizada y la resonancia
magnética son técnicas que permiten observar con facilidad y fiabilidad la existencia de
un depdsito aumentado de grasa en el higado. Sin embargo, estas pruebas de imagen no
permiten diferenciar la esteatosis simple de la esteatohepatitis con o sin fibrosis. (120)
De entre ellas, la ecografia es la técnica méas asequible y econdmica y, por tanto, seria la
técnica a utilizar en primer lugar. Aunque el deposito de grasa en el higado suele ser
difuso, observandose en este caso un aumento de la ecogenicidad hepética que confiere
al higado un aspecto brillante, en ocasiones la esteatosis puede ser focal y dar falsas
imagenes sugestivas de lesiones nodulares. A pesar de que la utilizacién de nuevas
técnicas (como el uso de eco-potenciadores) ha mejorado la sensibilidad en el
diagndstico de cirrosis, (121) la utilidad de la US disminuye en los casos en los que la
esteatosis es inferior al 30% (122) o cuando existe una obesidad morbida. (123) En
estos casos, la tomografia axial computarizada (TAC) y la resonancia magnética
(RMN) pueden ser de utilidad. En fases avanzadas de la enfermedad, las pruebas de
imagen también pueden mostrar cambios sugestivos de cirrosis o signos de hipertension
portal. Existen nuevas pruebas de imagen como la espectroscopia protdnica por
resonancia magnética y la elastografia transitoria que parecen muy prometedoras para la
valoracion de la esteatosis y de la fibrosis, respectivamente, pero aun necesitan ser
validadas mediante estudios clinicos en grandes poblaciones de pacientes antes de su
implementacidn en la préactica clinica. (7)

1.1.4.4. Biopsia hepética

La historia clinica, las pruebas de laboratorio y algunas pruebas de imagen ayudan a
seleccionar aquellos casos que pueden beneficiarse de una biopsia hepatica (BH),
prucba “gold estandar” que permite efectuar un diagnéstico de certeza de
NAFLD/NASH vy establecer un pronostico con mayor fiabilidad. (32) (124) (34)

La principal caracteristica histoldgica de la NAFLD es el acimulo de grasa en

los hepatocitos, fundamentalmente triglicéridos, lo que se denomina esteatosis. La
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presencia de méas de un 5% de hepatocitos esteatdsicos es el criterio minimo para el
diagnostico histoldgico de esteatosis hepatica.

Para la esteatohepatitis, los criterios minimos para el diagnostico histoldgico
incluyen la presencia de esteatosis, dafio hepatocelular, generalmente en forma de
degeneracion balonizante, apoptosis 0 necrosis, e infiltracion inflamatoria lobulillar. La
presencia de fibrosis es frecuente en la NASH, pero no es un requisito necesario para el
diagndstico histoldgico. (125) Cuando se establece una cirrosis tanto la esteatosis como
los cambios inflamatorios pueden haber desaparecido, por lo que el diagnostico
etioldgico debe hacerse por exclusion de otras causas y presentar el paciente alguno de
los factores asociados.

La BH sirve para establecer la gravedad de las lesiones y, en este sentido, se ha
propuesto una clasificacion que es aceptada por la mayoria de autores y de la que
hablaremos mas adelante.

La BH hepatica también puede ser util para el diagnostico diferencial entre el
NAFLD y otras causas de elevacion aislada de transaminasas, especialmente en aquellos
pacientes sin componentes del sindrome metabdlico. En ocasiones la confirmacion
histologica de que existe una esteatosis simple sin fibrosis, puede ser importante para
definir el prondstico. Finalmente y dada la mala correlacion entre expresividad clinica y
bioldgica y la intensidad de las lesiones hepaticas, la biopsia es necesaria en el momento
de incluir a un paciente en un estudio terapéutico con el fin de obtener grupos
homogéneos de pacientes. En estos casos lo ideal es repetir una biopsia al final del
tratamiento para valorar los efectos de la medicacion ensayada.

A pesar de todo lo anterior, la necesidad de BH en el manejo de los pacientes
con NAFLD es todavia objeto de controversia. (Tabla 2). Dada la alta prevalencia de
higado graso no alcoholico en la poblacion general y el hecho de que la mayoria de los
pacientes presentan esteatosis simple o esteatohepatitis de bajo grado, (28) la biopsia
hepética puede no ser la opcién mas adecuada para muchos de estos pacientes. Por otra
parte, a pesar de la confirmacion histoldgica, no existe tratamiento bien establecido y la
biopsia es una técnica con un coste y un riesgo que debe ser tenido en cuenta. Otra
limitacién adicional de la BH es el posible error de muestra. Un estudio reciente ha
mostrado que un 35% de pacientes con NASH vy fibrosis en puente en una muestra de

biopsia, tenian solo una fibrosis leve o ausencia de fibrosis en otra muestra de higado
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obtenida simultaneamente. (126) Finalmente la BH solo ofrece informacion del estado

del higado en un momento determinado de un proceso muy dindmico y cambiante.

Tabla 2. La biopsia hepéatica en el higado graso no alcohélico.

BIOPSIA HEPATICA EN NAFLD

Confirmar el diagnostico

Diferenciar entre esteatosis simple y esteatohepatitis
Establecer la gravedad de las lesiones (grado, estadio)
Descartar enfermedades hepaticas de otra etiologia
Seleccionar grupos homogéneos de pacientes para estudios terapéuticos
Evaluar el resultado de nuevos tratamientos
[ Limitaciones
Coste
Morbilidad
Proporcionar informacién puntual de un proceso dindamico

Error de muestra

Ha habido varias definiciones de NASH desde el punto de vista histolégico. Brunt y
cols, (127) en 1999 propusieron una clasificacion semicuantitativa del indice de
actividad histoldgica de la NAFLD, que se basaba en la distincion de 4 grados de

. o esteatosis, 3 de actividad
Tabla 3. Indice de actividad histoldgica del NASH propuesto por Brunt y cols.

1. Esteatosis macrovesicular

necroinflamatoria 'y 4

estadios de fibrosis, que se
Grado 0: No

Grado 1: <33%
Grado 2: 33-66%
Grado 3: > 66%

2. Actividad necroinflamatoria

Grado 1 (leve): esteatosis < 66%, algunos hepatocitos balonizados
(zona 3), escasos neutrofilos +/- linfocitos (zona 3), inflamacion
portal minima o inexistente.

Grado 2 (moderada): esteatosis, abundantes hepatocitos
balonizados (zona 3), inflamacién portal.

Grado 3 (intensa): esteatosis pantolobulillar, degeneracion

balonizante difusa, infiltracion difusa por neutréfilos, inflamacion portal.

0. Sin fibrosis

1. Fibrosis perisinusoidal/pericelular (zona 3)

2. Fibrosis perisinusoidal/pericelular (zona 3) y fibrosis portal o
periportal.

3. Fibrosis perisinusoidal/pericelular (zona 3) y fibrosis portal y
fibrosis en puentes focal o extensas.

4. Cirrosis

puntian de menos a mas
dependiendo de la severidad
de las lesiones histoldgicas.
(Tabla 3)

Otros autores, (110) han
clasificado la NAFLD en 4
tipos: tipo 1: esteatosis
simple; tipo 2: esteatosis +
inflamacion lobulillar; tipo
3: esteatosis + degeneracion
balonizante; y tipo 4:
esteatosis + degeneracion
balonizante + hialina de

Mallory o fibrosis.
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Recientemente Kleiner y cols, (126) proponen un sistema validado de
puntuacion para el diagnostico de las lesiones de NAFLD y NASH, que se apoya y
redefine el indice ya descrito por Brunt y cols (127) en 1999. En particular, el estadio de
fibrosis fue subdividido y los grados de esteatosis fueron cambiados. Asi, esta reciente
clasificacion describe 14 caracteristicas histologicas de las cuales, 4 son evaluadas
de forma semicuantitativa: esteatosis (0-3), inflamacion lobular (0-3), balonizacion
hepatocelular (0-2) y fibrosis (0-4).

De acuerdo con este sistema, el diagndstico de esteatohepatitis vendria dado por
la suma total de los puntos de cada item recogido en la tabla. Asi, se considera probado
“diagnostico de NASH” cuando existen > 5 puntos, “no diagnostico de NASH” cuando
presenta 0-2 puntos y “bordeline o posible NASH” cuando la puntuacion se encuentra
entre 3y 4.

1.1.45. Marcadores serologicos indirectos

En los ultimos afios estan cobrando importancia la aplicacion de férmulas matematicas
basadas en combinaciones de variables clinicas y analiticas faciles de medir, para
evaluar NAFLD. Algunas de ellas son Fatty Liver Index (FLI), [IMC, circunferencia
de cintura, triglicéridos y acido gamma-glutamil- transferasa (GGT)], (26) y Lipid
Accumulation Product (LAP) (circunferencia de la cintura y triglicéridos en ayunas).
(27) Estos indices tendrian aplicabilidad en estudios poblacionales de prevalencia de
NAFLD, pero hasta ahora s6lo se han aplicado a las poblaciones preseleccionadas.

También se han analizado diferentes combinaciones de variables para el
diagnostico de NASH. Entre ellas destacan el SteatoTest y el Nash- Test
(Biopredictive®). EI Nash-Test incluye 13 parametros (edad, sexo, IMC, colesterol,
triglicéridos, GOT, GPT, GGT, bilirrubina, alfa 2 microglubulina, haptoglobina y
apolipoproteina Al) que presenta alta especificidad, aunque su sensibilidad es discreta.
Otro modelo, que combina 5 variables (edad> 50; GOT> 45; IMC> 30; relacion
GOT/GPT> 0,8; acido hialurénico> 55) predice la presencia de NASH con elevada
fiabilidad siempre que estén presentes 3 0 mas de estos factores. (128)

Shimada y cols. (129) han desarrollado otro modelo predictivo de NASH en
pacientes con esteatosis hepatica basandose en la combinacion de adiponectina,
HOMA-IR y colageno sérico de tipo IV; quizas el dato mas interesante de este estudio
es la posibilidad de establecer un diagnostico precoz, ya que es capaz de detectar a cerca
del 90% de los pacientes con NASH. En pacientes obesos con NAFLD, un sencillo
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score clinico (incluyendo HTA, DM tipo 2, SAOS, GOT> 27 Ul/l, GPT > 27 Ul/l y raza
no negra) es capaz de predecir la presencia de NASH. (130)

Como se ha comentado anteriormente, los niveles de séricos de
aminotransferasas y las pruebas de imagen no son fiables para evaluar la esteatohepatitis
y la fibrosis en pacientes con NASH. Disponer de pruebas diagndsticas no invasivas que
permitan diagnosticar con fiabilidad o excluir fibrosis avanzada seria beneficioso tanto
desde el punto de vista clinico como econémico. En este sentido ha habido un interés
creciente en la utilizacién de biomarcadores y en el desarrollo de modelos predictores
de fibrosis avanzada en pacientes con NASH. (131) (132)

La combinacion de marcadores en modelos matematicos ha mejorado la
sensibilidad de los test individuales. El FibroTest ha sido uno de los primeros modelos
para la prediccion del grado de fibrosis, que presenta aceptables valores predictivos
positivo y negativo. La necesidad de pago para su célculo y la utilizacién de marcadores
que generalmente no se utilizan en la préctica diaria disminuyen su utilidad.

Los indices de APRI (AST (UI/L) / 35 (ULN¥*) / plaquetas (109/litro) x 100.
(ULN: se estima en 35 U/L el valor maximo normal de AST) (133) y Forns comparten
la utilizacién de variables comUnmente utilizadas en la préctica diaria para elaborar sus
modelos predictivos pero se han validado para pacientes con hepatitis por VHC. (134)
El indice del European Liver Fibrosis Group (ELFG) valora la combinacion de los
niveles de &cido hialurénico, PIIINP, TIMP-1 y la edad. La sensibilidad para la
deteccidon de fibrosis significativa (> F2-F4) es del 90%, resultados recientemente
validados. (135) EI NAFLD Fibrosis Score se basa en seis variables facilmente
disponibles (edad, IMC, hiperglucemia, recuento de plaquetas, albumina, cociente
AST/ALT) (Tabla 4). En un meta-analisis de 13 estudios sobre 3064 pacientes, (131)
NAFLD Fibrosis Score obtuvo un area bajo la curva ROC de 0,85 para la prediccion de
fibrosis avanzada (es decir, fibrosis o cirrosis) y un score <-1,455 tenia un 90% de
sensibilidad y 60% de especificidad para excluir fibrosis avanzada, mientras que un
score > 0,676 tenian 67% sensibilidad y 97% de especificidad para identificar la

presencia de fibrosis avanzada. (136)
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Tabla 4. Férmulade NAFLD score.

Una de las principales limitaciones de estos modelos de prediccion es que en gran parte
han sido investigados en estudios de corte transversal y por lo tanto su utilidad en el
seguimiento de la historia natural de la enfermedad, en predecir resultados o en la
respuesta a la intervencion terapeutica es desconocido. (132) Por otra parte, muchos de
estos scores utilizan en su calculo parametros no accesibles en préctica clinica habitual.

Ademas de los marcadores que son capaces de detectar la presencia de fibrosis,
en los dltimos afios se han evaluado diferentes biomarcadores (solos o agrupados en
paneles) utiles para diferenciar entre pacientes con esteatosis hepatica simple y, por
lo tanto, con escasa capacidad de progresion, de aquellos pacientes con NASH,
independientemente de la presencia o ausencia de fibrosis. En este sentido, el andlisis de
los fragmentos de la citoqueratina 18 (CK-18), un marcador de apoptosis, ha
demostrado una clara utilidad para diferenciar entre los sujetos con esteatosis simple de
aquellos con NASH, con una elevada sensibilidad y especificidad. (137) Ademas, la
concentracion sérica de la CK-18 se correlaciona, de forma moderada, con los cambios
histoldgicos en la actividad del NASH. (138) Tanto la PCR ultrasensible como la
petraxina 3 ayudan en la diferenciacion entre NAFLD y NASH, aunque también se
pueden elevar en otras enfermedades caracterizadas por un estado inflamatorio crénico.
(139) (140).

1.146. OWLIver Test

La metabolémica es el estudio de pequefias moléculas organicas (<1000 Da),
denominadas metabolitos, presentes en un sistema biolégico. En la actualidad una de
las principales utilidades en este campo son los perfiles metabélicos. La comparacion de
perfiles de distintos fenotipos se utiliza para identificar cambios metabolicos que nos
ayudan a conocer la fisiologia, toxicologia y la forma en la que se desarrolla una
enfermedad. Es por ello por lo que el emergente campo de la metabolomica tiene el

potencial de proporcionar nuevas herramientas de diagnéstico de NAFLD. (141) (142)
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Una de las grandes ventajas de la metabolomica es el hecho de que los
metabolitos son menos especie-dependientes que los genes o las proteinas, facilitando la
comparacion directa de modelos animales con estudios en humanos. (143)

En este sentido, todas las caracteristicas bioquimicas e histologicas observadas
en humanos con NAFLD se han reproducido en el modelo de raton Glicina N-
metiltransferasa Knockout (GNMT-KO), tras perturbaciones en el metabolismo de la
metionina. La enzima metionina adenosiltransferasa (MAT) cataliza la sintesis de S-
adenosilmetionina (SAMe) a partir de metionina en el higado. (144) SAMe es anti-
apoptotica en hepatocitos normales y pro-apoptotica en células hepéticas cancerigenas.
(145) Tanto el exceso como el déficit de SAMe induce NASH. (146) (147) (148) La
GNMT es la metiltransferasa hepéatica que cataliza la conversién de SAMe en S-
adenosil (SAH), un potente inhibidor de las reacciones de metilacion. Por tanto, la
importancia de la enzima GNMT es mantener una relacion constante SAMe / SAH,
evitando asi los eventos de metilacion aberrantes. (149) (150) (151) (152)

En ratones GNMT-KO se objetivan una ALT, AST y SAMe séricas elevadas,
con el consecuente desarrollo de esteatosis hepatica, fibrosis, y carcinoma
hepatocelular. (153)

Otra prueba que apoya la idoneidad del modelo GNMT-KO para la comparacion
con NAFLD humano es el hallazgo de que nifios con mutaciones GNMT padecian
enfermedad hepatica grasa leve-moderada. (154) (155)

La metabolémica es particularmente adecuada para la evaluacion de lesiones
hepaticas prevalentes, ya que precisa de suero u orina, muestras facilmente disponibles.

Recientes avances tecnoldgicos basados en la cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada con espectrometria de masas (UPLC-MS) han proporcionado a los
investigadores la capacidad de medir cientos o incluso miles de metabolitos de molécula
pequefia en tan sélo unos pocos minutos por muestra. (156) (157)

Se consigue analizar cualitativamente restos derivados de &cidos grasos en su
forma original, tales como los lipidos séricos y una amplia gama de especies
moleculares incluyendo también &cidos biliares, acidos grasos no esterificados, y
aminoacidos. Las técnicas son particularmente (tiles para perfilar la diversidad
molecular como, por ejemplo, ether- / acil glicerofosfolipidos, o las diversas subclases

de esfingolipidos.

46



Estudio de la Microbiota Intestinal en pacientes con Sindrome Metabdlico y
Enfermedad Hepética Grasa No Alcohdlica.

El rol de estos elementos especificos de la lipidomica, que no pueden ser
identificados de manera eficiente mediante la metodologia de anélisis tras hidroélisis de
lipidos/acidos grasos, es importante en el contexto de los actuales modelos de
lipotoxicidad, ya que se relacionan con la patogénesis del sindrome metabdlico.

El escenario de la patogenia del NAFLD puede reflejarse en la metaboldmica del
suero de los pacientes. Niveles séricos elevados de AGNE pueden objetivarse en
pacientes con esteatosis, evidenciandose la tendencia inversa en el NASH. Asimismo,
en el NASH, la elevacion de las acil-carnitinas indican disfuncion de la p-oxidacién
mitocondrial, la alteracion de los éter-fosfolipidos reflejan la perturbacion de la funcion
peroxisomal, y el aumento de los niveles de eicosanoides proinflamatorios proporcionan
una prueba adicional de la actividad oxidativa extramitocondrial. La alteracion de las
vias enzimaticas que generan intermediarios lipotdxicos derivados de los AGNE o la
inhibicién de las vias de las que ellos disponen de ellos también puede promover
lipotoxicidad. (87) (158) (159) Estudios de anélisis selectivos de metabolitos ya han
demostrado que las alteraciones del metabolismo hepético a través de las vias de la
metionina o los fosfolipidos, estan fuertemente asociados con el desarrollo de higado
graso no alcohdlico. (160) (161) Cuando dichas alteraciones se reflejan en los perfiles
metabdlicos, pueden ser empleados como biomarcadores.

Se ha evidenciado una clara correlacion entre los diferentes grados histologicos
de NAFLD, el IMC vy el perfil metabolico de los pacientes estudiados, identificAndose
11 biomarcadores capaces de distinguir los pacientes con NASH de aquellos con
esteatosis simple. Se ha alcanzado un area bajo la curva (ROC) de méas de 0,90,
alcanzando valores de 0.99 para la cohorte de pacientes con IMC menor de 30. (162)
Discernir si los biomarcadores desempefian un papel en la progresion de NAFLD o se
deben a fendmenos secundarios, requiere una mayor investigacion. (163)

Los grupos de metabolitos alterados en NAFLD respecto a sujetos sanos
incluyen &cidos orgénicos, acidos grasos libres, la fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina,
los &cidos biliares y esfingomielina. (163) Un incremento en la actividad A6-desaturasa
en &cidos grasos esenciales se ha asociado recientemente con la progresién de higado
graso no alcohdlico. (164) El acido araquiddnico, se observa en mayores cantidades en
las muestras NAFLD. El acido araquidonico puede ser convertido en prostaglandinas,
leucotrienos y lipoxinas. Las prostaglandinas y los leucotrienos son mediadores

lipidicos proinflamatorios potentes. Los endocannabinoides también son metabolitos del
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acido araquiddnico y han sido recientemente vinculados con el desarrollo de esteatosis.
(165) La lipoxigenasa hepéatica (LOX) y sus metabolitos proinflamatorios de &cido
araquidonico, también se han correlacionado con NASH. (161)

OWLIver test esta basado en investigacion metabolomica a partir de un estudio
multicéntrico con una cohorte de pacientes con biopsia hepatica provenientes de 12
centros (163) (166) y, recientemente desarrollado, aporta informacion util para
diferenciar a los individuos que presentan esteatosis hepatica no complicada de aquellos
con esteatohepatitis.

Uno de los obstaculos que enfrenta la introduccion de la tecnologia
metabolomica en la practica clinica habitual es la necesidad del uso de complejos Kits
con técnicas hermanas a la transcriptomica o la protedmica. Como en cualquier nueva
incorporacion tecnoldgica al proceso diagndstico se debe evaluar el coste y el beneficio
en salud que supone comparado con la alternativa convencional basada exclusivamente
en la biopsia hepaética. (167)

1.1.5. HISTORIA NATURAL Y PRONOSTICO

La mayoria de los estudios que analizan la historia natural de la NAFLD son
retrospectivos y con un seguimiento a corto o medio plazo. La evolucién clinica y la
progresion histologica del NAFLD pueden ser muy variables. No existe ningun
parametro clinico o analitico que haya demostrado valor pronéstico de la progresion de
esta enfermedad. En cualquier caso, son el grado y el estadio histolégico de la
enfermedad hepética los pardmetros que mejor predicen el riesgo evolutivo y la
mortalidad de NAFLD. (168) Por ello, la escala histopatoldgica que se utilice resulta de
gran relevancia. ElI pronéstico puede enfocarse desde dos prismas: el del riesgo
cardiovascular y el del riesgo de la progresion de la hepatopatia.

En los primeros afios del conocimiento de esta entidad se comunicd que los
pacientes con una esteatosis hepética simple tenian un curso clinico benigno, (110)
(169) (170) con minimas posibilidades de progresar histolégicamente en un periodo de
15 afios. Sin embargo, actualmente se conoce que hasta un 3% de estos pacientes
pueden desarrollar cirrosis. (110) Por el contrario, los pacientes con otras formas
histoldgicas mas agresivas, como la esteatohepatitis, presentan un claro potencial hacia
la progresion histoldgica, estimandose que en los casos con lesion hepatocelular o
fibrosis, la evolucion a cirrosis en un plazo de 10 afios es relevante (21 y 26%,
respectivamente), (110) (171) influyendo con ello en las tasas de supervivencia. (110)
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Una vez establecida la cirrosis, el 30-40% de los pacientes falleceran en un periodo de 1
afio, (110) siendo la tasa de mortalidad similar (172) o incluso mayor (173) a la
presentada por cirrosis asociada al virus de la hepatitis C.

En las cirrosis criptogenéticas se observa una incidencia desproporcionadamente
alta de factores de riesgo metabdlico (diabetes mellitus tipo 2, obesidad, sindrome
metabdlico, etc.) y, por otra parte, sus biopsias muestran con frecuencia una 0 mas
caracteristicas de NASH que se pierden cuando hay evolucién a cirrosis. (10) (174)
(175) (176). A la vista de estos datos, hoy en dia se acepta que hasta el 80% de las
cirrosis criptogenéticas son fases terminales de NASH.

Se describen cada vez mas casos de carcinoma hepatocelular (174) (10)
principalmente entre personas con fibrosis avanzada y cirrosis. (177) (178) (179) (180)
(181) (182)

No se conoce con exactitud porgue solo un grupo de pacientes que padecen
esteatosis evolucionan a formas mas severas (NASH, fibrosis y cirrosis). Los factores
de riesgo relacionados con el desarrollo de formas severas de la enfermedad parecen
bien definidos en el adulto, y son la edad mayor a 45 afios, sexo femenino, sobrepeso y
diabetes mal controlada. (183) La obesidad y la diabetes no solo intervienen en la
etiopatogenia, sino que también influyen negativamente en el pronostico, de forma que
la obesidad disminuye la supervivencia e incrementa el riesgo de hepatocarcinoma tanto
en la cirrosis criptogenética como en la cirrosis de otro origen; (173) y la diabetes
aumenta el riesgo de producir formas méas graves de NAFLD y de carcinoma
hepatocelular en comparacion con no diabéticos. (184) En la cohorte incluida en el
estudio NAHNES 11l compuesta por 15866 pacientes, 2862 de los mismos presentaban
una hepatopatia cronica, demostrandose que la DM tipo 2 y la RI eran predictores
independientes de mortalidad global y de mortalidad relacionada con la enfermedad
hepéatica tanto en pacientes con hepatopatia cronica grasa como en aquellos con
hepatopatia cronica de etiologia viral o alcohdlica. (185)

Otro grupo de riesgo lo conforman los pacientes con obesidad mérbida que se
someten a cirugia abdominal derivativa, como gastroplastia y derivacion intestinal
(yeyunoileal o yeyunocélica), ya que desarrollan NASH en el 20-40%. (186) Estos
pacientes pueden evolucionar hacia una insuficiencia hepéatica aguda grave de curso

fulminante en un 2-8% de los casos. (185)
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Los resultados a largo plazo de los pacientes con NAFLD y NASH se han
publicado en varios estudios, (187) (110) (170) (188) (189) (190) (191) (192) (193)
resumiéndose en lo siguiente: A) los pacientes con NAFLD tienen un incremento en la
mortalidad en comparacion con las poblaciones de control, B) la causa mas comun de
muerte en los pacientes con NAFLD y NASH es la enfermedad cardiovascular y C) los
pacientes con NASH (pero no NAFLD) tienen un aumento de la tasa de mortalidad
relacionada con enfermedad hepética. (194) En la Tabla 5 se resumen los datos de
varios estudios de seguimiento que describen la evolucion natural de la enfermedad.
(168) En un estudio realizado sobre una cohorte de 109 obesos daneses (170) con
esteatosis simple, seguidos durante 17 afos, encontraron que tan solo un paciente
desarroll6 cirrosis durante el seguimiento, siendo dicho paciente el Gnico que fallecio
por causa hepatica. Por el contrario, estudios realizados en pacientes con la enfermedad
en estadio de cirrosis, presentaron un peor pronéstico. En esos estudios, el 9-26% de los
pacientes murieron a los 4-10 afios de seguimiento, siendo la enfermedad hepética la
causa de la muerte de los pacientes. (173) (171) (195)

Tabla 5. Estudios publicados sobre el pronéstico de NAFLD.
1 NAFLD incluye a los pacientes con esteatosis simple y con esteatohepatitis no alcohodlica;

2 La prevalencia de esteatosis incluye a aquellos pacientes que la presentan desde el inicio del estudio asf

como la desarrollada durante el seguimiento.

Esteatosis 14/35

Esteatosis 109 1 1/0.9 27/24.8

NAFLD 98 20 9/9 48/49

NAFLD 420 5 7117 53/12.6

NAFLD 129 7.8 2/1.6 26/20.2

NASH 42 7 1/2 2/5

Cirrosis 23 100 5/21 6/26
NASH-+fibrosis | 89 48 6/6.7 8/9
septal o cirrosis

Varios estudios y revisiones sistematicas establecen un mayor indice de marcadores
de riesgo cardiovascular subclinicos (como el engrosamiento medio intimal carotideo)
en pacientes afectos de NAFLD (186) respecto a grupos control. Muchos otros estudios
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han establecido una mayor prevalencia de coronariopatia, enfermedad cerebrovascular o
vasculopatia periférica en los pacientes afectos de NAFLD frente a controles. En todos
aquellos estudios, tanto retrospectivos como prospectivos, en los que la biopsia es el
método diagnostico de NAFLD, se hace hincapié en el enorme riesgo y vigilancia que
debiera hacerse en pacientes con NAFLD (esteatohepatitis o cirrosis) con respecto a la
enfermedad cardiovascular, ya que ésta es una de las principales causas de muerte en
este grupo de pacientes. No obstante, ha de tenerse en cuenta que la mayoria de estos
estudios realizan analisis retrospectivos de la historia natural sobre pacientes con
diagnostico histologico de NAFLD, cometiendo un importante sesgo de seleccion al
incluir pacientes procedentes de centros de tercer nivel donde presumiblemente se tratan
las enfermedades mas graves. (185)

NAFLD vy, fundamentalmente, NASH se pueden considerar una enfermedad
inflamatoria sistémica de bajo grado. Del mismo modo, la aterosclerosis también se
considera una enfermedad inflamatoria de bajo grado; compartiendo, una y otra,
maltiples mecanismos patogénicos. Varios estudios prospectivos que analizan la
asociacion entre NAFLD vy la incidencia de eventos cardiovasculares mayores han
demostrado un claro incremento del riesgo de eventos cardiovasculares tanto mortales
como no mortales en pacientes con NAFLD, independientemente de otros factores de
riesgo vascular clasicos como edad, sexo, perimetro abdominal, HTA, etc. (196) (197)
(198) (14)

La disfuncion endotelial es un paso inicial del desarrollo de la aterosclerosis;
ésta puede definirse como una capacidad deteriorada de la arteria para dilatarse en
respuesta a estimulos fisicos y quimicos, debido a la reduccion de la liberacion o a la
mayor degradacion del 6xido nitrico (ON). La disfuncién endotelial puede determinarse
con facilidad de modo no invasivo valorando la vasodilataciobn mediada por flujo
después de la oclusion de la arteria braquial, usando ecografia de alta resolucién. En
NAFLD se ha descrito una disminucion de la reactividad de la arteria braquial mediada
por flujo, mas llamativa en los pacientes con NASH; (199) un incremento del espesor de
la intima-media carotidea directamente proporcional al estadio de la NASH e
independiente de los factores de riesgo vascular clasicos, (200) un incremento del
numero de placas tanto calcificadas como no calcificadas en las coronarias (201) (202)
(203) y/o una disminucion diastdlica en pacientes con HTA en relacion con la severidad

de la NASH. Ademas, se ha documentado una elevacion de la concentracidn plasmatica
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de algunos factores proinflamatorios y proaterogénicos como la PCR ultrasensible, el
PAI 1 y el fibrinbgeno o una disminucion de adipocinas antiinflamatorias como la
adiponectina. (186) Estos Gltimos resultados estan ajustados en funcion de la grasa
visceral, lo cual parece indicar que la enfermedad hepatica desempefia un factor
aterogénico independiente.

Por ultimo, la presencia de NAFLD en otras enfermedades hepéticas como la
hepatopatia cronica por VHC, la producida por alcohol y la hemocromatosis,
incrementa la severidad y progresion de la enfermedad. (22)

1.1.6. TRATAMIENTO
Las estrategias terapeuticas frente a esta enfermedad, debido a la estrecha relacion
patogénica existente entre NAFLD, el sindrome metabdlico y la resistencia a la insulina,
van encaminadas a identificar dichos factores de riesgo (sobrepeso u obesidad, diabetes,
hiperlipemia, hipertension y/o hiperuricemia) y efectuar un adecuado tratamiento de
estas enfermedades asociadas. (204)

Como los pacientes con NAFLD sin esteatohepatitis tienen excelente pronostico
desde un punto de vista hepatico, los tratamientos dirigidos a la mejora de la
enfermedad hepatica se deben limitar a las personas con NASH. En el momento actual
no hay ningdn tratamiento reconocido para NASH, siendo el Unico tratamiento que esta
consensuado el basado en los cambios higiénico-dietéticos. Un reciente metaanalisis

(205) recoge los principales estudios sobre el tratamiento de NASH.
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1.2. SINDROME METABOLICO

1.2.1. DEFINICION Y CRITERIOS DIAGNOSTICOS

El sindrome metabdlico (SM) es una entidad reconocida hace mas de 80 afios en la
literatura médica, que con el paso del tiempo ha recibido distintas denominaciones. Las
primeras descripciones de la asociacion entre diversas situaciones clinicas como
diabetes mellitus (DM), hipertension arterial (HTA) y dislipemia datan de los afios
veinte del pasado siglo. Sin embargo, sus origenes como sindrome surgen en 1988
cuando Reaven (206) observé que algunas entidades clinicas tales como las
mencionadas DM, HTA y dislipidemia tendian a asociarse en un mismo sujeto,
denomindndolo “Sindrome X y en cuya génesis la resistencia insulinica desempefiaria
un papel clave. Posteriormente la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) propuso la
denominacion de SM, que podria definirse como una asociacion de problemas de salud
causados por factores genéticos y ambientales que pueden aparecer de forma simultanea
0 secuencial en un mismo individuo, y que tienen como componente patogénico
fundamental la resistencia a la insulina. (207) También, se define como la asociacién de
varios factores de riesgo clasicos y no clasicos de enfermedad cardiovascular (ECV) con
una dieta hipercalorica rica en grasa, inactividad fisica y obesidad abdominal, (78)
constituyendo una situacion de riesgo elevada tanto de morbilidad como de mortalidad
por ECV, (208) asi como un factor de riesgo independiente tanto de ECV como de
diabetes tipo 2.

La RI es un factor patogénico fundamental del SM, pero ambos conceptos (SM y
RI) son intercambiables, siendo uno de los problemas fundamentales la ausencia de
criterios diagnosticos uniformes. En este sentido, en 1998, la OMS establecié como
criterio fundamental para definir SM la presencia de DM, intolerancia a la glucosa,
alteracion de la glucemia en ayunas o, en el caso de tolerancia normal a la glucemia,
demostrar la existencia de Rl. Ademas de este criterio fundamental el paciente debia
presentar como minimo, otros 2 criterios. Por otro lado, en 2001, el National
Cholesterol Education Program adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATP IIl) establecio
unos criterios facilmente aplicables a la practica clinica habitual al no requerir
demostrar la RI, si bien se utiliza como marcador indirecto de la misma una
hiperglucemia mantenida. En 2005, la International Diabetes Federation (IDF)

establecio como criterio fundamental para diagnosticar sindrome metabolico la obesidad
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central, (209) (Tabla 6) ya que la distribucion visceral o abdominal de la grasa corporal
(perimetro de la cintura) es un factor que se correlaciona mejor con el riesgo de
cardiopatia isquémica que la masa adiposa total. La distribucion de la grasa en el obeso
estad relacionada de forma independiente con la morbimortalidad cardiovascular. (210)
(211)

Tabla 6. Criterios diagnésticos de sindrome metabdlico

Criterio fundamental: DM, intolerancia glucosa, alteracion glucemia en ayunas o, si el individuo tiene
una tolerancia normal a la glucemia, resistencia a la insulina demostrada, méas dos de los siguientes:
1. HTA en tratamiento o sin tratar > 160/90 mmHg.
2. Dislipemia: TG > 150 mg/ dl, HDL < 35 mg/ dl en hombres 6 < 40 en mujeres.
3. Obesidad general (IMC > 30 kg/ m2) o visceral (indice cintura abdominal/ cadera > 0,9 en
varones o > 0,85 en mujeres).

4. Microalbuminuria > 30 mg de albumina/ g de creatinina.

Obesidad abdominal (cintura abdominal > 102 cm en hombres 0 88 cm en mujeres).
Triglicéridos > 150 mg/ dL.
HDL < 40 mg/ dL en hombres o 50 mg/ dL en mujeres.

Tension arterial > 130/ 85 mmHg.

o h W N PR

Glucosa basal > 110 mg/ dL

Criterio fundamental: Obesidad central, definida como cintura abdominal > 94 cm para varones y > 80 cm
para mujeres de origen europeo, y ademas dos de cualquier otro de estos factores:
1. Triglicéridos elevados (de al menos 150 mg/ dl) o tratamiento especifico para esta anomalia
lipidica.
2. HDL colesterol bajo (inferior a 40 mg/ dl en varones e inferior a 50 mg/ dl en mujeres), o
tratamiento especifico para esta anomalia lipidica.
3. TA elevada: sistélica de al menos 130 mmHg, diastdlica de al menos 85 mmHg o tratamiento
antihipertensivo en pacientes previamente diagnosticados.
4. Glucemia plasmatica en ayunas elevada (de al menos 100 mg/ dl) o diabetes mellitus tipo 2

previamente diagnosticada.

1.2.2. EPIDEMIOLOGIA

La existencia de tres posibles definiciones, que difieren Unicamente en pequefios
detalles, impide determinar la prevalencia global exacta del SM en el mundo, asi como
en paises concretos, géneros y etnias. Esta ambigtiedad en la definicion conlleva obtener
datos muy dispares. Kaur et al. (212) informaron que la prevalencia mundial del SM se
ubica entre el 10 y el 84%, dependiendo del origen étnico, edad, sexo y raza de la

poblacién, mientras que el ejército israeli estima que una cuarta parte de la poblacion
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mundial tiene SM. Segun el estudio de Pal y Ellis, (213) el 20% de los adultos de
Occidente tienen sindrome metabdlico.
Una serie de estudios revisados (Tabla 7) para Australia, China, Dinamarca,

India, Irlanda y Estados Unidos confirman que el SM es un problema mundial grave.

Tabla 7. Prevalencia de SM en una seleccion de paises segun edad y defniciones de NCEP-ATPIII o IDF.
N/R, no registrado

Australia (214) > 24.4% hombre 34.4% hombre

19.9% mujer 27.4% mujer

China (215) 15540 35-74 9.8% hombre N/R

17.8% mujer N/R

Dinamarca (216) | 2493 41-72 18.6% hombre 23.8% hombre

14.3% mujer 17.5% mujer

India (217) 2350 >20 17.1% hombre N/R

19.4% mujer N/R

Irlanda (218) 890 50-69 21.8% hombre N/R

21.5% mujer N/R

EEUU (220) 3601 >20 33.7% hombre 39.9% hombre

35.4% mujer 38.1% mujer

Independientemente de los detalles de cada definicidn, es generalmente aceptado por
todos grupos que la prevalencia del SM estd aumentando, de conformidad con el
aumento del IMC y la edad. (221)

Con el fin de determinar la prevalencia de SM segin grupos de edad, raza y
género, un estudio estadounidense utilizd datos de la cohorte NHANES 2003-2006 de
un total de 3.423 adultos. Los sujetos fueron clasificados en tres cohortes de edad, es
decir, edad 20-39, 40-59 y > 60 afios. La prevalencia global de SM fue del 34% en
funcién del NCEP-ATPIIIL. Entre el grupo de edad 20-39 afios, el 20% de los varones y
el 16% de las mujeres tenian SM. Para los 40-59 afios el 41% de los varones y el 37%
de las mujeres tenian SM, y para el grupo de edad > 60 afios, el 52% de los varones y el
54% de las mujeres tenian SM. Estos resultados muestran que la prevalencia del SM
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aumenta con la edad, pero sin diferencia significativa entre géneros. Sin embargo,
cuando la cohorte se dividid segun la raza y el origen étnico, es decir, no hispanos
blancos, no hispanos caucésicos y no hispanos afroamericanos, la diferencia en la
prevalencia del sindrome metabolico fue evidente. En concreto, el 25% de los hombres
negros no hispanos tenian SM, en comparacion con el 37% de los hombres blancos no
hispanos. Las mujeres no hispanas afroamericanas y las mujeres mexicano-
estadounidenses presentaron aproximadamente 1,5 veces méas probabilidades de tener
SM que las mujeres blancas no hispanas. (221)
1.2.3. ETIOPATOGENIA Y FISIOPATOLOGIA

La patogenia del SM no se conoce con exactitud, pero puede considerarse que la
resistencia a la insulina representa el nexo entre sus diferentes manifestaciones, y la
causa de la mayor parte de las anomalias presentes en él. La adiposidad abdominal y la
insulinorresistencia son los dos mecanismos mas destacables del SM. (222) Este
sindrome se exacerba con la edad, factores genéticos, y un estilo de vida inapropiado
que incluye inactividad fisica, consumo de alimentos hipercal6ricos y de alto contenido
en carbohidratos, y sal.
1.23.1.  Obesidad

El exceso de peso corporal es sin duda un problema sanitario de primer orden
por su prevalencia a nivel global y por considerarse un factor fundamental en el
desarrollo de enfermedades metabdlicas altamente prevalentes (diabetes mellitus,
hipertensién arterial o dislipemia), cardiovasculares y del aparato locomotor. También
hay que resaltar el efecto negativo producido en otras muchas patologias médico-
quirdrgicas que condicionan una mayor complejidad y mayores costes sanitarios. (223)

La obesidad de forma genérica hace referencia a un exceso de masa grasa en el
organismo. En la préctica se utiliza el indice de masa corporal para determinar la
presencia de obesidad en un paciente; este indice relaciona el peso corporal (P)
expresado en kilogramos con la talla (T) expresada en metros al cuadrado:

IMC = P (kg)/T2 (m?2)

La caracteristica real que define esencialmente a la obesidad es el exceso de

grasa corporal por encima del rango de normalidad, siendo ésta del 12-20% del peso

corporal en los hombres y del 20-30% en las mujeres. (224)
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El IMC es el método mas extendido en la practica clinica por su facilidad de uso,
reproductibilidad y por su capacidad de reflejar la adiposidad en la mayoria de la
poblacion. Se ha establecido en el ambito internacional para adultos de 25-60 afios la
definicion de obesidad como la presencia de un IMC igual o mayor a 30 kg/m2, tanto en
hombres como en mujeres. En personas mayores de 60 afios se utiliza el mismo criterio
que en los adultos, lo cual puede presentar algunas limitaciones en edades avanzadas
donde se produce una importante disminucién de la talla. En nifios y jovenes (2-24
afios), el IMC se compara con el de la poblacion correspondiente en edad y sexo;
empleando las tablas de percentiles nacionales e internacionales.

La obesidad es una de las enfermedades metabdlicas més prevalentes en las
sociedades occidentalizadas. En la segunda mitad del siglo XX se produjo un
importante aumento de la prevalencia de obesidad en la mayor parte de paises (entre un
10-40%), tendencia que parece haberse frenado en los Gltimos afios sin que se conozcan
los motivos de una forma clara. A nivel mundial los datos de prevalencia recogidos por
la OMS en 2008 refieren un 35% de adultos con sobrepeso, con un 10% de prevalencia
de obesidad en varones y hasta de un 14% en mujeres. (225) Estas tasas son mas altas
en regiones como Hispanoamérica donde alcanzan hasta un 62% de sobrepeso y un 26%
de obesidad, frente a otras areas del sudeste de Asia que mantienen unos datos de
prevalencia muy bajos de 14% de sobrepeso y 3% obesidad. La situacion en Europa es
intermedia con un claro gradiente norte-sur entre paises. También existen datos de la
Asociacion Internacional para el Estudio de la Obesidad (IASO) que muestran las

tendencias, mapas de prevalencia y distribucion global de la obesidad. (Figura 9).
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Figura 9. Prevalencia global y tendencias de obesidad y sobrepeso: datos IASO

Global Prevalence of Obesity in Adult Males

With examples of the top 5 Countries in each European Region
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Region (based on data available at the time) Greece 27.9%
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Samoa 33%
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http://www.iaso.org/site_media/library/resource images/Global Obesity Top 5 in each region.df
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En Espafia los datos de prevalencia méas recientes en adultos, surgidos del

estudio ENRICA en 2011, aportan una prevalencia de obesidad del 22,9% y de

sobrepeso del 39,4% sobre una poblacion de 12.036 personas encuestadas. (226)

Se pueden establecer diversas clasificaciones de la obesidad segun si los criterios

que se utilicen estan relacionados con la cantidad de grasa, su localizacion preferente,

las causas o las caracteristicas clinicas de la misma. (Tabla 8).

Tabla 8. Tipos de obesidad segun diferentes criterios de clasificacion

corporal

Indice de masa

Tipo |
Tipo Il
Tipo Il (mérbida)
Tipo IV (extrema)

Distribucién
corporal de la grasa

Superior 0 androide
Inferior o ginoide

Etiologia

Primaria o esencial
Secundaria por:

o Alteraciones hormonales

o Genopatias
o Medicamentos

o Cambio de habitos

asociada

Morbilidad

Simple
Complicada

Segun el valor de IMC, podemos clasificar a los sujetos en normopeso (18,5-24,9

kg/m2), obesidad (> 30 kg/m2) o sobrepeso (25 y 29,9 kg/m2), entendiendo que este

amplio margen del aumento relativo del contenido de grasa es una situacion de riesgo

para la obesidad. No existe un criterio uniforme para delimitar los intervalos de

Tabla 9. Clasificacion de la SEEDO del sobrepeso y la obesidad segin el IMC.

Peso insuficiente <185
Normopeso 18.5-24.9
Sobrepeso de grado | 25-26.9
Sobrepeso de grado 1 271-29.9
(pre-obesidad)

Obesidad de tipo | 30-34.9
Obesidad de tipo 11 35-39.9
Obesidad de tipo 110 40-49.9
morbida

Obesidad de tipo IV 0 >50
extrema

obesidad

valores del IMC, y las

segun los
clasificaciones pueden
diferir ligeramente segun
la fuente consultada. En
nuestro caso, seguiremos
la establecida en el
consenso de la Sociedad
Espafiola para el Estudio
de la Obesidad (SEEDO).
(227) (Tabla 9).
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Puesto que la obesidad en realidad es un problema de exceso de grasa, el patron de
distribucion de la grasa tiene gran importancia clinica por su relacion con el riesgo
cardiovascular y metabolico. Segun la localizacién preferente de la adiposidad, se

pueden distinguir dos tipos de obesidad. (Figura 10).

Figura 10. Patrdn de distribucion de grasa corporal

TIPO DE OBESIDAD

CENTRAL PERIFERICA
ANDROIDE GINOIDE
TRONCULAR-VISCERAL | GLUTEO-FEMORAL

Un fenotipo seria el de la obesidad de distribucion superior, central, abdominal, visceral
o0 androide. En esta la grasa se acumula preferentemente en la mitad superior del cuerpo,
en cara, cuello, tronco y regidén supraumbilical, localizdndose especialmente en el
interior de la cavidad abdominal, en mesenterio y en la periferia de las visceras
abdominales. Se denomina androide por ser la forma mas comun en los varones, aunque
también se presenta en las mujeres. El otro tipo es la obesidad de distribucion grasa
inferior, periférica, gluteo-femoral o ginoide. La grasa se acumula preferentemente en la
mitad inferior del cuerpo, localizdndose en regiones infraumbilicales, caderas, gliteos,
muslos y en situacion superficial subcutanea. Es la forma mas frecuente en mujeres,
aunque también puede aparecer en los hombres. La obesidad gluteo-femoral suele
presentar menor morbilidad y mortalidad.

En la actualidad, para estimar la acumulacién central de grasa se utiliza
fundamentalmente el perimetro de la cintura, que se correlaciona mejor con la grasa
abdominal. Este pardmetro se ha convertido en un elemento basico en la definicién del
sindrome metabolico, aunque el valor de referencia para determinar el riesgo
cardiovascular difiere entre poblaciones. Para la poblacién europea los valores que
implican riesgo son > 94 cm en hombres y > 80 cm en mujeres. (228)

Desde el punto de vista etioldgico, la obesidad es una enfermedad multifactorial
y, en la mayoria de los casos, existe una predisposicion genética junto a la concurrencia
de factores desencadenantes ambientales. La obesidad primaria o esencial hace
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referencia a la existencia de una alteracion de los mecanismos fisiologicos reguladores
del peso, sin que exista aparentemente ningun factor determinante. En cambio, en los
cuadros de obesidad secundaria existe una relacion causal entre otro proceso
desencadenante y la obesidad, frecuentemente hormonal o farmacoldgico. Estos son una
minoria en relacion con los primeros. Las alteraciones hormonales mas asociadas con la
obesidad son el exceso de cortisol, propio del sindrome de Cushing, que desarrolla
adiposidad central. También hay tendencia al aumento de peso en el hipotiroidismo,
pues el déficit de hormona tiroidea dificulta la oxidacion normal de la grasa del
organismo. La hiperinsulinemia en la DM2 aumenta la sintesis y depdsitos de grasa por
la accion anabolizante de la insulina.

La obesidad de origen genético puede producirse por alteracion de un solo gen
responsable de algin mecanismo que regule los depositos grasos del organismo, por
ejemplo del gen de la leptina o su receptor. Lo mas comun es que sean poligénicas, pues
hay méas de cuatrocientos genes que intervienen en el control del metabolismo. Algunos
de estos presentan obesidad dentro de un cuadro congénito complejo (sindromes de
Prader-Willi, Alstrom o Bardet-Biedl).

Los farmacos que aumentan el apetito, como los antidepresivos triciclicos y
algunos antipsicoticos, u otros con acciones metabdlicas que favorecen el depdsito de
grasa, como los glucocorticoides y los antidiabéticos inducen o empeoran cuadros de
obesidad previa.

Segun el criterio clinico de la existencia de comorbilidades asociadas se
distinguen: obesidad simple, el individuo se encuentra subjetivamente bien y no se
detectan alteraciones analiticas ni funcionales significativas; estos serian los obesos
“metabolicamente sanos”. Por otro lado estaria la obesidad complicada con repercusion
organica establecida, importantes cambios metabolicos y alteraciones analiticas.

El diagndstico de estas complicaciones resulta imprescindible para el prondstico
y el adecuado tratamiento. En este sentido, debemos establecer riesgos y objetivos de
tratamiento y por ello surge el sistema de estadiaje EOSS. (Edmonton obesity staging
system). (229) ElI EOSS es un sistema de clasificacion de la obesidad que tiene en
cuenta la gravedad de las comorbilidades y el estado funcional dividiendo en diferentes
estadios. Este sistema de estadificacion debe utilizarse junto con los puntos de corte del
IMC convencionales. Debemos planificar esfuerzos de prevencion y detencion de la
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progresion de la obesidad en individuos con estadios 0 y 1 y reservar otros tratamientos

para estadios mas avanzados con criterios coste-efectividad. (Tabla 10).

Tabla 10. Sistema de estadiaje EOSS. (Edmonton Obesity Staging System)

El paciente no tiene factores de riesgo aparentes relacionados con la obesidad (por ejemplo,
tension arterial, lipidos séricos, glucosa en ayunas, etc dentro del rango normal), sin sintomas
fisicos, sin psicopatologia, sin limitaciones funcionales y/o deterioro del bienestar.

El paciente tiene obesidad relacionada con los factores de riesgo subclinicos (por ejemplo,
hipertension borderline, glucosa en ayunas alterada, aumento de las enzimas hepaticas, etc),
leves sintomas fisicos (por ejemplo, disnea de esfuerzo moderado, dolores ocasionales, fatiga,
etc), leve psicopatologia, leves limitaciones funcionales y/o deterioro leve del bienestar.

El paciente presenta enfermedades cronicas establecidas relacionadas con la obesidad (por
ejemplo, hipertensién, DM2, apnea del suefio, osteoartritis, enfermedad por reflujo, sindrome
de ovario poliquistico, trastorno de ansiedad, etc.), limitaciones moderadas en las actividades
de la vida diaria y/o bienestar.

Los pacientes presentan dafios definitivos en los 6rganos tales como infarto de miocardio,
Insuficiencia cardiaca, complicaciones de la diabetes, artrosis incapacitante, limitacion
significativa psicopatolégica, funcional y/o deterioro del binestar.

El paciente tiene graves discapacidades, potencialmente en etapa terminal, por las
Enfermedades relacionadas con la obesidad, psicopatologia cronica grave incapacitante,
limitacion funcional severa y/o deterioro grave del bienestar.

El elemento de confluencia final en el esquema fisiopatologico de la obesidad es la
alteracion del balance entre la ingesta y el gasto energético, aunque los mecanismos que
Ilevan a este punto no se conocen con exactitud en el momento actual.

Se han establecido una serie de sefiales orexigenas/anorexigenas que mantienen
en equilibrio la regulacion del apetito a nivel central. Asi el hipotdlamo, en diferentes
centros especificos, seria el encargado de recibir estas sefiales de leptina, neuropéptido
Y (NPY), insulina, glucagon, hormona liberadora de corticotropina (CRH), hormona
estimuladora de los melanocitos (MSH), triptéfano, dopamina, adrenalina, serotonina,
noradrenalina, colecistocinina, peptido Y'Y, neurotensina, endorfinas, encefalinas, etc.

También diferentes areas del tubo digestivo y drganos préximos, como pancreas,
higado, y el tejido adiposo distribuido por todo el organismo cierran el triangulo
regulador de la ingesta. Algunas de las principales sustancias reguladoras de la ingesta

son leptina, neuropéptido Y y Ghrelina.
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Por otra parte, los condicionantes sociales de la ingesta: tipo, horario de
comidas, caracteristicas organolépticas de los alimentos, tamafio de racion, duracion de
ingesta, etc., tienden a debilitar los factores fisioldgicos reguladores de la misma.

Aunque el aumento en la ingesta calorica es un factor fundamental en la
obesidad, también la alteracion del gasto energético total o en alguno de sus
componentes podria contribuir a facilitar la acumulacion de grasa en el tejido adiposo.

El metabolismo basal (gasto energético basal = GEB) representa el gasto de
energia necesario para el mantenimiento de los procesos vitales y es el principal
componente del gasto energético en condiciones normales, ya que representa en torno al
70% del gasto total. EI GEB, el efecto térmico de los alimentos, la termogénesis
inducida por el frio y el efecto térmico del ejercicio fisico son componentes que en
algunos casos como el asociado a la actividad fisica es ampliamente variable entre
individuos.

La mayor parte de los estudios demuestran que el gasto energético frente a una
actividad fisica particular es superior en obesos que en delgados, debido a que tienen
que realizar un mayor esfuerzo para desplazar un mayor peso corporal.

El musculo esquelético se ha identificado como un 6rgano secretor de citogquinas
y otros péptidos que se producen, expresan y liberan por las fibras musculares y que
ejercen tanto efectos autocrinos o paracrinos como endocrinos. (230) Estas miokinas
ayudan a los musculos a comunicarse con otros 6rganos, tales como el tejido adiposo,
higado, pancreas, huesos y cerebro. Muchas proteinas producidas por el mdsculo
esquelético dependen de la contraccidn, por lo tanto, la inactividad fisica probablemente
conduce a una respuesta alterada de estas miokinas, lo que podria proporcionar un
mecanismo potencial para la asociacién entre el comportamiento sedentario y muchas
enfermedades crénicas. (231) Sabemos que el ejercicio es capaz de inducir un balance
energético negativo no sélo por su coste directo de actividad fisica, sino también por
sus efectos sobre el metabolismo basal.

1.2.3.2.  Resistencia a la insulina y/o Diabetes Mellitus tipo 2

La resistencia a la insulina se caracteriza por una disminucion en la capacidad de la
insulina para estimular la utilizacion de la glucosa por los tejidos, y para suprimir la
produccién y liberacion de glucosa hepéatica. Ademas, implica una resistencia a la
accion de la insulina en el metabolismo de proteinas y lipidos, en la funcion endotelial
vascular y en la expresion de multiples genes.
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En los estadios iniciales del SM la tolerancia a la glucosa es normal a pesar de la
resistencia a la insulina, debido a la funcién compensadora de las células f. Con el
tiempo, en personas predispuestas, se produce un progresivo fallo en la secrecion de
insulina, mostrandose la funcion de la masa beta insuficiente para ejercer la funcion
compensadora hiperinsulinémica y apareciendo, primero, la intolerancia glucidica (I1G)
y, posteriormente, el aumento mantenido de produccion hepatica de glucosa y diabetes.
(232)

En caso contrario, si la hiperinsulinemia se sostiene, se desarrollan una serie de
alteraciones, principalmente de tipo metabdlico, que aumentan el riesgo de sufrir ECV.
(233) Como consecuencia de la accion mitogénica de la insulina se producen cambios
en la proliferacion de las células del madsculo liso vascular, que se hipertrofian y crecen
dando lugar a una disfuncion endotelial. Se ha comprobado una gran similitud entre la
proinsulina, la propia insulina, y los péptidos conocidos como factores de crecimiento,
con propiedades semejantes a la insulina tipo 1 y 2 (IGF-1 e IGF-2) que son
estimuladores del crecimiento endotelial. (234) La hiperglucemia aumenta la
produccién de radicales libres en las células endoteliales, e induce un aumento en la
formacion de productos avanzados de glucosilacion. Se produce un considerable
aumento del ion superdxido en las células endoteliales, y aumenta la produccion de
nitrotirosina (un marcador de estrés oxidativo que puede ademas inducir apoptosis en
las células miocardicas). Se anula, en Gltimo término, la vasodilatacién dependiente de
endotelio en las grandes arterias, probablemente por incremento del estrés oxidativo.
(235) La microalbuminuria aparece en el contexto del SM como manifestacion de la
disfuncidon endotelial temprana. (236)

El riesgo de aparicion de diabetes mellitus tipo 2 es heterogéneo entre los
individuos obesos. (237) Existen pacientes con un cuadro de obesidad importante,
incluso extrema, y una situacién metabdlica normal (obeso metabdlicamente sano) lo
que expresa la existencia de diversos fenotipos con variables grados de resistencia
insulinica. La idea de la obesidad metabolicamente sana no es nueva, pero no existen
criterios estandares claros para definirla y los mecanismos bioldgicos son en gran parte
desconocidos por lo que aun no se ha estandarizado su paso a la difusién clinica. Sin
embargo, esta idea pone de relieve la necesidad de considerar otros parametros

metabolicos y antropométricos, ademas del IMC. (238)
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1.2.3.3.  Hipertension arterial
La HTA es también un componente central en el SM, de manera que aproximadamente
el 85% de los pacientes con SM sufren esta condicién. (239)

La obesidad es un factor de riesgo independiente e importante de hipertension.
La prevalencia de hipertension en pacientes obesos es del 25 al 50%, mucho mas
elevada (x 5) que en la poblacion general. Una elevacion de un 1 mmHg de la presion
arterial sistdlica ajustada por la edad en una poblacion adulta, viene asociada a un
aumento del perimetro cintura de 2,5 cm y 4,5 cm y un incremento del IMC de 1,25
kg/m2 en hombres y 1,7 kg/m2 en mujeres respectivamente. EI 79% del riesgo de
hipertension en varones y el 65% en mujeres se consideran secundarios al exceso de
peso (Estudio de Framingham). Existe una correlacion fuerte entre el grado de exceso
de peso y su distribucion con el riesgo de hipertension de forma reversible a medida que
se produce una pérdida de peso modesta (5-10% del peso corporal), sobre todo cuando
se mantiene a largo plazo, reduciéndose sustancialmente el riesgo de hipertension en
adultos con sobrepeso. (240)

Los mecanismos fisiopatologicos que subyacen en la elevacion de la presion
arterial en sujetos obesos son multiples y complejos. Quizas el hiperinsulinismo y la
resistencia a la insulina se han postulado con mayor interés, ya que la intervencion en
peso con dieta 0 ejercicio en sujetos obesos produce un descenso significativo de la
insulina que se correlaciona con el descenso de la presién arterial.

Ademas de la hipertrofia del musculo liso y la disfuncién endotelial, se sefialan
como mecanismos implicados en la HTA del paciente con SM otros mecanismos como
es el incremento de la actividad del sistema nervioso simpatico estimulado por el tejido
adiposo visceral, cambios en el sistema renina-angiotensinaaldosterona (SRAA), con
una mayor actividad de otros mineralocorticoides, ingesta excesiva de sodio y cloruro y
la enfermedad renal que puede reducir la tasa de filtracién glomerular. (241) Los
pacientes con obesidad y riesgo cardiometabdlico asocian frecuentemente, aunque
existe un importante infradiagnostico, algun grado de prehipertension o hipertension de
grado 1 no conocidas. (242)

1.2.3.4.  Dislipemia

Se considera que la dislipidemia asociada com el SM es altamente aterogénica

(243) y se caracteriza por:

« Hipertrigliceridemia: Triglicéridos (TG) >150 mg/dlI
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Colesterol HDL disminuido:

a. Hombres: HDL <40 mg/dl
b. Mujeres: HDL <50 mg/dl
« Aumento de lipoproteinas de baja densidad (LDL) pequefias y densas.

« Aumento de acidos grasos libres en plasma.
« Aumento de apolipoproteina B.

El HDL bajo y los triglicéridos elevados son predictores independientes de riesgo
cardiovascular en pacientes con SM. (244) Asimismo, la combinacion de HDL bajo y
glucemia basal elevada ha demostrado ser predictor de enfermedad coronaria.

El aumento en el riesgo cardiovascular que se observa en la obesidad, sobre todo
en la de distribucién troncular, puede depender en gran medida de la presencia de este
perfil lipidico “aterogénico”. (245)

1.2.4. DIAGNOSTICO

1.2.4.1. Clinica

Puesto que los sintomas que se manifiestan con el sindrome metabdlico son escasos, la
identificacion de los sujetos se llevara a cabo segun la existencia de factores de riesgo.
Los factores de riesgo méas estrechamente asociados con el sindrome metabdlico
incluyen:

« Edad: la incidencia del sindrome metabolico aumenta con la edad.

« Origen étnico: Las mujeres no hispanas afroamericanas y las mujeres
mexicano-estadounidenses presentaron aproximadamente 1,5 veces
mas probabilidades de tener SM que las mujeres blancas no hispanas.
(221)

* IMC superior a 25.

» Antecedentes personales de diabetes gestacional.
« Estado posmenopausico.

» Dietas ricas en grasas.

» Estilo de vida sedentario.
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1.2.4.2.  Antropometria

El protagonismo de la cintura como expresion de la obesidad central es cada vez mayor
dada su relevancia y facilidad de translacion al terreno clinico como medida de
intervencion y prediccion del riesgo. En un metaanalisis de 258.000 sujetos, cada
incremento de 1 cm del perimetro de la cintura se asocié con un aumento del 2% de
riesgo de eventos cardiovasculares, tanto en varones como en mujeres. (246)

Para su correcta medida, el paciente estd en bipedestacion, el examinador se
coloca a su derecha y dibuja una marca justo encima del borde lateral superior de la
cresta iliaca derecha, justo en la linea medioaxilar. La cinta métrica se pone en un plano
horizontal alrededor del abdomen, sobre esta marca, ajustandola comodamente a la piel,
pero sin comprimirla. La medicién se hace durante la inspiracion normal minima.
(Figura 11)

Figura 11. Referencias anatdmicas para determinar la circunferencia de la cintura

| — ] — ) — — f— —

El valor de referencia para determinar el riesgo cardiovascular difiere entre

poblaciones. (Tabla 11).
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Tabla 11. Umbrales especificos de la circunferencia de la cintura segln origen étnico.

Europeos >94 cm >80 cm
Sur asiaticos >90 cm >80 cm
Centro y Sur americanos >90 cm >80 cm
Oriente medio >94 cm >80 cm
Subsahariano >94 cm >80 cm
Chinos >90 cm >80 cm
Japoneses >90 cm >80 cm

La determinacién del porcentaje de grasa y masa magra corporal aporta informacion
clinica que no puede ser obtenida a partir de los parametros antropomeétricos clasicos y
que es relevante para realizar una correcta evaluacion nutricional y una adecuada
estratificacion del riesgo metabolico-cardiovascular, asi como para evaluar el efecto de
las actividades preventivas (dieta, ejercicio) que se planifiqguen. Ambos parametros
complementan la evaluacion realizada a partir del IMC y de los estimadores de la
distribucion de la grasa corporal como el perimetro de la cintura y, junto con la
evaluacion de otros factores de riesgo asociados, pueden facilitar la toma de decisiones
clinicas.

En la primera mitad de la década de los afios 80 del siglo pasado comenzaron a
publicarse estudios que analizaban el compartimento libre de grasa del organismo a
partir de la estimacion del compartimento acuoso, utilizando equipos de analisis por
impedancia bioeléctrica (BIA) de cuatro electrodos colocados en las extremidades
superior e inferior. (247) La BIA no realiza mediciones directas de los compartimentos
corporales, sino que opera a partir de la medicién de propiedades fisicas que deben ser
traducidas a valores que cuantifiquen un determinado compartimento corporal.
Posteriormente, dicho valor serd utilizado para contribuir a la valoracion nutricional y al
seguimiento evolutivo y terapéutico de los procesos fisiopatoldgicos del individuo. Por
tanto, la estimacion de estos compartimentos se realiza a partir de ciertos parametros
antropométricos y de funciones matematicas especificamente implementadas para la
poblacion en la que se aplican, siendo esta metodologia comun a diversas modalidades
de BIA monofrecuencia y multifrecuencia, cuya diferenciacion se basa en la frecuencia
a la que es suministrada la corriente por los diversos dispositivos. En el caso de los

equipos monofrecuencia, la corriente penetra en el organismo a una frecuencia fija de
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50 KHz, mientras que los equipos multifrecuencia operan con un rango de frecuencias
fijas predeterminadas.

Para intentar mejorar la estimacién de ciertos compartimentos corporales como
la masa libre de grasa (MLG), y de los fluidos intra y extracelulares, se desarrollaron
distintos modelos de BIA variando la posicion de los electrodos, dando lugar al
desarrollo del llamado BIA segmentario en sus diversas modalidades. ElI BIA
segmentario se justifica por el concepto fisico de que los diferentes segmentos
corporales no contribuyen por igual a la resistencia corporal total. La metodologia del
BIA segmentario sirvid de base para el desarrollo de los equipos que utilizan electrodos
situados en la planta de ambos pies y ambas manos, (247) meétodo que se ha
denominado BIA de arco inferior y superior, respectivamente. La modalidad de arco
inferior permitid el acceso a sistemas de impedancia monofrecuencia como los primeros
TBF 105® y TBF 305® de Tanita, que incorporan los electrodos en la zona de la planta
de los pies, en forma de dos placas metalicas subdivididas para la zona del talén y la
planta del pie. (248) El dispositivo es similar a una bascula de bafio, donde se coloca al
paciente como si se tratara de pesarlo. Este dispositivo va unido a una consola donde se
introducen los datos antropométricos del paciente, posteriormente, en una pantalla y una
impresora aparecen los datos relativos al analisis corporal total de masa grasa (MG) y
MLG, porcentaje de MG y agua corporal total (ACT) (Figura 12). Debido a que en esta
modalidad de BIA la corriente circula solamente por los miembros inferiores y la parte
inferior del tronco, las estimaciones totales de los compartimentos corporales se realizan
mediante extrapolaciones realizadas por modelos matematicos similares al BIA corporal
total.

Este sistema de impedanciometria representd ciertas ventajas sobre el método
tetrapolar clasico en cuanto a simplificacion de la técnica de realizacion ya que no se
requiere entrenamiento del operador en el posicionamiento de los electrodos,
reduciendo el posible factor de variacion interoperador, el peso del sujeto es medido
directamente por el sistema facilitando la realizacion de la exploracion en los casos de
trabajos de campo con poblaciones amplias, elimina el periodo de espera necesario para
la estabilizacion de los compartimentos hidricos al adoptar decubito, (249) y en cuanto a
material, no requiere el empleo de electrodos desechables. Diversos autores han
realizado estudios de validacion con este modelo de BIA, (250) (251) y evaluaciones

frente al BIA tetrapolar clasico en posicion supina, en sobrepeso y obesidad durante
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tratamientos reductores de peso; (252) (253) sin embargo una critica a los modelos de
arco superior e inferior, al igual que para el modelo estandar de mufieca-tobillo, reside

en las dudas sobre la adecuada representatividad del BIA corporal total.

Figura 12. Modelo BIA de arco inferior de Tanita®
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. |
- J

El BIA segmentario continua su proceso de validacion con técnicas de referencia
y aunque existen ciertas inconsistencias metodologicas entre los estudios, debido por
ejemplo a diferencias en la posicion de los electrodos; sus principios tedricos pueden ser
de aplicacion en la valoracion de los cambios de la masa muscular y distribucion
regional de la grasa en la sarcopenia y obesidad y durante el ejercicio fisico, en el
seguimiento de los tratamientos reductores de peso, y en las patologias que influyen en
la distribucién de los liquidos corporales, como ascitis, pacientes en dialisis, quemados,
etc. (254)

Las aplicaciones clinicas fundamentales del BIA van dirigidas, por tanto, a
estimar el compartimento de ACT y sus subcompartimentos agua extracelular (AEC) y
agua intracelular (AIC) tanto en los estados fisioldgicos como en las patologias que los
alteran.

La estimacién de la MLG permite, de forma secundaria, estimar el componente
adiposo del organismo a partir del peso corporal del individuo. Sin embargo, la validez
de la estimacion de la MG requiere una estimacion valida de la MLG, la cual depende, a
su vez, de la estimacion del ACT. En el caso del BIA monofrecuencia a 50 kHz no se
realizan estimaciones del ACT, sino del AEC y las estimaciones del ACT se basan en la

relacién estable que mantienen AEC y ACT en los individuos sanos. (255) Estos valores
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constituyen una herramienta adicional en el estudio de la composicion corporal del
paciente obeso, tanto en su valoracion inicial, como en el seguimiento terapéutico.

La estimacion de la masa celular corporal (MCC) como compartimento
predominantemente proteico es fundamental en la valoracion nutricional, ya que
proporciona una referencia para determinar los requerimientos metabdlicos en cuanto a
necesidades caldricas. Por otro lado, la MCC se afecta en aquellas patologias que
inducen un aumento del catabolismo, de tal modo que una disminucion en la MCC se
asocia con un peor prondstico clinico. (256) La estimacion del AIC es el pardmetro que
mejor determina la MCC por BIA, basado en la relacion mateméatica MCC=AIC/0,70.

En definitiva, el anlisis de la composicion corporal mediante BIA es un método
ampliamente utilizado en diversos contextos fisiopatolégicos debido a que su facilidad
de manejo; su portabilidad, bajo coste, escaso riesgo y rapidez en las exploraciones
incrementan su accesibilidad para realizar estudios poblacionales y exploraciones
repetidas. Ademas, su reducida variabilidad interoperador y elevada correlacion con
técnicas de referencia ha supuesto su inclusién tanto en la valoracion inicial como en el
posterior seguimiento de estados patologicos que conllevan alteracion de los
compartimentos hidricos corporales y/o variaciones en los compartimentos graso y no
graso del organismo.

1.2.43. Laboratorio

La glucosa en ayunas se determina tras un periodo de ayuno de 8 horas
aproximadamente. Un valor menor a 100 mg/dl se considera como normal. Valores
entre 100 y 126 mg/dl indican la existencia de intolerancia a la glucosa y un valor de
126mg/dl obtenido dos veces en el laboratorio se considera indicador de diabetes.

El valor de la hemoglobina glicosilada (HbAlc), mide el porcentaje de
hemoglobina unida a la glucosa y refleja el promedio de los niveles de glucosa en
sangre durante los Gltimos 2 - 3 meses. (Tabla 12) (257) Se ha demostrado que la

prueba de HbAlc es una herramienta util para la evaluacion del control glucémico.
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Tabla 12. Corrrelacion entre HbALC y niveles séricos de glucosa

5 97

6 126
7 154
8 183
9 212
10 240
11 269
12 298

Por otra parte, existen diferentes estrategias para la evaluacion de la resistencia a la
insulina, con técnicas analiticas de datos basales o tras estimulacion, con estimulo oral o
intravenoso. La validacion de las diferentes técnicas se realiza de acuerdo a su
comparacion con el clamp euglucémico, que es el “Gold estandar” del estudio de la
insulinrresistencia. (Tabla 13). Comentaremos Unicamente algunas determinaciones

basales.

Tabla 13. Técnicas de evaluacion analitica de insulinrresistencia

* Insulinemia basal

«  Cociente glicemia/insulinemia basal
*  Modelo homeostatico-HOMA

+ Indice FIRI

« Indice QUICKI

* indice ISI

« Insulinemia estimulada
« indice de Belfiore
« indice de Cederholm

* indice de Matsuda

»  C. Euglucémico hiperinsulinémico

* C. Hiperglucémico

La insulinemia basal, por si misma o formando parte de indices que la utilizan
en su célculo, se correlaciona con las estimaciones de la resistencia a la insulina por
métodos mas complejos, como el clamp. Estas buenas correlaciones, junto con el
resultado de estudios epidemiologicos amplios hacen que numerosos autores consideren

la insulinemia basal como una razonable aproximacion al grado de insulinrresistencia
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sobre todo en pacientes no diabéticos. Sus inconvenientes son también claros porque
existe un considerable solapamiento entre los resultados en individuos normales e
insulinrresistentes, por lo que es un método poco Util en muestras pequefias. En
diabéticos, debido al defecto de secrecidn progresivo, no es un parametro demasiado Util
para diferenciar pacientes con insulinrresistencia.

El cociente glucemia/insulinemia basal ha recibido numerosas criticas ya que
mantiene los inconvenientes de la determinacidén de la insulinemia y a medida que
aumenta la insulina de forma fisioldgica también aumenta la glucemia basal lo que lleva
a una correlacion escasa con los resultados del clamp sin aportar nada sobre la
insulinemia basal.

El modelo homeostatico-HOMA, es un modelo matematico desarrollado a partir
de datos conocidos en humanos en cuanto a la relacion de interdependencia entre la
glucemia y la insulinemia (homeostasis). Este modelo se basa en que cuando existe un
déficit secretor de insulina, la insulinemia puede mantenerse cerca de lo normal a
expensas de tener una glucemia basal elevada y viceversa, cuando existe resistencia a la
insulina, la glucemia basal tiende a mantenerse cerca de lo normal gracias a una
hiperinsulinemia compensadora. A partir de una muestra simultanea para glucosa e
insulina plasmaticas (insulinemia (mU/mL) x glucemia (mmol/L) / 22,5) se puede
estimar la resistencia a la insulina (HOMA-IR) y la capacidad secretora del individuo.
(258)

Presenta buena correlaciéon con la insulinrresistencia global determinada por el
clamp pero es un método con una variacion intraindividual del 30% debido a la
variabilidad de la secrecion de insulina y a la influencia del estrés o el ejercicio.
Ademas, refleja fundamentalmente la resistencia a nivel hepatico, que es la que
predomina en ayunas y no la muscular.

El péptido C, también llamado péptido conector, es una cadena de aminoécidos
que conecta las cadenas A y B de la proinsulina y es metabélicamente inactivo.

Durante la conversién de proinsulina a insulina, el péptido C es escindido de las
cadenas de la proinsulina, formandose la molécula de insulina.

El péptido C y la insulina son secretados a la circulacion portal en
concentraciones equimoleculares. En la circulacion periférica el nivel de péptido C es

mayor que el nivel de insulina debido a que su vida media es més larga.
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Las concentraciones de péptido C son un mejor indicador del funcionamiento de
las células beta que la concentracion periférica de insulina.

Ademas, las determinaciones de péptido C no miden insulina exdgena, razon por
la cual el péptido C se mide para diferenciar la insulina producida por el cuerpo de la
insulina inyectada en el organismo y no reacciona de manera cruzada con los
anticuerpos anti-insulina, los cuales interfieren con los inmunoensayos para determinar
insulina. (259)

Por dltimo, y en relacion con la dislipemia, puntualizar que si bien el nivel de
triglicéridos y de colesterol total, HDL y LDL, se evaltan de rutina en la préactica
clinica, las determinaciones de AGL y apolipoproteina B no suelen determinarse por no
estar incluidas en los criterios de las diferentes organizaciones, si bien diversos estudios
relatan su relacion con el SMy la ECV.

1.25. TRATAMIENTO

En los pacientes con obesidad que presentan trastornos del metabolismo de la
glucosa, la reduccién de peso, el incremento de la actividad fisica, o ambos, seran el
tratamiento de eleccion, al haberse demostrado que retrasan la evolucion a diabetes.
(260) Por otro lado, la pérdida de peso reduce o elimina las conmorbilidades asociadas a
la obesidad y disminuye el impacto de las futuras complicaciones médicas relacionadas
con el exceso de peso.

El tratamiento dietético de la obesidad incluye todas aquellas medidas que, a
través de la modificacion del patron alimentario del paciente, tratan de inducir un
balance energético negativo que ayude a eliminar el exceso de masa grasa y por tanto a
una pérdida de peso mantenida a largo plazo.

Existen unas recomendaciones sobre las caracteristicas y reparto de nutrientes en
las dietas hipocaldricas equilibradas, que estan referenciadas en practicamente todas las
guias de practica clinica sobre el manejo de la obesidad. EI problema de los tratamientos
dietéticos convencionales es la falta de adherencia que presentan estos tipos de dietas.

Las modificaciones individuales en los porcentajes de macronutrientes en
funcidn de las caracteristicas del paciente pueden ser de gran utilidad en pacientes con
diabetes o sindrome metabolico o en los que una reduccion de carbohidratos a cambio
de un incremento de grasa monoinsaturadas puede ayudar a mejorar el perfil de riesgo

cardiovascular y una mayor adherencia a la dieta. (261)
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La Dieta Mediterranea (DME) es probablemente uno de los modelos dietéticos
mas saludables que existen actualmente. (262) Numerosos estudios epidemioldgicos
(263) (264) (265) (266) ponen de relieve los efectos beneficiosos de este tipo de dieta
frente a enfermedades cardiovasculares, diabetes, ciertos tumores y otras patologias
asociadas con el estrés oxidativo.

En este sentido la DME se relaciona con una mayor expectativa de vida y una
menor incidencia de enfermedades cronico-degenerativas, (267) (268) evidencidndose
que un pequefio incremento en el indice de adhesién a esta DME conlleva una reduccién
significativa en el riesgo de mortalidad y en la incidencia de dichas enfermedades. (269)

La DME se caracteriza por un perfil alimentario moderado en el que adquieren
protagonismo algunos grupos de alimentos tipicos de la region mediterrnea: cereales,
legumbres, pescado, aceite de oliva, frutas, frutos secos, verduras, hortalizas y vino. Sin
embargo, no solo representa ciertos habitos alimentarios o nutricionales sino que hace
referencia a un determinado estilo de vida, el cual se ha forjado a lo largo de siglos por
las condiciones geogréaficas, climatoldgicas, orogréficas, culturales y ambientales
preponderantes en los paises y regiones enmarcados en la cuenca del Mediterraneo.
(270)

La adhesion a la DME, como modelo alimentario saludable, puede cuantificarse
mediante diferentes indices en los que se puntla positivamente los alimentos y
nutrientes que contribuyen beneficiosamente a proteger y preservar la salud. (271) En
nuestro caso nos basaremos en el cuestionario de adherencia a la DME de 14 items,
(263) considerando una puntuacién menor de siete puntos, baja adherencia a la DME y
una puntuacién por encima de 10, buena adherencia a la DME.

La evidencia cientifica sefiala una intima asociacion entre un estilo de vida
sedentario con la aparicién de SM. Las diferentes sociedades cientificas recomiendan
que un adulto deberia realizar 30 0 mas minutos diarios de una actividad fisica de
intensidad moderada, preferentemente todos los dias de la semana, con la finalidad de
mejorar la salud y prevenir las enfermedades cardiovasculares. El beneficio es mayor
cuando la actividad fisica es mantenida en el tiempo. (272) Se conoce que un ejercicio
de <150 min/semana solo promueve una minima pérdida de peso. Una actividad fisica
mayor se relaciona con una pérdida de peso modesta entre 2- 3 kg.

En la actualidad existen métodos directos e indirectos para medir la actividad

fisica. Los métodos directos son usualmente sensores de movimiento tipo acelerometros
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que miden aceleracion en el plano vertical, y podometros los cuales censan los pasos
que el paciente realiza en un ambiente totalmente natural. (273) Por su parte, los
métodos indirectos miden la actividad fisica mediante el registro en cuadernos o
cuestionarios. Los cuestionarios se basan en la autoaplicacion de una serie de preguntas
destinadas a evaluar la actividad fisica diaria, pudiendo ser aplicados en persona, por
teléfono o incluso enviados por correo. (273)

Existen 3 tipos de cuestionarios: los globales, que evaltan el nivel de actividad
fisica general y dan informacion sobre los tipos y patrones de actividad fisica; los
recordatorios, que permiten evaluar la actividad fisica realizada hace dias, semanas o un
mes, lo cual permite conocer el tipo de actividad fisica predominante; y los
cuantitativos, que miden la actividad fisica de varios meses, asi como su duracion e
intensidad, por lo cual son claves para cuantificar el pronostico del paciente. (273) Uno
de los cuestionarios mas utilizados es el IPAQ (siglas en inglés de International
Physical Activity Questionnaire), desarrollado bajo la supervision de la OMS en 1998
con el objetivo de crear una herramienta que permitiera estimar la actividad fisica en
poblaciones entre 18-65 afios de diferentes paises. Existen 2 formas del cuestionario, el
corto (IPAQ-SF) para estudios de vigilancia, y el largo (IPAQ-LF) destinado a obtener
informacion referente a la duracién e intensidad de la actividad fisica en el trabajo, el
hogar, el transporte y en periodos de ocio. (274) (275)

Por dltimo, enfatizar que el tratamiento de la hipertensién arterial en la
obesidad con modificaciones del estilo de vida es fundamental. La pérdida de peso y el
incremento de la actividad fisica deben realizarse en el entorno de una dieta saludable
con una reduccion en el consumo de sal a menos de 6 g de cloruro sédico al dia,
incremento del consumo de frutas y vegetales y descenso del consumo de productos
ricos en grasas. De igual forma un aumento de los aportes de potasio (1,9 g/dia) es
eficaz en disminuir la presion arterial segun las recomendaciones DASH (Dietary
Approaches to Stop Hypertension).

El objetivo de control es 140/90 mmHg en pacientes sin diabetes mellitus o
enfermedad renal cronica, siendo necesario reducir la presion arterial a valores por
debajo de 130/80 mmHg en caso de su coexistencia. Se deberian iniciar cambios del
estilo de vida cuando la presion arterial es de 120/80 mmHg, e iniciar tratamiento
farmacologico cuando la presion arterial supera 140/90 mmHg.
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1.3. MICROBIOTA INTESTINAL
1.3.1. DEFINICION DE MICROBIOTA DEL TRACTO
GASTROINTESTINAL.

El tracto gastrointestinal (TGI) de los seres humanos y otros mamiferos es un érgano

complejo cuya funcién principal consiste en extraer y asimilar los nutrientes contenidos
en los alimentos, asi como proteger de amenazas bioldgicas y no bioldgicas
provenientes del exterior. Desde la boca hasta el ano, méas de 10 trillones (> 10™) de
microorganismos habitan normalmente en el TGI de cada ser humano. (276) Esto
supone que las células procariotas son mas abundantes que las eucariotas propias del ser
humano, y conforman casi un kilogramo del peso de un adulto normal. (277)

La “flora normal” ha sido el término mas comuinmente usado en la literatura
médica durante décadas para referirse a las comunidades microbianas que, de forma
simbionte, conviven y se desarrollan en las diversas superficies (piel y mucosas) de
nuestro organismo. Otros términos utilizados han sido el de “microflora autéctona” y
mas recientemente “microbiota normal”. Este tltimo es el término mas correcto ya que
los términos “flora” y “microflora” tienen una desafortunada connotacion botanica.

1.3.2. INFLUENCIA DE FACTORES GENETICOS Y

AMBIENTALES EN LA MICROBIOTA INTESTINAL.

La presencia de formas de vida microscépicas en mucosas internas y externas se asocia
a procesos de cooperacion evolutiva: a lo largo del tiempo la asociacion entre el
hospedero humano y su microbiota asociada debié haber otorgado a ambos una ventaja
en el ambiente, lo que permitié el éxito de su supervivencia como organismos
simbiontes. Debido a que las bacterias aparecieron en la Tierra millones de afios antes
que cualquier célula animal o vegetal, se cree que el TGI de humanos y otros animales
fueron colonizados progresivamente por microorganismos ambientales. (278) Hoy en
dia, la microbiota GI se considera como otro sistema biol6gico dentro del cuerpo
humano, impulsando a algunos investigadores a utilizar el término «superorganismo»
(Figura 13) para definir la sélida asociacion entre nuestros tejidos y los millones de

virus, bacterias, archaeas y otros eucariotas microscopicos que cohabitan en ellos.
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Figura 13. Superorganismo. El cuerpo humano (superorganismo, centro) esta conformado por sus tejidos
constituyentes (izquierda), cuyas caracteristicas como temperatura, pH y disponibilidad de nutrientes
estan determinadas por la interrelacion entre su anatomia y fisiologia, y trillones de microorganismos
(microbiota, derecha), cuya abundancia numérica supera por mucho la abundancia numérica de todas las
células eucariotas que forman su hospedero. La estructura taxonémica y la actividad metabélica de la
microbiota gastrointestinal varian grandemente dependiendo de la regién anatémica donde habitan y de
otros factores asociados con su hospedero. La salud del superorganismo depende de la homeostasis de sus
tejidos y de su equilibrio con su microbiota. Las gréficas de pastel muestran la abundancia de filos
bacterianos basados en Bik et al., 2006 (279) (estdmago) y Lozupone et al., 2012 (280) (heces).

Superorganismo

Tejidos
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El TGI posee una microbiota autdctona que varia mas entre individuos que
dentro de un mismo sujeto a lo largo del tiempo. (281) Como veremos mas adelante,
esta variacion depende de la region anatomica especifica y puede ser afectada por la
edad (282), la alimentacidon (283) y el consumo de antibiéticos. (284)

Los cambios en la composicion de la microbiota intestinal en respuesta a la
ingesta alimentaria se llevan a cabo segin las diferentes especies bacterianas estén
mejor equipadas genéticamente para utilizar diferentes sustratos. (285) Muchos estudios
han demostrado que un aumento en la ingesta de grasas produce un incremento en el
indice de bacterias Gram-positivas / Gram-negativas.

Estudios recientes han encontrado que ratones libres de gérmenes (GF) en los
que se sustituyo una dieta baja en grasas y rica en polisacaridos vegetales por una dieta
rica en grasas y azucares y baja en polisacaridos vegetales (dieta occidental),
experimentaron un cambio de su microbiota en s6lo 1 dia, presentando entonces un
incremento de bacterias del phylum Firmicutes y una disminucion en Bacteroidetes.

(286) (287) (288) También se encontraron cambios importantes de la microbiota
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intestinal de los ratones tras sustituir una comida estandar por una dieta rica en grasa. Se
asocid con una disminucién de Bacteroidetes y un aumento tanto de Firmicutes como de
Proteobacterias. Ademas, los estudios murinos han demostrado que las dietas reducidas
en hidratos de carbono resultan en poblaciones enriquecidas por Bacteroidetes, (289)
mientras que las dietas restringidas en calorias previenen el crecimiento de C.
coccoides, Bacillus, Lactobacillus y Bifidobacterias, que son los principales productores
de butirato necesarios para la homeostasis del colonocito. (290) Sélo un numero
limitado de ensayos clinicos en humanos han evaluado los efectos de los cambios en los
habitos alimentarios en la microbiota intestinal. (291) (292) (289) En un estudio de
alimentacion controlada en seres humanos que consumen una dieta alta en grasas / baja
en fibra o baja en grasa / alta en fibra, se encontraron cambios notables en la microbiota
intestinal en tan s6lo 24 horas, destacando el rapido efecto que la dieta puede tener.
(283)

Otro estudio demostré que los sujetos que consumen una dieta vegana o
vegetariana tienen heces con un pH bajo asi como recuentos significativamente menores
de Bacteroides, Bifidobacterias, E. coli y Enterobacterias, respecto a controles. (293)
Una dieta vegetariana también se ha demostrado que disminuye la cantidad y cambia la
diversidad de Clostridium IV y Clostridium XIV y XVII. (294) Sin embargo, se
necesitan grandes ensayos bien controlados para dilucidar los mecanismos que vinculan
cambios en la dieta con alteraciones en la composicion microbiana, asi como las
implicaciones que pudieran tener los cambios sobre la poblacion diana tanto en salud
como en enfermedad.

Uno de los hallazgos méas sorprendentes es la pérdida de la diversidad de la
microbiota intestinal en los paises desarrollados. Uno de los factores implicados maés
importantes es el aumento del consumo de antibidticos. Hay evidencia de alteraciones
significativas en la microbiota después de un tratamiento antibiético (295) (296) (284)
Aunque los taxones afectados varian entre los sujetos, algunos taxones no se recuperan
incluso varios meses después del tratamiento, y, en general, hay una reduccién a largo
plazo en la diversidad bacteriana. (297) Recientemente se ha propuesto una correlacion
entre el consumo global creciente de antibio6ticos y el aumento de peso o la obesidad en
los seres humanos. (298) Varios estudios han indicado que algunos antibioticos estan
asociados con el aumento de peso en los nifios desnutridos, los recién nacidos y adultos,

(299) (300) pero los mecanismos precisos por los cuales los antibidticos incrementan el
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peso no estan bien caracterizados. Se ha sugerido que los antibioticos, tales como la
avoparcina (un glicopéptido estructuralmente relacionado a la vancomicina), ejercen
una presion selectiva sobre las bacterias Gram-positivas y producen colonizacion por
Lactobacillus, resistentes a glicopéptidos. Este antibidtico es usado como promotor del
crecimiento en los animales. Lactobacillus se encuentra en una alta concentracion en las
heces de los pacientes obesos, por lo que podria ser responsable de la ganancia de peso
observada en pacientes previamente tratados con vancomicina.

Otros estudios recientes también han demostrado en cambio, los efectos
beneficiosos de los antibidticos sobre las anormalidades metabdlicas en ratones obesos,
dando lugar a una reduccion de la intolerancia a la glucosa, el aumento de peso, la
endotoxemia metabdlica, y los marcadores de la inflamacion y el estrés oxidativo. (301)
Estos efectos se asociaron con una diversidad reducida de la microbiota intestinal. (302)
El tratamiento antibidtico combinado con una dieta de proteccion de caseina hidrolizada
se ha usado para disminuir la incidencia y retrasar la aparicion de la diabetes en un
modelo de rata. (303) Un estudio reciente informé de que también los seres humanos
tratados con antibioticos mostraron una mayor y menos equilibrada capacidad anabdlica
de la glucosa que los individuos no tratados. (304) Sin embargo, la mayoria de los
estudios clinicos se centran principalmente en la caracterizacion de la composicion y la
diversidad de los microbios del intestino, por lo que sigue siendo incierto si la alteracion
de la microbiota intestinal inducida por antibidticos en seres humanos con trastornos
metabolicos se asocia con mejoria clinica tal y como se ha observado en animales.

Por otra parte, existen evidencias de que el genoma del hospedador puede ser un
factor modulador de la composicion de la microbiota gastrointestinal. (305) (306)

1.3.3. EL DESARROLLO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL.
La composicion inicial de la microbiota del TGI se determina desde el nacimiento y
depende fundamentalmente de dos factores: el tipo de parto y la alimentacion. (307)

Si el parto se produce de forma natural, el TGI del recién nacido es colonizado
por la microbiota vaginal y/o intestinal de la madre y por los microorganismos del
ambiente. (308) (309) Asi, la microbiota intestinal inicial estd formada por bacterias
anaerobias facultativas; coliformes y estreptococos principalmente. Estas bacterias
crean un ambiente reductor favorable para el desarrollo de los microorganismos
anaerobios, de manera que las bifidobacterias pueden alcanzar al cabo de la primera

semana de vida niveles de 10%-10** UFC/g de heces. Cuando el parto se produce por
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cesarea, el establecimiento de la microbiota normal se retrasa, ya que la colonizacion
microbiana depende exclusivamente del medio externo. En este caso las poblaciones
microbianas son diferentes a las que se desarrollan cuando el parto es natural, con un
menor desarrollo de microorganismos anaerobios estrictos, sobre todo del grupo de los
bacteroides. (310)

La alimentacion es determinante también en la evolucion de esta microbiota, tal
y como se ha demostrado en estudios comparativos entre nifios con alimentacion
materna y nifios alimentados con leche de férmula. (311) En la microbiota de los
primeros dominan las poblaciones de bifidobacterias, mientras que la presencia de
clostridios y coliformes es mas baja. Por el contrario, los bebés alimentados con leche
de férmula presentan una microbiota mas compleja con presencia de bacteroides,
bifidobacterias, clostridios, estreptococos y coliformes en proporciones similares. (312)
(311) Tras el destete, coincidiendo con la introduccion de los suplementos alimenticios,
se empieza a desarrollar una microbiota mucho més diversa. A partir de los dos afios, la
microbiota del nifio va evolucionando hacia la que sera la microbiota del adulto. El
nimero de bacteroides y cocos Gram-positivos anaerobios aumenta hasta incluso
superar a las bifidobacterias, mientras que los coliformes y estreptococos disminuyen.
(313) (314)

Aungue la mayoria de los autores sostienen que el feto en el Utero es estéril y la
colonizacion del recién nacido se produce fundamentalmente por la microbiota del canal
del parto, otros estudios parecen apuntar a que la leche materna podria ser también una
fuente de microorganismos. (315) Estos autores especulan sobre el posible paso de
bacterias a través del epitelio intestinal de la madre hacia otras localizaciones como las
glandulas mamarias, desde donde alcanzarian el intestino de los lactantes.

En la Figura 14 se muestra la evolucion de los principales grupos microbianos

intestinales desde el nacimiento a la vejez.
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Figura 14. Evolucién de la microbiota intestinal con la edad.
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1.3.4. CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DE LA
MICROBIOTA INTESTINAL.
De entre las mas de 400 especies descritas en el TGI, unas 30 o 40 representan el 99%
de los microorganismos Yy constituyen la microbiota normal, compuesta
mayoritariamente por bacterias. Otros dominios principales los componen Eukarya y
Archaea.

La microbiota aumenta en complejidad y densidad a medida que avanzamos por
el TGI. Asi, la cavidad oral de humanos contiene méas de 600 especies de bacterias
pertenecientes a mas de 10 filos, (316) el estbmago contiene al menos 5 diferentes filos,
decenas de familias y cerca de 200 especies de bacterias, (279) aunque, debido a la
secrecion de &cido gastrico, Unicamente se desarrollan especies resistentes a pH acido
como estreptococos y lactobacilos, (317) incluyendo Helicobacter pylori, la cual es
considerada como carcindgeno del grupo | y agente causal de cancer, Ulceras gastricas y
duodenales. (318) En el intestino delgado los niveles aumentan progresivamente, desde
10* unidades formadoras de colonia (UFC) por gramo de contenido en la parte superior
(duodeno), donde son mayoritarios nuevamente los lactobacilos y los estreptococos,
(319) hasta 108 UFC/g en la region distal del ileon. Las especies cultivables més
numerosas en esta region son las bifidobacterias, enterobacterias, bacteroides y
fusobacterias. (320) (321) Los principales factores limitantes para el establecimiento de
los microorganismos en el intestino delgado son los movimientos peristalticos y la

secrecion de jugos pancreaticos Y biliares.
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El mayor ndmero y diversidad de bacterias en el TGl humano reside en el
intestino grueso, (322) donde constituyen entre el 35 y el 50% del volumen del
contenido solido. (323)

Desde un punto de vista fisiologico y evolutivo, es razonable encontrar una
mayor diversidad y cantidad de especies bacterianas en un ambiente practicamente
estable de humedad, temperatura, y rico en nutrientes, tal y como el intestino grueso.

En el colon existe un ambiente muy reductor y desprovisto de oxigeno por lo
que la mayoria de las poblaciones son anaerobias estrictas y constituyen lo que se
denomina la microbiota dominante, caracterizada por concentraciones del orden de 10°-
10" UFC/g. Dentro de esta microbiota, el género Bacteroides (constituido por bacilos
Gram-negativos no esporulados) es uno de los mas abundantes, constituyendo el 10%
en la proporcion de la microbiota. También son dominantes otros microorganismos
Gram-positivos no esporulados pertenecientes a los géneros Firmicutes (60%),
Actinobacteria  (10%), Eubacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus vy
Ruminococcus. (324) Los Firmicutes estan representados esencialmente por géneros
como los clostridios, Mycoplasma y Bacillus. En concentraciones inferiores aparecen
poblaciones de bacterias anaerobias facultativas como enterobacterias, enterococos,
lactobacilos y estreptococos que constituyen la microbiota subdominante, con tasas
comprendidas entre 10° y 10° UFC/g. (325)

En la Tabla 14 (325) (326) se representan grupos microbianos habituales en

heces humanas, los cuales se consideran un reflejo de la microbiota del colon.

Tabla 14. Microorganismos detectados cominmente en heces humanas y su concentracion.

10!-10|!

Bacteroides

Bifidobacterias 10°- 10"
Eubacterias 10%-10™
Peptoestreptococos | 10°-10™
Peptococos 10°-10™
Ruminococos 10°-10™
Fusobacterias 105-107
Clostridios 10°-10°
Lactobacilos 10°-10°
Enterobacterias 10°-10°
Enterococos 10°-107
Estreptococos 10°-10°
Levaduras 10%-10°
Estafilococos 0-10"
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La presencia de determinados nucleos bacterianos (géneros y especies
concretas), asi como de sus determinadas funciones metabolicas, permite definir una
microbiota saludable en cualquier parte del tracto gastrointestinal. Ejemplos de taxones
bacterianos que se han asociado con la salud y un adecuado funcionamiento digestivo
son Bacteroides, Bifidobacterium y Clostridium (cepas productoras de butirato: XIVa 'y
IVa) (327)

En términos de composicion bacteriana, la microbiota de un individuo sano esta
dominada por los filos Firmicutes y Bacteriodetes (los mas abundantes en el colon,
como ya se ha comentado), seguidos por Actinobacteria y Verrucomicrobia. (328) El
filo Proteobacteria supone una pequefia parte de las bacterias intestinales en personas
sanas; sin embargo, se han encontrado porcentajes mayores en pacientes con diversas
patologias gastrointestinales. (329)

Menos del 0,1% estd compuesta por patdgenos primarios de sobra conocidos,
como Campylobacter jejuni, Salmonella enterica y Vibrio cholerae.

Para intentar sistematizar su estudio y comprension se han descrito 3
«enterotipos» principales en adultos sanos. (330)

En el primero predominan las bacterias del género Bacteroides, en el segundo las
del género Prevotella y en el tercero existe una alta proporcion del género
Ruminococcus.

Estos enterotipos poseen distintas capacidades metabolicas y parecen ser
independientes del sexo o de la edad del humano albergador; sin embargo, se ha
observado que determinados tipos de dietas pueden contribuir a largo plazo al desarrollo
de algun enterotipo concreto. (331)

1.3.5. FUNCIONES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL.

La microbiota bacteriana del TGI aporta indirectamente mas de 9 millones de genes al
hospedero humano, (332) proporcionando asi caracteristicas funcionales Unicas a
nuestro sistema inmune y digestivo.

En afios recientes se han adquirido suficientes conocimientos para poder afirmar que las
funciones del tubo digestivo, nutricion y defensa, dependen no solo de las estructuras
propias (barrera mucosa, glandulas secretoras, sistema inmune de las mucosas) sino
también de la presencia y actividad de las comunidades microbianas que colonizan el
intestino. La microbiota intestinal es un érgano mas, perfectamente integrado en la

fisiologia del individuo. Tubo digestivo y microbiota son interdependientes y hay
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evidencias que sugieren que su equilibrio condiciona la homeostasis del individuo
dentro de su entorno ambiental.
1.35.1. Capacidad metabolica de la microbiota intestinal

La microbiota normal afecta a la estructura anatomica y fisioldgica del intestino,
aumentando la superficie de absorcion y promoviendo la renovacion de las células de
las vellosidades. Ademés los microorganismos del TGI aumentan el contenido
intraluminal y aceleran el trénsito intestinal. Se ha postulado incluso que los
microorganismos interactian con el hospedador modulando la expresion de genes
relacionados con diversas funciones intestinales. (333)

Los microorganismos constituyen un enorme potencial enzimatico en el
intestino, desempefiando una amplia variedad de funciones metabdlicas. Una de las méas
importantes es la hidrolisis o degradacion de los componentes de la dieta (glucidos,
proteinas, lipidos). A través de este proceso se obtiene energia y nutrientes, tanto para
los propios microorganismos intestinales como para el hospedador. La fermentacion de
los carbohidratos resulta en una disminucion del pH y la produccion de metabolitos
como los &cidos grasos de cadena corta (AGCC). Los AGCC mas abundantes en el
intestino son el acético, el butirico y el propidnico y tienen una gran importancia en la
fisiologia y nutricién del TGI. La mayor parte de los AGCC producidos en el colon se
absorben en la mucosa. El epitelio del colon consume casi por completo el butirato
formado, constituyendo la principal fuente de energia para los colonocitos. El butirato
se ha relacionado también con la reversion de células neoplésicas, pudiendo participar
en la prevencion de procesos cancerigenos. (334) (335) El acetato y el propionato, por
su parte, pasan a la circulacién portal y se consumen en el higado o en los tejidos
periféricos. La degradacion de las proteinas por la microbiota (putrefaccion) también
genera AGCC, pero produce al mismo tiempo una serie de compuestos secundarios
potencialmente tdxicos como aminas, amonio, fenoles, tioles e indoles. (336)

La capacidad metabolica de estos microorganismos incluye también la
degradacion de determinados compuestos toxicos, favoreciendo de esta manera la
eliminacién de sustancias carcinogénicas y/o mutagénicas. (337) En otras ocasiones, el
metabolismo bacteriano puede dar lugar a la formacién de metabolitos méas toxicos que

los compuestos originales. (338)
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Los microorganismos en el intestino pueden participar igualmente en la sintesis
de vitaminas (339) y favorecer la absorcion de diversos minerales como calcio, fésforo,
magnesio y hierro. (340)

En el intestino delgado el ambiente es fundamentalmente oxigénico y la mayoria
de las reacciones microbianas son hidroliticas. Por el contrario, el intestino grueso es
anoxico y las reacciones bioquimicas son normalmente reductoras, aunque existen
grandes diferencias en funcion de la seccion del colon. Los productos de la
fermentacion de carbohidratos (AGCC, gases y etanol) estan presentes en altas
concentraciones en el ciego y colon ascendente, donde la disponibilidad de substratos es
mayor. Por el contrario, los productos de la degradacion de proteinas (amonio, acidos
grasos de cadena ramificada, compuestos fendlicos y sulfurados volétiles) se producen
fundamentalmente en el colon descendente. (341)

1.3.5.2.  Proteccién contra los microorganismos externos
La microbiota intestinal es un elemento muy importante en la barrera de defensa de la
mucosa. De hecho, se ha demostrado que los animales criados en un ambiente estéril
son mas susceptibles de padecer infecciones. Esto se debe a que en un ecosistema
estable constituido por bacterias comensales, estas compiten con las bacterias patdgenas
por los nutrientes y los espacios libres. Ademas, el epitelio intestinal produce sustancias
que inhiben el crecimiento de los microorganismos patdégenos y de otras bacterias
transitorias del exterior que no forman parte de la microbiota intestinal, por lo que la
posibilidad de que esos microorganismos patdgenos puedan invadir la mucosa es
limitada. (342)

1.3.5.3. Maduracion y funcion del sistema inmune de la

mucosa

La presencia de microbiota en el intestino tiene un impacto decisivo sobre el desarrollo
y maduracion del sistema inmune. (343) La concepcién de que el sistema inmune se
desarrolla en respuesta a estimulos infecciosos provocados por microorganismos
patdgenos no parece sostenerse. Se ha demostrado que la colonizacion intestinal
permanente por bacterias comensales, no necesariamente patdgenas, es el factor
esencial. Los animales criados en condiciones de asepsia estricta muestran atrofia del
sistema inmune de las mucosas (foliculos linfoides de tamafio pequefio, escasez de
linfocitos intraepiteliales y de la lamina propia) y también del sistema inmune sistémico

(ganglios linfaticos de menor tamafio, bajo nivel de inmunoglobulinas). La colonizacion
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bacteriana incrementa rapidamente el nimero de linfocitos de la mucosa, los centros
germinales de los foliculos linfoides y ganglios crecen en nimero y tamafo, aparecen
células productoras de inmunoglobulinas en la ldmina propia, y los niveles de
inmunoglobulinas séricas se normalizan. (344) La induccion y regulacién del sistema
inmune depende de la colonizacion bacteriana del tracto digestivo.

La superficie de la mucosa del tracto digestivo es un area dotada de estructuras
adaptadas a funciones de contacto y comunicacion entre el individuo y el medio
externo. Esta comunicacién incluye el reconocimiento inmunolégico de las sustancias
del exterior que transitan por el tubo digestivo. (343)

Para la perfecta homeostasis, el sistema tiene que distinguir claramente entre
patdgenos o patdgenos potenciales, de un lado, y microbios comensales en simbiosis
con el anfitrion, de otro. En el primer caso, el organismo debe dotarse de elementos de
defensa adecuados, mientras que en el segundo caso, el anfitrion tiene que saber tolerar
para obtener el beneficio de la simbiosis. Las interacciones entre los microorganismos,
el epitelio y los tejidos linfoides intestinales son mdltiples, diversas en sus
caracteristicas y continuas, de modo que remodelan constantemente los mecanismos
locales y sistémicos de la inmunidad adaptandolos al ambiente microbiano. (345)

Los enterocitos del epitelio de la mucosa intestinal tienen un papel muy
importante en la logistica del sistema inmune. Su posicion en primera linea y en
contacto con la luz intestinal es crucial para el reconocimiento inicial de moléculas
fordneas y para la generacién de sefiales que se transmiten a las células
inmunocompetentes del tejido subyacente. La activacion de los mecanismos de defensa
depende en primer lugar del reconocimiento rapido de riesgo a través de receptores
innatos o pre-formados que detectan componentes estructurales comunes a bacterias o
virus. (346) Esto se realiza en el medio extracelular mediante los Toll-like-receptors
(TLR) de la membrana, y en el medio intracelular mediante las proteinas tipo NOD del
citosol. La activacion de estos sensores por invasion bacteriana genera inmediatamente
sefiales que convergen en la migracion de factores de transcripcion (NF-kappaB Yy otros)
al nuacleo celular, donde activan la expresion de genes responsables de la sintesis de
proteinas proinflamatorias, basicamente citoquinas y enzimas inducibles con capacidad
para generar mediadores inflamatorios. De este modo, las células epiteliales emiten
sefiales con capacidad de atraer y activar leucocitos, aumentar el flujo sanguineo,

incrementar la permeabilidad capilar, etc.
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Los enterocitos pueden actuar como celulas presentadoras de antigenos,
sugiriendo que su rol no se limita a la defensa innata sino que también participan en el
escalon inicial de las respuestas de tipo adquirido (expansiéon de clones linfocitarios
especificos y generacion de anticuerpos).

La mucosa intestinal cuenta con elementos y estructuras de tejido linfoide
inmuno-competente con funciones especializadas de defensa adquirida. (343) El
llamado ‘sistema inmune de las mucosas’ incluye tres compartimentos diferenciables
anatOmicamente: estructuras organizadas (placas de Peyer y foliculos linfoides), lamina
propia y epitelio superficial. Las estructuras organizadas son lugares de induccion,
mientras que la lamina propia y el compartimiento epitelial contienen células maduras y
efectoras. Las estructuras organizadas estan cubiertas por epitelio especializado (células
M, de morfologia caracteristica), que transporta microorganismos 0 estructuras
antigénicas desde la luz hasta el tejido linfoide subyacente. La induccion de respuestas
inmunes de tipo adquirido es un fendmeno que tiene lugar principalmente en las
estructuras foliculares de la mucosa intestinal. Los antigenos procesados por células
presentadoras de antigenos (por ejemplo, células dendriticas) se presentan a linfocitos T
en estado naive, y se activa la expansion de los clones mas afines al antigeno. La
expansion clonal de células T da lugar a linfocitos helper (células Th) de distinto
fenotipo: Thl, Th2 o T reguladoras (Th3, Trl o células CD4-CD25). Las celulas T
reguladores desempefian un papel central en inmunotolerancia porque segregan
citocinas reguladoras, de caracter antiinflamatorio (IL-10, TGF-beta), en respuesta a
antigenos que se reconocen como no patdgenos. En condiciones normales, predomina
un contexto de inmunotolerancia probablemente mediado por células T reguladoras.
Este contexto de inmunotolerancia permite la exposicion continua a una carga
antigénica abrumadora (microbiota, comida, antigenos ambientales), sin que por ello se
desencadenen reacciones inflamatorias que lesionarian al tejido intestinal propio. (345)
(347) (348)

1.3.6. IMPLICACIONES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL
EN LA SALUD.
Entre los posibles efectos perjudiciales podemos incluir infecciones intestinales,

infecciones extraintestinales y carcinogénesis.
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1.3.6.1.  Infecciones gastrointestinales

Infecciones por microorganismos enteropatdégenos. Un porcentaje importante de

los viajeros que visitan areas geograficas de alto riesgo infeccioso desarrollan diarreas
agudas, denominadas diarrea del viajero. La causa de la mayor parte de estas diarreas es
una infeccion por E. coli o diversas especies de shigelas y salmonelas. (349)

Infecciones por rotavirus. Las infecciones por rotavirus son la mayor causa de

las diarreas graves durante la infancia y la adolescencia. Desde el punto de vista clinico,
la mucosa intestinal se ve afectada y se modifica la composicién de la microbiota
intestinal, lo que da lugar a un episodio de diarrea osmotica seguida de un crecimiento
excesivo de alguna de las poblaciones bacterianas no dominantes. (350)

Diarrea por Clostridium difficile asociada al tratamiento con antibidticos. Uno

de los desdrdenes intestinales mas importantes y mejor documentados es la diarrea
asociada al tratamiento con antibidticos. La incidencia de esta diarrea se situa entre un 5
y un 25% de los casos de la terapia antibiotica, siendo mucho més frecuente cuando se
utilizan antimicrobianos de amplio espectro. El tratamiento con antibidticos perturba el
balance de la microbiota intestinal normal permitiendo la proliferacion de patdgenos
emergentes como CI. difficile, causante de la colitis pseudomembranosa que se produce
entre el 10 y el 20% de estas diarreas. (351)

Infecciones por Helicobacter pylori. H. pylori es una bacteria espiral Gram-

negativa que coloniza la mucosa gastrica humana. Este microorganismo se ha asociado
con el desarrollo de gastritis cronicas, Ulceras pépticas y cancer gastrico. Uno de sus
principales factores de patogenicidad es la presencia de la enzima ureasa que hidroliza
la urea generando amonio, de forma que el pH local aumenta y se favorece la
colonizacién y la proliferacion del microorganismo. (352)
1.3.6.2. Enfermedades de base inmunoldgica

En las sociedades desarrolladas, la incidencia de alergias y de algunas enfermedades
con componentes autoinmunes ha crecido de modo importante durante la segunda mitad
del siglo XX. La hipotesis de la higiene excesiva sugiere que la falta de exposicion a
agentes bacterianos en las edades tempranas de la vida podria estar en la base de la
creciente aparicién de disfunciones del sistema inmunoldgico. (353)

En la actualidad numerosos estudios tratan de clarificar y establecer las posibles
relaciones de los microorganismos o sus productos con los trastornos gastrointestinales

no infecciosos.
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Sindrome del intestino irritable. Una de las causas mas comunes de problemas

gastrointestinales es el sindrome del intestino irritable. La enfermedad se caracteriza por
una alteracion de la actividad motora en todo el intestino, aunque gran parte de los
sintomas se sitian en el colon. La prevalencia de esta patologia en paises
industrializados se ha estimado en torno a un 10% de la poblacion. (354) Su etiologia es
hasta el momento desconocida, pero aparece con frecuencia después de una
gastroenteritis o tras el tratamiento con antibioticos, (355) por lo que se ha asociado con
alteraciones en la microbiota intestinal. (356) (357) La hipersensibilidad a alimentos,
variables psicosociales como el estrés o defectos en neurotransmisores han sido
propuestos también como posibles factores que favorecerian su desarrollo o su
sintomatologia. (358)

Enfermedad inflamatoria intestinal. Enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa. La

enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) es una patologia cronica que afecta al colon y/o
al intestino delgado. Dentro de este término se engloban dos enfermedades comunes que
afectan al 0,1% de la poblacion en las sociedades occidentales y que presentan una
incidencia en aumento: la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa. La etiologia es
todavia poco clara, aunque en ambos casos parece demostrado que el sistema inmune
reacciona de manera anormal contra algunos componentes de la microbiota intestinal.
Se ha comprobado en ratones que la colonizacién intestinal por bacterias anaerobias,
especialmente del género Baceoides, podria promover la produccién de citoquinas
proinflamatorias que median el desarrollo de una colitis crénica semejante a la humana.
(359) Ademas, en algunos pacientes con EIl se ha encontrado una significativa
produccion sistémica de anticuerpos contra Bacteroides ovatus. (360)

Alergias o enfermedad atdpica. La alergia o enfermedad atdpica en sus distintas

formas de presentacion (ezcema atopico, rinitis alérgica o asma) es una disfuncién
cronica de importancia creciente en los paises desarrollados. La dermatitis atopica
afecta en la actualidad al 15-20% de los nifios. (361) Estudios poblacionales parecen
indicar que una exposicion adecuada a los microorganismos en las primeras etapas de la
vida protege contra diversos episodios alérgicos. (362) (363) Esto seria debido al papel
crucial que las bacterias intestinales tienen en la maduracion del sistema inmune.
1.3.6.3.  Cancer de colon
En el desarrollo de cancer de colon parecen estar implicados factores de interaccion

entre la microbiota colonica, la dieta y el epitelio del colon. (364) Diversos estudios
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llevados a cabo con modelos animales han asociado algunos tipos de tumores con
ciertas actividades enziméticas de las bacterias intestinales. Algunas de las enzimas
bacterianas implicadas en la generacion de mutagenos, carcind6genos y promotores de
tumores son: la B-glucuronidasa, la B-glucosidasa, la nitrorreductasa y la azorreductasa.
(365) Por el contrario, se ha observado que el butirato producido por ciertas poblaciones
intestinales es un inductor de la diferenciacion celular y en varios estudios se ha
relacionado con la reversion de células neoplasicas en el colon. (335) De esta forma el
efecto protector de la fibra dietaria en el cancer de colon se asocia con una mayor
produccién de butirato. (366)
1.3.6.4. Enfermedades metabdlicas

En las dltimas décadas se ha visto un aumento en la prevalencia de
enfermedades metabdlicas en los paises desarrollados. Factores ambientales, como el
incremento en la ingesta de energia y la disminuciéon de la actividad fisica, se han
considerado causas fundamentales. Sin embargo, incluso cuando la ingesta de energia
no aumenta y la actividad fisica no disminuye, la prevalencia sigue creciendo de manera
exponencial, por lo que hay que tener en cuenta otros factores ambientales, incluyendo
cambios en la microbiota intestinal. Ademas, y, aunque se ha producido un cambio
dréstico en los habitos de alimentacion en el que fibra dietética se ha sustituido por una
dieta rica en grasa, este concepto no puede explicar por qué algunas personas son
sensibles y otras son resistentes al desarrollo de estas enfermedades metabdlicas.

Uno de los retos es dilucidar el origen molecular de enfermedades metabdlicas,
aungue la gran diversidad y las diferencias sociales entre los seres humanos hacen esto
dificil. A pesar de los grandes esfuerzos y la identificacion de algunas mutaciones en el
genoma, ninguna vision global se ha establecido aun. El descubrimiento de genes
candidatos en los estudios de asociacion pangendmica ha ayudado a identificar nuevos
genes asociados a la sensibilidad / resistencia a la diabetes y fenotipos metabdlicos
extremos.

Hay, por tanto, una necesidad de encontrar un nuevo paradigma que tenga en
cuenta la diversidad genética, el impacto factor ambiental, el rapido desarrollo de
enfermedades metabdlicas, y el comportamiento individual de desarrollar obesidad y/o

diabetes.
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1.3.6.4.1. Microbiota y obesidad
Una nueva teoria muestra a la microbiota como contribuyente en la regulacion de la
homeostasis energética. Por lo tanto, y junto con las vulnerabilidades ambientales, la
microbiota intestinal podria provocar un desequilibrio homeostatico.

El primer descubrimiento se relacion6 con el hecho de que los ratones con una
mutacion en el gen de la leptina (ratones metabolicamente obesos) tenian diferente
microbiota en comparacion con otros ratones sin la mutacion. (367) En este modelo
animal obeso, la proporcion de los filos dominantes en el intestino, Bacteroidetes y
Firmicutes, es modificada, con una reduccion significativa en Bacteroidetes y un
aumento correspondiente en Firmicutes. (368) Ley et al. (328) fueron los primeros en
reportar una microbiota intestinal alterada similar a la encontrada en los ratones obesos
(una mayor proporcion de Firmicutes y relativamente menos Bacteroidetes) en 12
sujetos obesos comparados con 2 controles. Méas tarde, Arumugam et al. (369)
confirmaron una reduccion en Bacteroidetes acompafiado de un aumento en
Lactobacillus pertenecientes al phylum Firmicutes. Turnbaugh et al. (287) y Furet et al.
(370) mostraron un patron diferente, basado en una representacion inferior de
Bacteroidetes (Bacteroides / Prevotella) en individuos obesos pero sin diferencias en
Firmicutes. Collado et al. (371) reportaron aumentos en las especies que pertenecen a
ambos Firmicutes (Staphylococcus aureus) y Bacteroidetes (Bacteroides/ Prevotella) en
las mujeres con sobrepeso. Million et al. (372) describieron los cambios en la
composicion de Firmicutes en base a un aumento en Lactobacillus reuteri, junto con una
reduccion en L. paracasei y L. plantarum. Por Gltimo, otros estudios no han encontrado
diferencias entre Firmicutes y Bacteroidetes a nivel phylum. (373) (374) (375)

La abundancia de Firmicutes se asocia con su mayor capacidad de obtener
energia de los alimentos y de provocar un bajo grado de inflamacion. EI aumento en
Firmicutes y la disminucion en la proporcion de Bacteroidetes observado en los ratones
obesos podria estar relacionado con la presencia de genes que codifican enzimas que
descomponen los polisacaridos que no puede ser digeridos por el huésped, el aumento
de la produccién de monosacaridos y AGCC vy la conversion de estos AGCC a los
triglicéridos en el higado Estos AGCC son capaces de unirse y activar dos receptores
acoplados a proteina G (GPR41 y GPR43) de las células epiteliales intestinales. La
activacion de estos receptores induce la secrecion de péptido YY, que suprime la

motilidad intestinal y retrasa el transito intestinal. Por este mecanismo de AGCC-
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vinculado a la activacion de los receptores acoplados a la proteina G, la microbiota
intestinal puede contribuir notablemente a una mayor absorcion y depdsito de
nutrientes, lo que contribuye al desarrollo de trastornos metabdlicos. (376) Por otra
parte, la microbiota intestinal también se han demostrado que disminuye la produccion
del factor adiposo inducido por ayuno (FIAF); una lipoproteina lipasa (LPL) secretada
por las células intestinales. La inhibicion de la actividad de la LPL aumenta el
almacenamiento de triglicéridos derivados del higado. (377)

Turnbaugh et al. (378) en un estudio con ratones ob / ob, encontré un contenido
caldrico reducido en las heces de los ratones obesos, en comparacion con los ratones
delgados. Otros estudios han sugerido que los sujetos obesos podrian ser capaces de
extraer mas energia de los nutrientes debido a la transferencia de hidrdgeno entre
taxones. De hecho, un aumento simultaneo de bacterias productoras de hidrogeno
(Prevotella) y de bacterias consumidoras de hidrogeno (Archaea) se ha asociado
previamente con la obesidad por Zhang et al. (379) Estos hallazgos estan de acuerdo
con la observacion de que los ratones GF alimentados con una dieta rica en grasas
ganaron menos peso que los ratones convencionales. (380)

El experimento mas relevante respecto a la relacion de causalidad entre la
microbiota y la obesidad fue realizado por Turnbaugh et al. (378) En este estudio
demostraron que el trasplante de microbiota de ratones genéticamente obesos a ratones
GF provoca un aumento de peso muy significativo en comparacion con los ratones GF
trasplantados con la microbiota de ratones delgados.

Sorprendentemente, el fenotipo con mayor capacidad de obtencion energética se
transmite simplemente mediante el trasplante de la microbiota intestinal desde obesos a
donantes sanos y delgados. (378) (381) Kalliomaki et al. (382) realizaron un estudio
prospectivo en el que siguieron a 49 nifios desde el nacimiento hasta los 7 afios de edad.
Se recogieron sus heces a los 6 y 12 meses de vida y se encontrd que los nifios que a los
7 aflos de edad tenian un peso normal tenian un mayor nimero de Bifidobacterias y un
menor nimero de Staphylococcus aureus respecto a los nifios que presentaron sobrepeso
varios afios después. Los autores concluyeron que la alteracion en la microbiota precede
a la alteracién en el peso, una explicacion relevante para la prevencion de la obesidad.
Los autores también propusieron que el Staphylococcus aureus puede actuar como un

inductor de inflamacién de bajo grado, contribuyendo al desarrollo de la obesidad. (382)
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Publicaciones recientes revelan que Bifidobacterias y Lactobacillus pueden tener
caracteristicas diferentes segun la especie. Por ejemplo, dentro del género Lactobacillus,
L. plantarum, L. paracasei se han asociado con la delgadez, mientras que L. reuteri se
asocia con la obesidad. (372) Los Lactobacillus asociados a delgadez han desarrollado
mecanismos de defensa para mejorar la glucolisis y proteger contra el estrés oxidativo,
mientras que los Lactobacillus asociados a obesidad poseen una capacidad limitada para
descomponer la fructosa o la glucosa y podrian reducir los efectos de freno a nivel ileal.
(383)

1.3.6.4.2. Microbiotay DM tipo 2

La DM tipo 2 es la consecuencia de un aumento en la produccién de glucosa en el
higado y una deéficit en la secrecion y accion de la insulina. Otras funciones fisioldgicas
estan alteradas, tales como el sistema nervioso central y autbnomo, que conduce a un
deterioro de la secrecion de hormonas como el glucagon y las incretinas. Sin embargo,
una caracteristica comun de la obesidad y la DM2 es la presencia de un componente
inflamatorio de bajo grado que se describe en tejidos implicados en la regulacion del
metabolismo, tales como el higado, tejido adiposo, y los mdsculos. (384) Esta
inflamacion metabodlica se caracteriza por un exceso moderado de la produccién de
citoquinas, incluyendo la IL-6, IL-1, 0 TNF-a, que lesiona las sefiales de insulina celular
y contribuye a la resistencia insulinica y la diabetes. (385) (386)

El aumento de peso seria un factor precipitante de esta inflamacién de bajo grado.
Cuando la hipertrofia de los adipocitos se produce como una respuesta a la ingesta
excesiva de energia, un aumento en la produccion de TNF-a en el tejido adiposo se
produce de forma consecuente y esto estimula la produccién de factores quimiotacticos
conllevando un infiltrado en el tejido adiposo de macréfagos proinflamatorios que
producen un aumento de la produccion de IL-6 y IL-1.

Recientemente, dos estudios han demostrado que la microbiota intestinal podria
ser un contribuyente importante para el desarrollo de DM 2. Ambos estudios
demostraron que los sujetos con DM 2 se caracterizan por una reduccién en el numero
de bacterias Clostridiales (especies Roseburia y Faecalibacterium prausnitzii),
productoras de butirato. (387) (388) Otro estudio encontré cambios en la microbiota en
pacientes con diabetes o resistencia a la insulina en comparacion con los sujetos sin
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos. (389) Ademas, cambios en la

cantidad de Bifidobacterias, Lactobacillus y Clostridium, asi como una disminucién en
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la proporcidn de Firmicutes-Bacteroidetes se han reportado recientemente en nifios con
DM 1. Este estudio también mostr6 que las bacterias que participan en el
mantenimiento de la integridad intestinal fueron significativamente inferiores en los
pacientes diabéticos que en los controles sanos. (390) Cambios similares en la
composicion de la microbiota intestinal también se han objetivado en pacientes con
DMZ2. (391) (387)

Varios estudios que relacionan la microbiota intestinal con trastornos
metabolicos como la obesidad, la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus, han
sido revisados por distintos autores. (392) (393) (394) Por otra parte, estan en estudio
los tratamientos con probioticos (395) y prebidticos (396) para el control de la
microbiota intestinal y las enfermedades metabdlicas.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la influencia de la microbiota
en la resistencia a la insulina y la DM2, como la endotoxemia metabdlica,
modificaciones en la secrecién de la incretinas y en la produccion de butirato.

Los lipopolisacéridos (LPS) son endotoxinas que se encuentran comdnmente en
la membrana externa de las bacterias Gram-negativas. Causan endotoxemia metabolica,
caracterizada por la liberacion de citoquinas proinflamatorias. (397) Un aumento en los
niveles de LPS se ha observado en los sujetos con alto consumo de grasas. (398) Estos
hechos sugieren que un cambio en la proporcion de bacterias Gram-negativas o un
cambio en la permeabilidad intestinal son producidos por el aumento de LPS en el
suero, (399) (400) y este aumento, estd directamente relacionado con el grado de
resistencia a la insulina.

Canis et al. (401) (396) informé que la modulacién de la microbiota intestinal
mediante el uso de prebidticos en ratones obesos actla favorablemente sobre la barrera
intestinal, reduciendo el contenido de LPS y la inflamacion sistémica y hepética
inducidas por la dieta rica en grasa. Los LPS son absorbidos por los enterocitos y se
transportan en el plasma unidos a los quilomicrones. (402) De esta manera, las grasas
dietéticas pueden estar asociadas con un incremento de absorcion de LPS que a su vez
puede estar relacionado con los cambios en la microbiota intestinal, destacando una
disminucion en Eubacterium rectale, C. coccoides, Bacteroides y Bifidobacterias Gram-
negativas. (392) Este papel causal de los LPS se demostré mediante la infusion de LPS
en ratones con una dieta normal, induciendo de forma secundaria resistencia a la

insulina hepatica, intolerancia a la glucosa, y un aumento en el peso del tejido adiposo.
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(401) Se ha demostrado recientemente que la cascada de sefializacion inducida por LPS
a través de TLR4 deteriora la funcion de las células B de pancreas a través de la
supresion de la secrecion de insulina inducida por glucosa y la disminucion de la
expresion del ARNm del pancreas- duodeno homebox-1 (PDX-1) (403)

LPS se une al receptor CD14 / TLR4 de los macrdfagos y produce un aumento
en la produccion de moléculas proinflamatorias. Cuando se administrd la infusion de
LPS a ratones con ausencia genética del receptor CD14 / TLR4 no se desarroll6 DM2 ni
obesidad, lo que muestra el importante papel de los LPS en el mecanismo de CD14 /
TLRA4. Por otra parte, ratones Knockout CD14 /TLR4 fueron ain mas sensibles a la
insulina que los controles de tipo salvaje. (401)

1.3.6.4.3. Microbiota y enfermedad hepética
La enfermedad hepatica cronica se ha asociado con cambios en el intestino. La
translocacion microbiana definida como la penetracion de microbios comensales viables
0 sus productos (también llamados patrones moleculares asociados a patdgenos o
PAMPs) a través de la barrera intestinal hasta los ganglios linfaticos mesentéricos es
comun en pacientes con cirrosis hepatica. La tasa de infecciones bacterianas es tan alta
como 34% por afio en los pacientes con cirrosis avanzada. (404)

Sin embargo, la translocacion bacteriana no es s6lo habitual en etapas avanzadas
de la enfermedad hepatica crdnica causando infecciones espontaneas, sino que también
se produce en fases tempranas. Los pacientes con enfermedad hepatica muestran una
alteracion de la barrera intestinal y altos niveles de productos bacterianos en la
circulacién sistémica, lo que se correlaciona con la gravedad de la enfermedad hepatica.
La translocacion de productos microbianos bacterianos que llegan al higado a través de
la vena porta o los conductos linfaticos producen que se activen numerosos receptores
hepéticos de sistema inmune innato. Aunque la activacion de estos receptores podria ser
beneficiosa y protectora contra las infecciones agudas, la activacion persistente
contribuye a la lesion hepatica y a la progresion de la enfermedad. La reduccion de la
carga bacteriana intestinal mediante el uso de antibioticos no absorbibles disminuye la
translocacion bacteriana y previene la enfermedad hepéatica en modelos animales
experimentales, mejorando los parametros clinicos en pacientes. La eliminacién
genética 0 mutacion de los receptores para ligandos bacterianos o moléculas de

sefializacion de estas vias demuestran de manera convincente la participacion de
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moléculas microbianas en la lesion hepatica experimental y progresion de la
enfermedad.

Tecnologias independientes del cultivo han identificado cambios microbianos,
metagendmicos y metaboldmicos de la microbiota entérica que contribuyen a
desarrollar NAFLD y NASH.

Varios estudios recientes reportan cambios cualitativos, disbiosis, en el
microbioma intestinal asociados con diferentes causas de enfermedad hepatica cronica
en los seres humanos. Los pacientes con hepatitis cronica o cirrosis descompensada
secundaria a infeccidn por hepatitis B muestran un nimero reducido de Bifidobacterias
probidticas y de bacterias productoras de &acido lactico (Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc y Weissella) en las heces, mientras que Enterococcus faecalis y
Enterobacterias se incrementaron en comparacion con los portadores asintomaticos y
controles sanos. (405)

No se observaron cambios entre portadores cronicos de hepatitis B con pruebas
bioquimicas de funcion hepéatica normales y controles sanos, lo que sugiere que la
infeccion por hepatitis B en si no causa cambios en el microbioma.

Un aumento de Streptococcaceae, Veillonellaceae y enterobacterias con una
disminucion de Lachnospiraceae caracteriza la microbiota intestinal en la cirrosis. La
abundancia relativa de Lachnospiraceae y de la familia Streptococcaceae fue negativa y
positiva, respectivamente, relacionado con la puntuacion de Child-Pugh en pacientes
cirroticos. (406) EI microbioma asociado a la mucosa se evaluo6 en pacientes con cirrosis
alcohodlica y en los alcohdlicos sin enfermedad hepética. Sorprendentemente, no se
observaron cambios menores entre los grupos alcohdlicos y los controles normales. La
abundancia de Bacteroidaceae se redujo en los grupos alcohdlicos en comparacion con
los individuos sanos. (407)

Dado que el microbioma no difiere entre la cirrosis alcohdlica o por hepatitis B,
la enfermedad hepética debe causar otros factores independientes que juegan un papel
mas importante en la configuracion del microbioma intestinal. Tal condicidn podria ser
la enfermedad hepatica en fase terminal en si, asociada con una motilidad intestinal
reducida, hipertensién portal y un menor flujo de bilis. El total de &cidos biliares fecales
estan reducidos en pacientes con hepatitis cronica o cirrosis descompensada secundaria
a la infeccion por hepatitis B en comparacion con los portadores asintomaticos y

controles sanos. (405)
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Los factores dietéticos son fuertes determinantes de la composicion microbiana.
Una dieta mantenida a largo plazo se correlaciona con los enterotipos en los seres
humanos, en particular proteinas y grasas animales (Bacteroides) frente a los hidratos de
carbono (Prevotella). (283)

Por otra parte, el consumo de alcohol y una dieta al estilo occidental son
determinantes dietéticos igualmente importantes para la composicion del microbioma.
La dieta puede ser mas importante para determinar la composicién microbiana en etapas
tempranas de la enfermedad hepética, mientras que las ultimas etapas estdn mas
influenciadas por las consecuencias de la enfermedad hepatica terminal como se
menciond anteriormente.

Cuando se compard el microbioma intestinal en las primeras etapas de
afectacion hepética por toxicos (tetracloruro de carbono), colestasis (ligadura del
conducto biliar), alcohol y enfermedad hepéatica grasa en ratones ob / ob con una
mutacién en la hormona de la saciedad (leptina), no hubo una Unica especie bacteriana
comln que dominara el microbioma asociada con cada una de las cuatro diferentes
enfermedades del higado. (408) La mayoria de los cambios se observaron en los ratones
tratados con alcohol, apoyando una vez méas la idea de que los factores dietéticos
probablemente son mas importantes en la formacion del microbioma intestinal en las
primeras etapas de la enfermedad hepética.

Las diferencias en la composicién microbiana asociada con enfermedad hepatica
no sélo son de carécter cualitativo, también se encuentran diferencias cuantitativas
comUnmente en pacientes con enfermedad hepatica cronica. Las técnicas tradicionales
de cultivo o PCR cuantitativa detectaron sobrecrecimiento bacteriano intestinal en el
intestino delgado, principalmente en pacientes con enfermedad hepatica cronica o
cirrosis. (409)

Tradicionalmente, la investigacion se ha centrado en una disfuncién de la
barrera intestinal y la translocacion bacteriana como una de las principales
interacciones entre el intestino y el higado.

La microflora intestinal es una fuente para varios hepatotoxinas y PAMPSs,
incluyendo LPS. La interrupcién de la barrera mucosa facilita la translocacion de estas
moléculas desde el lumen intestinal al higado. EIl concepto de translocacion bacteriana
estd bien establecido en pacientes con enfermedad hepatica terminal y se ha asociado

con infecciones como la peritonitis bacteriana espontanea. La permeabilidad intestinal,

98



Estudio de la Microbiota Intestinal en pacientes con Sindrome Metabdlico y
Enfermedad Hepética Grasa No Alcohdlica.

segun la evaluacion de la excrecion urinaria de polietilenglicol después de la
administracion oral, es mayor en pacientes cirroticos que en los controles sanos. (410)

El aumento de la permeabilidad intestinal a menudo implica una interrupcion de
las uniones estrechas. La expresion de proteinas duodenales de las uniones estrechas,
ocludina y claudina-1 es menor en los pacientes con cirrosis que en los controles sanos
y se correlaciona inversamente con los niveles de endotoxina sistémicos. (411)

Marcadores plasmaticos de necrosis del enterocito (acido graso intestinal unido a
proteinas), la translocacion microbiana (LPS) y la activacion de los monocitos (CD14)
se incrementan en las personas con infeccion cronica por hepatitis B o C. Ademas, el
grado de respuesta del huésped a LPS, reflejado mediante el nivel de CD14, se
correlaciona con la inflamacion hepética (IL-6), lo que permite distinguir a los
individuos con fibrosis grave (cirrosis) por asociarse con la progresion de la enfermedad
hepética. La activacion del sistema inmune del huésped por translocacién bacteriana
acelera la fibrogénesis y la progresion clinica de la enfermedad hepética viral. (412)

Los mecanismos moleculares que conducen al fracaso y la alteracion de la
barrera intestinal en las primeras etapas de la enfermedad hepatica, son poco conocidos.
La inflamacion intestinal es un factor determinante de la mediacion de una disfuncion
de la barrera intestinal en la enfermedad hepética experimental. Los inflamosomas son
complejos multiproteicos citoplasmaticos compuestos por la unién de nucleétidos y
proteinas de repeticion ricas en leucina (NLRP).

Los inflamosomas son sensores de PAMPs enddgenos o exdgenos y de patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs) que estimulan a citoquinas proinflamatorias
tales como pro-IL-1p y pro-1L-18. Consecuente a la translocacion microbiana existe una
mayor acumulacién de productos bacterianos tales como LPS y ADN bacteriano en la
vena porta. Estos productos bacterianos estimulan los receptores TLR 4 y TLR9,
respectivamente, lo que lleva a una mayor expresion hepatica del TNF, que a su vez
conduce a la progresion de NAFLD hacia NASH.

En definitiva, la disbiosis puede afectar a la homeostasis intestinal, causando la
inflamacion intestinal con translocacion microbiana posterior y progresion de la
enfermedad hepatica, pero también hay evidencias de que un sistema inmune de la
mucosa comprometido contribuye a la disbiosis y la translocacion bacteriana.

Como se ha comentado previamente, el microbioma puede verse afectado por

influencias tales como la dieta, las enfermedades, el uso de medicamentos incluidos
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antibidticos y el sistema inmune del huésped. Estas complejas interacciones no sélo son
guiadas por PAMPs bacterianas, sino tambien a traves de metabolitos tales como la
colina o los &cidos biliares. La colina, un componente fosfolipido de la membrana
celular que juega un papel crucial en el transporte de lipidos en el higado. (413) La
microbiota intestinal estd implicada en el metabolismo de la colina mediante la
produccion de enzimas que catalizan la colina en metilaminas, potencialmente
inductoras de inflamacién cuando son absorbidas por el higado. (414)

Por ultimo, destacar que, curiosamente, los niveles de etanol en sangre fueron
significativamente mayores en los pacientes con NASH que en los individuos sanos y
los pacientes obesos. Los autores especulan que el microbioma intestinal y quizas
Escherichia contribuyen a la produccion endégena de alcohol. (415)

1.3.7. METODOS DE ESTUDIO DE LA MICROBIOTA

INTESTINAL.

1.3.7.1.  Métodos tradicionales directos.
Tradicionalmente el estudio de la microbiota intestinal se ha abordado
fundamentalmente a través del cultivo de los microorganismos y en su identificacién
mediante pruebas fenotipicas clasicas: morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas. El
cultivo de la microbiota fecal en medios selectivos y diferenciales es en apariencia el
método mas simple y directo, sin embargo, no posee una alta fiabilidad debido a la
existencia de bacterias no cultivables. El 99% de las bacterias del contenido fecal son
anaerobias estrictas y muchas de ellas extremadamente sensibles al oxigeno, lo que
obliga a procurar estrictas condiciones reductoras durante el procesado y el cultivo.

El andlisis directo mediante recuento microscopico suele ser complementario
para controlar la eficacia de la metodologia de cultivo. Sin embargo, presenta el
inconveniente de que no proporciona informacion de la diversidad microbiana y los
recuentos pueden también infravalorarse si las bacterias tienden a unirse y formar
grumos.

1.3.7.2.  Métodos tradicionales indirectos.
Consisten basicamente en el estudio del metabolismo bacteriano. El principio se basa en
la estimacion de la microbiota intestinal mediante el analisis y la cuantificacion de sus
metabolitos o ciertas actividades enzimaticas. Se pueden estudiar metabolitos como los
acidos grasos volatiles o productos del metabolismo de los acidos biliares mediante

técnicas cromatograficas, o actividades enzimaticas de origen microbiano como las
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glicosidadas o las reductasas. Estos métodos de estudio presentan el inconveniente de
que muchas actividades enziméticas no son especificas de un microorganismo o de un
grupo bacteriano concreto; a lo que hay que afadir la existencia, en ocasiones, de una
gran variabilidad o plasticidad metabdlica en las especies.

1.3.7.3.  Métodos moleculares.
La aplicacion de herramientas de genética molecular independientes de cultivo ofrece
un gran potencial en la identificacion, cuantificacion y tipificacion de los
microorganismos del TGI. (416) (417) (418)

Los acidos nucleicos y las proteinas son macromoléculas comunes a todos los
seres vivos que cambian con el tiempo. Por ello, pueden considerarse como
crondmetros moleculares o documentos de la historia evolutiva. ElI 16S ARN
ribosomico (ARNr) es la macromolécula mas ampliamente utilizada en estudios de
filogenia y taxonomia bacteriana.

1.3.7.3.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
El andlisis de la secuencia de fragmentos del gen 16S ARNr de distintos grupos
filogenéticos reveld un hecho adicional de gran importancia practica: la presencia de
una 0 mas secuencias caracteristicas que se denominan oligonucleétidos firma. Se trata
de secuencias especificas cortas que aparecen en todos o en la mayor parte de los
miembros de un determinado grupo filogenético, y nunca, o s6lo raramente, estan
presentes en otros grupos, incluidos los méas préximos. Por ello, los oligonucledtidos
firma pueden utilizarse para ubicar a cada bacteria dentro de su propio grupo. (419)

El 16S ARNTr presenta una serie de caracteristicas (Figura 15), en base a las
cuales fue considerado por Woese como cronémetro molecular definitivo (420):

1. Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las
bacterias actuales. Constituye, por tanto, una diana universal para
su identificacion.

2. Su estructura y funcién han permanecido constantes durante un
tiempo muy prolongado, de modo que las alteraciones en la
secuencia reflejan probablemente cambios aleatorios.

3. Los cambios ocurren de manera suficientemente lenta como para
aportar informacion acerca de todos los procariotas a lo largo de

toda la escala evolutiva.
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4. El tamafio relativamente largo, 1500 nt, minimiza las
fluctuaciones estadisticas.

5. La conservacion en estructura secundaria puede servir de ayuda
en las comparaciones, aportando una base para el alineamiento
preciso.

6.  Dado que resulta relativamente fécil secuenciar los fragmentos de
16S ARNr, existen bases de datos amplias en continuo

crecimiento.

Una vez determinada la secuencia de nucledtidos y establecidas las
comparaciones, serd el grado de similitud entre las secuencias de 16S ARNr de dos

bacterias lo que indique su relacion evolutiva.

Figura 15. Representacion del gen 16S ARNTr con sus regiones variables (v) y conservadas (c).

La amplificacion del 16S ARNr se realiza en un termociclador (aparato que va a
mantener la temperatura necesaria en cada una de las etapas que conforman un ciclo),
gracias a la reaccion en cadena de la polimerasa. Esta técnica fue descrita por primera
vez por Saiki y colaboradores y posteriormente perfeccionada por Mullis en el afio
1987. (421) Existen distintos tipos de PCR:

1. PCR convencional

Se lleva a cabo en un termociclador estdndar y se utiliza para la identificacion de
microorganismos a partir de muestras clinicas o cultivo. Una vez el producto haya sido
amplificado, este debera secuenciarse en algunos de los sistemas ya conocidos. (422)

2. PCR en tiempo real (PCR-RT)

La PCR-RT ha revolucionado la forma de diagnosticar los patdgenos humanos en los

laboratorios de microbiologia clinica. (423) (424) Este método combina la quimica de la
PCR con la deteccion de la fluorescencia liberada por el producto amplificado en el
mismo recipiente en el que ha tenido lugar la reaccion. La deteccion del producto
amplificado en la PCR tiene lugar en pocas horas, por lo que es un método de deteccién

mucho mas rapido que la PCR convencional. (425)
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La PCR-RT tiene una sensibilidad y especificidad equivalente a la PCR
convencional combinada con el Southern blot. Ademés, como los pasos de
amplificacion y deteccion de los acidos nucleicos son llevados a cabo en el mismo
recipiente de reaccion, el riesgo de contaminacion del posterior analisis es menor
comparado con los métodos basados en PCR convencional. La PCR-RT requiere menos
pasos Yy es una técnica méas simple para llevar a cabo que la PCR convencional. (425)

Existen varios métodos para la deteccion de los &cidos nucleicos, pero solo
describiremos la técnica que usa SYBR Green.

SYBR Green es un fluoréforo (molécula que emite fluorescencia) que actua
como agente intercalante del ADN que sirve para detectar la acumulacién de cualquier
producto de ADN de doble cadena. Tras la formacion del producto de ADN
amplificado, numerosas moléculas de este fluoréforo se unen al producto formado y
emiten una intensa sefial de fluorescencia que es facilmente detectado por el sistema.
(426)

1.3.7.4. Metagendmica

En los ultimos afios, el rapido desarrollo de las técnicas de secuenciacion de Ultima
generacion ha permitido secuenciar un gran nimero de taxones mediante el gen 16S
ARNr de bacterias no cultivables. Estas técnicas evitan el paso previo por
procedimientos basados en la clonacion y/o cultivo, que antes eran necesarios, con sus
sesgos asociados, permitiendo que las comunidades microbianas puedan ser
investigadas con una mayor resolucion e identificando taxones que son menos
abundantes. (427)

Trabajos basados en técnicas de alto rendimiento para el estudio de la
composicion microbiana han usado la tecnologia de la pirosecuenciacion con el sistema
454 Life Science (428) y la secuenciacion masiva mediante el sistema Illumina. (429)

1.3.8. TRATAMIENTO
Los prebidticos son ingredientes alimenticios no asimilables por nuestro organismo que
promueven la proliferacion selectiva de bacterias intestinales beneficiosas. (430)
Los probioticos (431) son un preparado o producto que contiene microorganismos
definidos, viables y en nimero suficiente para modificar la microbiota de un ecosistema
del hospedador ejerciendo como consecuencia efectos beneficiosos sobre la salud.
En la actualidad existe en el mercado una importante y variada oferta de productos

suplementados con prebidticos y/o probidticos. El principal vehiculo de administracién
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de éstos son los productos lacteos, especialmente las leches fermentadas, aunque se
pueden encontrar en muchos otros productos como helados, quesos, embutidos, zumos e
incluso bizcochos, chocolate o cereales.

Diferentes autores han cuestionado: a) la eficacia de prebidticos, probiodticos o su
combinacion (simbiotico); b) la eficacia de probidticos compuestos de una sola cepa, de
una sola especie o de varias especies, y c) la eficacia de microorganismos aislados del
mismo o de otro tipo de hospedero.

La trasplantacion de microbiota fecal, terapia fecal o microbioterapia fecal consiste en
la introduccién de heces de un individuo sano en el tracto Gl de otro individuo para
curar una enfermedad especifica, en particular la infeccion por Clostridium difficile.
(432) Existe también evidencia del potencial de la microbioterapia fecal para curar Ell y
otras enfermedades. (433) (434)
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2. Hipotesis & Objetivos
2.1. HIPOTESIS

Esta claramente establecida la relacion entre higado graso y sindrome metabdlico.

El sindrome metabdlico es un conjunto de alteraciones que identifican a los
sujetos en riesgo de desarrollar diabetes y/o enfermedades cardiovasculares. Por su
parte, la enfermedad hepética grasa no alcohdlica se define como un trastorno de causa
primaria cuya principal caracteristica es el acimulo de grasa en el higado. Dos
componentes principales del sindrome metabdlico, la glucosa y los triglicéridos, se
producen en exceso por el higado graso. Es el higado, por tanto, un determinante clave
de anormalidades metabolicas. Tanto la prevalencia del sindrome metabdlico como de
la enfermedad hepética grasa no alcohdlica aumenta con la obesidad. Determinados
patrones dietéticos como el consumo excesivo de azlcares simples o la inactividad
fisica son factores importantes en ambos trastornos.

El emergente campo de la metabolomica tiene el potencial de proporcionar
nuevas herramientas de diagndstico de enfermedad hepéatica grasa no alcoholica.
OWL Iver test estd basado en investigacion metabolomica y, recientemente desarrollado,
aporta informacion util para diferenciar a los individuos que presentan esteatosis
hepética no complicada de aquellos con esteatohepatitis.

Estudios previos han sugerido que la microbiota juega un papel importante en la
patogenia de trastornos hepaticos tales como la encefalopatia hepatica y/o la peritonitis
bacteriana espontéanea.

Por otro lado, existen datos que apoyan el papel de la microbiota intestinal tanto
en la regulacion de la homeostasis energética como en el desarrollo de trastornos
metabolicos tales como la resistencia a la insulina o la diabetes tipo 2.

En base a lo anterior, la hip6tesis del presente trabajo es:

Existe una relacion entre el patrén inflamatorio hepatico (OWLIver Test) en
los pacientes con esteatosis hepatica y/o sindrome metabdlico que pudieran estar en
relacion con los datos clinicos (patron dietético, actividad fisica y composicién
corporal) y analiticos relacionados con el sindrome metabdlico y los diferentes

patrones de microbiota.
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2.2. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es profundizar en el conocimiento de los diferentes
patrones de inflamacién (OWLIver Test), la composicion y diversidad de la microbiota
intestinal y la presencia de sindrome metabdlico. Para ello y tras clasificar a los
participantes a estudio en 3 grupos; esto es:

1. Sujetos con sindrome metabdlico y enfermedad hepatica grasa no

alcoholica.

2. Sujetos con sindrome metabolico sin enfermedad hepatica grasa no
alcoholica.

3. Sujetos con enfermedad hepética grasa no alcohdlica sin sindrome
metabdlico.

Establecemos como objetivos mas concretos:

» Describir las caracteristicas antropométricas de la poblacion global a estudio y
establecer las diferencias existentes entre los 3 grupos seleccionados.

» Mostrar las caracteristicas analiticas relacionadas con la presencia de sindrome
metabolico y/o enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en cada colectivo de
sujetos evaluados.

» Valorar los resultados de la evaluacion clinico-ecogréfica del patron esteato-
inflamatorio de cada grupo de individuos estudiados.

« Evaluar los diferentes componentes del sindrome metabdlico en cada conjunto
de participantes.

» Describir el patron de adherencia a la dieta mediterrdnea en cada grupo de
individuos descrito.

« Evaluar el patron de ejercicio fisico y sedentarismo en los diferentes colectivos
propuestos.

« Estudiar el patron esteato-inflamatorio hepatico evaluado segin OWLIver Test
en cada uno de los grupos fenotipicos estudiados.

« Evaluar la relacién, si existiese, entre la microbiota intestinal y el patrén de
inflamacion.

» Evaluar la posible asociacion de la microbiota intestinal con el patron de

adherencia a la dieta mediterranea, el ejercicio, y la composicion corporal.
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3. Material y Métodos

3.1. DISENO Y SUJETOS DEL ESTUDIO
3.1.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional transversal para comprobar la relacion existente
entre el patron de microbiota intestinal, el grado de esteatosis-inflamacion hepética y el

sindrome metabdlico.

3.1.2. SUJETOS DEL ESTUDIO
Este estudio se lleva a cabo en el Hospital Comarcal de la Axarquia (Vélez Malaga) en
un grupo de sujetos que acudieron a realizarse una ecografia abdominal, procedentes
tanto del &mbito de atencion primaria como especializada, o0 a revision en consulta de
Medicina Interna. Se reclutan sujetos diagnosticados de higado graso segun los criterios
ecogréficos habituales con o sin criterios de sindrome metabdlico y también aquellos sin
higado graso pero con criterios diagndsticos de sindrome metabdlico segun IDF 2005.
El periodo de estudio incluye los afios 2014 y 2015.

Los participantes incluidos son de origen caucasico, tienen entre 18-65 afios y
fueron debidamente informados, solicitando a todos ellos el consentimiento informado
(Anexo ) de acuerdo con la normativa del Comité Etico.

Los criterios de exclusion fueron:

» Ingesta alcoholica habitual (méas de 3 unidades de bebidas alcoholicas estandar

al dia en hombres y 2 en mujeres).

* Ingesta en las ultimas 4 semanas previas a la toma de muestras de dieta
hipocalérica o farmacos que puedan alterar la microbiota: antibidticos,
glucocorticoides, inhibidores de la calcineurina, agentes bioldgicos, tratamiento

antineoplasico, solucién evacuante, prebiéticos, probioticos.

» Haber sido sometidos en las ultimas 4 semanas a pruebas diagndsticas con

contrastes yodados.

» Hepatopatia no alcohdlica secundaria, esto es: hepatopatias virales, enfermedad
de Wilson, hepatopatia autoinmune, déficit de alfalantitripsina, enfermedad
celiaca, farmacos (corticoides, estrogenos, tamoxifeno, amiodarona, diltiazem,

sulfasalazina, espironolactona, metrotexato, naproxeno, antirretrovirales),
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procedimientos quirdrgicos que conlleven una pérdida de peso intensa, nutricion

parenteral total y tirosinemia.
» Enfermedad inflamatoria intestinal o diarrea crénica.
» Antecedentes de neoplasia maligna gastrointestinal o poliposis.

El estudio transversal se realiza en 48 sujetos. Estos sujetos se clasifican en 3 grupos:
» Pacientes con enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (NAFLD) diagnosticados
mediante criterios ecogréficos habituales y criterios de sindrome metabdlico
segun IDF 2005.

» Pacientes con NAFLD diagnosticados mediante criterios ecograficos habituales

sin sindrome metabdlico.

» Pacientes sin criterios ecograficos de NAFLD, pero con criterios de sindrome
metabolico segun IDF 2005.
3.2. VARIABLES DEL ESTUDIO

3.2.1. VARIABLES ANTROPOMETRICAS
A todos los sujetos incluidos en el estudio se les mide una serie de variables

antropomeétricas, las cuales se encuentran recogidas en la Tabla M-1.

Tabla M-1. Datos clinicos y antropometricos medidos en los sujetos del estudio.

Edad Afios
Talla m
Indice de masa corporal Kg/m?
Cintura cm
Metabolismo basal Kcal
Impedancia Q
Masa grasa Kg; %
Masa magra Kg
Agua total Kg
Tension arterial mmHg

3.2.2. VARIABLES EN RELACION CON NAFLD
3.2.2.1. Parametros analiticos
= GOT-AST medido en U/L: Valor normal 8-45
= GPT- ALT medido en U/L: Valor normal 14-62
= GGT medido en U/L: Valor normal 12-78
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= Fosfatasa Alcalina medida en U/L: Valor normal 45-117.
= Segun el patron de perfil hepatico se clasifica en:

+ Patr6n normal

+ Patron citolisis: Elevacion AST/ALT

» Patrén colestasis: Elevacion GGT/FA

» Patrén mixto de citolisis-colestasis.

=  OWLlIver test distingue 3 grados de afectacion hepética grasa que corresponden
a las 3 variables a estudio:
* No NAFLD: No esteatosis
* NAFLD: Esteatosis
* NASH: Esteatohepatitis
3.2.2.2.  Paradmetros ecograficos
Segun los criterios ecograficos habituales, se distinguen 4 grados de intensidad de
depdsito de grasa en el higado que corresponden a las 4 variables a estudio:
= No esteatosis
= Esteatosis leve: el higado es levemente hiperecogénico.

= Esteatosis moderada: el parénquima hepatico es mas ecogénico y existe una

ligera disminucion de la visualizacion de los vasos intrahepaticos.

= Esteatosis severa: la ecogenicidad estd muy aumentada, lo que produce un

higado muy brillante, y existe una visualizacion muy pobre de los vasos
intrahepaticos.
3.2.3. VARIABLES EN RELACION CON SM
3.2.3.1.  Parametros analiticos
=  Glucemia basal medida en mg/dl: Valor normal 70-110.
= HbAlc medida en %: Valor normal 4-6.
» Insulina basal medida en plU/ml: Valor normal 5-25
= Péptido C medido en ng/ml: Valor normal 1.1-4.4
= HDL- Colesterol medido en mg/dl: Valor normal 31-77
= Triglicéridos medidos en mg/dl: Valor normal 30-200
3.2.3.2.  Parametros diagndsticos
Segun si cumple o no criterios diagnosticos de SM IDF 2005, se valoran las
siguientes variables:
»  Glucemia >100/dl
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= DM establecida
= TA >130/85 mmHg
=  HDL-Colesterol (< 40 mg/dl en hombres vy < 50 mg/dl en mujeres)

= Triglicéridos >150 mg/dI
3.24. VARIABLES EN RELACION CON ADHERENCIA A LA
DIETA MEDITERRANEA
Para la recogida de las variables de cada paciente se utilizd el cuestionario de

adherencia a la dieta mediterranea. (Anexo I1)
3.25. VARIABLES EN RELACION CON EJERCICIO FISICO
Para la recogida de las variables de cada paciente se utilizd el cuestionario IPAQ-FS.
(Anexo I11)
3.26. VARIABLES EN RELACION CON MICROBIOTA
INTESTINAL.
Se estima la abundancia relativa (RQ) de 4 filos bacterianos:
= Bacteroidetes
= Firmicutes

= Actinobacterias

= Fusobacterias

3.3. INSTRUMENTACION

3.3.1. OBTENCION DE MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
Todas las mediciones de talla se realizaron con el mismo tallimetro (Marca Seca,

modelo 713). Del mismo modo, todas las medidas de composicion corporal se
realizaron con el mismo impedanciémetro (Marca Tanita modelo TBF-300).
3.3.2. OBTENCION DE IMAGENES ECOGRAFICAS
Todas las ecografias se realizaron con el mismo ecografo (Marca Aloka Modelo
Prosound Alpha 6).
3.3.3. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS
3.3.3.1.  Muestras de sangre en ayunas
A todos los sujetos se les realiza una extraccion de sangre tras un ayuno de 10-12 horas.
3.3.3.2.  Muestras de heces
Cada muestra de heces se recogié en un frasco estéril de boca ancha y cierre hermético,

evitando la contaminacion de la misma con orina, sangre y/o agua.
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Se traslado la muestra al laboratorio en un maximo de 24 hs posteriores a su
recogida, conservando hasta ese momento el frasco refrigerado en nevera a 4°C. Una
vez en el laboratorio y hasta su posterior anlisis, fueron conservadas a — 80°C.

3.3.4. DETERMINACION DE VARIABLES BIOQUIMICAS
La sangre se centrifuga a 4000 rpm, obteniéndose suero y plasma, los cuales son
alicuotados y congelados a — 80°C hasta la realizacion de los analisis respectivos.

La determinacion de la glucosa, colesterol, colesterol- HDL, triglicéridos y &cido
urico se realizan por métodos enzimaticos estandar (Dimension Vista, Siemens
Diagnostic Healthcare).

La insulina se mide en suero por radioinmunoensayo (IRMA) (Biosource Europe
S.A., Belgica) con una reaccién cruzada de proinsulina del 0.3%.

La HbAlc se determina en autoanalizador Cobas Integra 700 (Roche
Diagnostics), mediante método inmunoturbidimétrico para sangre completa hemolizada
anticoagulada y referida al método NGSP utilizado en los estudios.

3.3.5. DETERMINACION DE VARIABLES METABOLOMICAS
De cada muestra de sangre se destinan 200 ul de suero para realizar OWLIver Test. El
envio de las muestras al laboratorio OWL se realiza con hielo seco, para preservar la
muestra en todo momento.

Para obtener los metabolitos que forman parte del test OWLIver se realiza una
extraccion liquido-liquido que consiste en afiadir cloroformo/ metanol (2:1) a los sueros
junto con una solucion salina de cloruro de sodio y agitar en vortex unos segundos.
Posteriormente las muestras se incuban durante 1h a -20°C con el fin de favorecer la
precipitacion de las proteinas. Tras este paso, se evapora la muestra en un concentrador
evaporador y a continuacion, se reconstituye el extracto seco obtenido en
acetonitrilo/isopropanol. Finalmente se centrifuga y se trasfiere el sobrenadante a viales
de cromatografia para su inyeccion en el equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a espectrometria de masas.

Para controlar que el proceso ha funcionado correctamente se incluyen dos
muestras de control diferentes, que se distribuyen a lo largo del ensayo, conocidas como
control de calibracion y control de validacion. Estas muestras se utilizan para corregir
posibles diferencias dentro de un ensayo y/o entre ensayos, y para verificar que el

proceso ha sido optimo.
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Analisis UPLC-MS: Separacion y deteccion de metabolitos

Tras la etapa de extraccion de los metabolitos del suero, se determina la cantidad
de cada metabolito en las muestras mediante sistemas de cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masas que forman parte de la plataforma metabolomica de OWL.
Con esta técnica se realiza una separacion de los analitos en una columna
cromatogréfica y posteriormente se detectan en un espectrometro de masas de alta
resolucion, para obtener la masa exacta caracteristica de cada uno de los metabolitos.

La fase movil consiste una mezcla binaria formada por un disolvente A
(H20O/Acetonitrilo/10mM Formiato Amadnico) y un disolvente B
(Acetonitrilo/Isopropanol/10mM Formiato Amonico). La columna cromatogréafica
empelada es una UPLC BEH C18, 2,1x100 mm, 1,7 um trabajando a un caudal de 0,400
mL/min. La separacion cromatografica se obtiene mediante un gradiente lineal que
comienza en 40% de B hasta 100% B, seguido por una etapa de limpieza y un
reequilibrado de la columna para prepararla para la siguiente inyeccion.

El eluyente se introduce en el espectrometro de masas de alta resolucion (Xevo
G2 QToF, Waters Corp., Milford, MA) trabajando con ionizacién por electrospray en
modo positivo, con voltajes de capilar y cono de 3200V y 30V, respectivamente. El gas
de nebulizacién se fijo en 1000 L/h y la temperatura de la fuente en 120 °C.

Anélisis de datos

Una vez inyectadas las muestras en el espectrometro de masas se analizan los
datos para obtener las areas de los 44 metabolitos, todos ellos triglicéridos, que forman
el test OWLIver. Se integran las areas de todos los metabolitos y se comprueba que las
muestras de control de calibracion y control de validacion estan dentro de los
parametros de calidad previamente definidos. Tras la determinacion semicuantitativa de
los 44 metabolitos y junto con el IMC del paciente, se aplica un algoritmo matematico
que perite clasificar a los pacientes como higado no graso, esteatosis o esteatohepatitis.

3.3.6. DETERMINACION DE VARIABLES DEL MICROBIOMA.
La extraccion se realizo con el QlAamp DNA Kit Stool Mini Kit Handbook (Qiagen,
Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante a partir de 200 mg de
muestra fecal. El ADN fue cuantificado midiendo la absorbancia a 260 nm y la pureza
determinada con el ratio A260/A280, usando un espectrofotometro Nanodrop
spectrophotometer (NAnodrop Technologies, Wilmington, DE). Las muestras de ADN

se almacenaron a -20°C.
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La cuantificacion de la composicion bacteriana se realizd mediante PCR cuantitativa a
tiempo real.

Se utilizaron cebadores especificos (Tabla M-2) dirigidos a diferentes géneros
bacterianos basados en el ARNr 16S para caracterizar la microbiota fecal. Las PCR se
Ilevaron a cabo en un Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Darmstadt, Germany). Cada reaccion de PCR contenia 2,5 ng de DNA
fecal y 0,92 de cada primer (forward and reverse) a una concentracion de 10 nmol/pL
usando el PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), en un total de 10 pL. Las condiciones usadas en la reaccion fueron: 2
minutos a 50°C para la activacion de la UDG (uracil DNA glycosilasa); 2 minutos a
958C para la activacion de la polimerasa, 3 segundos por ciclo a 95°C de
desnaturalizacion y 30 segundos a 60°C para la hibridacidn/extension, durante 42 ciclos.

La especifidad de las reacciones de PCR se comprobaron en cada reaccion de
PCR por una curva de fusién (melting curve) con las siguientes condiciones: 15
segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C, 15 segundos a 95°C y 15 segundos a 60°C.

La abundancia relativa de cada filo se calculé usando la abundancia bacteriana
total como referencia para conseguir un valor preciso mediante la formula [abundancia

relativa=2 ~ (Ct del filo diana — Ct referencia)]

Tabla M-2. Cebadores utilizados en PCR-RT

Bacteroidetes | CATGTGGTTTAATTCGATGAT Guo et al,
AGCTGACGACAACCATGCAG (435)
Firmicutes ATGTGGTTTAATTCGAAGCA Guo et al,
AGCTGACGACAACCATGCAC (435)
Actinobacteria | CGCGGCCTATCAGCTTGTTG Stach et al,
CCGTACTCCCCAGGCGGGG (436)
Fusobacterias | CCCTTCAGTGCCGCAGT Friswell et al,
GTCGCAGGATGTCAAGAC (437)

3.4. ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS
Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS (version 11.5 para
Windows; SPSS, Chicago, IL).

Para el andlisis de los datos se ha realizado en primer lugar un analisis

univariante: estudio descriptivo de todas la variables implicadas que nos ha servido
tanto para conocer los valores entre los que se mueve cada una de ellas como para
descartar los posibles errores que hayamos podido cometer en la toma y/o carga de
datos (corrigiéndose en su caso).
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Posteriormente, para estudiar las relaciones entre las variables cualitativas
usamos la chi-cuadrado. Se han obtenido tablas de contingencia donde se han estudiado
las frecuencias/porcentajes en los cruces y obtenido el estadistico chi-cuadrado de
Pearson correspondiente.

Por altimo, para valorar los valores que las variables cuantitativas toman en cada
grupo, usamos la prueba de la t-student o el andlisis de la varianza de una via, en caso
de encontrar diferencias significativas se realizan las pruebas a posteriori para
determinar los pares de grupos que nos dan estas diferencias. En caso que no se
cumplan las condiciones de paramétricas, se usan las pruebas no paramétricas Mann-
Witney o Kruskall-Wallis, respectivamente.

En todas la pruebas, hemos considerado que se obtienen resultados significativos

cuando la p <0.05.
3.5. ASPECTOS ETICOS DEL ESTUDIO.

El proyecto se realiza siguiendo las Guias de Buenas Practicas Clinicas y la Declaracion

de Helsinki (Fortaleza, Brasil 2013). Se garantiza la confidencialidad de los datos segun
la Ley Organica de Proteccion de datos de Caréacter Personal 15/1999.

Toda la informacién se ha utilizado Unicamente para los fines resefiados.

Los datos que puedan identificar a los participantes se han mantenido de forma
separada e identificados por un codigo.

Todos los investigadores implicados en el proyecto se comprometen a cumplir
las normas necesarias para preservar la confidencialidad de la informacion facilitada por
los participantes.

El presente proyecto fue aprobado por el CEI Provincial de Malaga en la sesion
del 23/4/15.
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4. Resultados

Los sujetos que constituyeron el estudio se clasificaron de forma basal en 3 diferentes

categorias definidas segun cumplieran criterios diagndsticos IDF 2005 de SM, hallazgo
ecografico de esteatosis hepatica, 0 ambos.

4.1. VARIABLES ANTROPOMETRICAS Y BIOQUIMICAS

Las diferentes variables antropométricas y bioquimicas medidas en el estudio se

presentan en la Tabla R-1. En ella se recogen los resultados obtenidos tanto para el

total de pacientes como para cada categoria del estudio.

Tabla R-1. Variables antropométricas y bioquimicas basales

|
N (hombre/muijer)
Edad (afios) 50.6 + 8.8 51.0+9.0 51.1+94 49.5+8.6
Peso (Kg) 85.8+15.1 87.1+175 87.6+£9.6 81.9+138
Talla (m) 164.2 + 10.5 163.4 + 8.28 168.9+ 13.7 162.2+11.6
IMC (Kg/m?) 31.8+4.7 325+5.2 31.1+5.6 31.0+28
Cintura (cm) 101.0+£9.0 102.7+9.8 1005+ 8.7 98.0+2.0
Metabolismo basal 1669.2 + 278.7 1662.2 + 285.4 1742 £ 247.9 1626.9 + 298.1
(Kcal)
Impedancia (Q) 479,4 £ 62.9 485.0 +61.0 451.9 + 50.6 489.6 £ 72.9
Masa grasa (%0) 35.8+7.8 37.9+7.6 31.4+9.0 35.4+5.8
Masa grasa (Kg) 30.9+9.6 334+113 275+8.3 28.6 +4.8
Masa magra (Kg) 549+ 109 53.6 £ 10.1 60.17 £ 10.7 53.2+12.1
Agua total (Kg) 40.1+8.0 39.2+7.4 440+7.8 39.0+8.8
Glucosa basal 110.3+ 384 112.3+39.2 123.9+534 96.1+13.9
(mg/dl)
HbAlc (%0) 6.2+1.6 6.4+1.3 6.7+2.6 55+05%
Insulina basal 13.6+8.38 16.1+10.0 11.3+8.2 104+ 4.7
(HIU/ml)
Péptido C (ng/ml) 1.0+14 07+11 25+2.1 03+£02°%
Colesterol (mg/dl) 197.5+39.7 206.8 +40.4 181.0 + 46.8 192.4 +29.1
HDL-Colesterol 48.3+15.2 46.7 £ 16.4 39.1+6.7 58.4+12.0%
(mg/dl)
LDL-Colesterol 116.5+33.3 125.1+38.1 100.1+ 99 113.7+ 229
(mg/dl)
Triglicéridos 171.8+ 1235 182.0 £ 90.5 237.9 £ 207.2 101.3+44.4°%
(mg/dl)
GOT-AST (U/L) 33.5+23.7 39.6 £ 28.4 23.2+9.3 45+ 35.7
GPT-ALT (U/L) 349+236 35.0+£21.3 29.2+10.6 39.3+338
GGT (U/L) 50.9+92.9 68.0 £ 126.0 29.6 +15.2 34 +235
A.Urico (mg/dl) 58+1.7 56+15 6.9+25 5614
PCR (mg/L) 29+14 28+1.8 3.3+0.5 2714

4P <0.05: diferencias significativas entre los grupos.
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4.1.1. Edad
La edad media de la poblacion estudiada fue 50.6 + 8.8 afios. No hubo diferencias
significativas respecto a la edad en los sujetos en funcién de su clasificacion en SM y
NAFLD (51.0 + 9.0 afios), SM sin NAFLD (51.1 + 9.4 afios) y NAFLD sin SM (49.5 +
8.6 afos). (Figura R-1).

Figura R-1. Edad (afios) en el global de pacientes y clasificados segun categorias a estudio.
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4.1.2. Peso, indice de masa corporal, cintura.
El peso medio de la poblacion fue de 85.8 + 15.1 Kg. En sujetos SM y NAFLD, el peso
medio fue de 87.1 + 17.5 Kg; en aquellos con SM sin NAFLD fue 87.6 + 9.6 Kg y en
NAFLD sin SM fue 81.9 + 13.8 Kg. No se hallaron diferencias significativas. (Figura
R-2).

Figura R-2. Peso (Kg) en el global de pacientes y clasificados segun categoria a estudio
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De la misma forma, el IMC medio de la poblacion fue 31.8 + 4.7 Kg/m?; 325 + 5.2
Kg/m? en sujetos con SM y NAFLD, 31.1 + 5.6 Kg/m? en sujetos con SM sin NAFLD y
31.0 + 2.8 Kg/m? en sujetos NAFLD sin SM. Los IMC medio de los grupos no
mostraron diferencias significativas. (Figura R-3).
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Figura R-3. indice de masa corporal (IMC) (Kg/m2) en el global de pacientes y clasificados segun
categoria a estudio.
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El perimetro medio de la cintura de la poblacion fue de 101.0 £ 9.0 cm. En sujetos SM y
NAFLD, el perimetro medio fue de 102.7 £ 9.8 cm; en aquellos con SM sin NAFLD fue
100.5 = 8.7 cm y en NAFLD sin SM fue 98.0 £ 7.39 cm. No se hallaron diferencias
significativas. (Figura R-4).

Figura R-4. Perimetro de la cintura (cm) en el global de pacientes y clasificados segln categoria a

estudio.
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4.1.3. Metabolismo basal, impedancia, masa grasa,
masa magra, agua total.

El metabolismo basal medio de la poblacién fue de 1669.2 + 278.7 Kcal. En sujetos SM
y NAFLD, el metabolismo basal medio fue de 1662.2 + 285.4 Kcal; en aquellos con SM
sin NAFLD fue 1742.0 £ 247.9 Kcal y en NAFLD sin SM fue 1626.9 + 298.1 Kcal. No

se hallaron diferencias significativas. (Figura R-5).
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Figura R-5. Metabolismo basal (Kcal) en el global de pacientes y clasificados segln categoria a estudio.
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El valor medio de impedancia de la poblacion global fue 479.4 + 62.9 Q; 485.0 = 61.0
Q en sujetos con SM y NAFLD, 451.9 £ 50.6 Q en sujetos con SM sin NAFLD y 489.6
+ 72.9 Q en sujetos NAFLD sin SM. El valor medio de impedancia de los grupos no

mostrd diferencias significativas. (Figura R-6).

Figura R-6. Impedancia () en el global de pacientes y clasificados segun categoria a estudio.
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La masa grasa media de la poblacion fue de 30.9 + 9.6 Kg. En sujetos SM y NAFLD, la
masa grasa media fue de 33.4 + 11.3 Kg; en aquellos con SM sin NAFLD fue 27.5 £
8.3Kg y en NAFLD sin SM fue 28.6 + 4.8 Kg. No se hallaron diferencias significativas.
(Figura R-7).
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Figura R-7. Masa grasa (Kg) en el global de pacientes y clasificados segln categoria a estudio.
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La masa magra media de la poblacion fue de 54.1 + 10.9 Kg. En sujetos SM y NAFLD,
la masa magra media fue de 53.6 £ 10.1 Kg; en aquellos con SM sin NAFLD fue 60.1 £
10.7 Kg y en NAFLD sin SM fue 53.2 £ 12.1 Kg. No se hallaron diferencias
significativas. (Figura R-8).

Figura R-8. Masa magra (Kg) en el global de pacientes y clasificados segun categoria a estudio.
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El agua total media de la poblacién fue 40.1 + 8.0 Kg; 39.2 + 7.4 Kg en sujetos con SM
y NAFLD, 44.0 £ 7.8 Kg en sujetos con SM sin NAFLD y 39.0 + 8.8 Kg en sujetos
NAFLD sin SM. El agua total media de los grupos no mostrd diferencias significativas.
(Figura R-9).
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Figura R-9. Agua total (Kg) en el global de pacientes y clasificados segun categoria a estudio.
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4.1.4. Glucosa basal

La poblacion global tenia unos niveles medios de glucosa basal de 110.3 + 38.4 mg/dl.
Aquellos con SM y NAFLD presentaron niveles de glucosa basal de 112.3 + 39.2
mg/dl, los sujetos con SM sin NAFLD 123.9 + 53.4 mg/dl y los sujetos NAFLD sin SM
presentaron niveles de glucosa basal por debajo de 100 mg/dl (96.1 £ 13.9 mg/dl), sin
diferencias estadisticamente significativas. (Figura R-10).

Figura R-10. Glucosa basal (mg/dl) en el global de pacientes y clasificados segin categoria a estudio.
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4.1.5. Hemoglobina Glicosilada (HbA1c)

El valor medio de HbAlc de la poblacion fue de 6.2 + 1.6%. Aquellos con NAFLD sin
SM presentaron niveles de HbA1c por debajo del 6% (5.5 = 0.5 %), significativamente
mas bajos que el grupo de SM y NAFLD (6.4 £ 1.3 %) y del grupo de SM sin NAFLD
(6.7 £ 2.6 %). (Figura R-11).
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Figura R-11. HbAlc (%) en el global de pacientes y clasificados segln categoria a estudio.

HbAlc (%)

Global SMy SM sin NAFLD sin
NAFLD NAFLD SM

4.1.6. Insulina basal.
En la poblacion global los niveles medios de insulinemia fueron 13.6 £+ 8.8 plU/ml. Los
valores de insulina mas bajos los encontramos en el grupo NAFLD sin SM (10.4 + 4.7
plU/ml), pero sin diferencias significativas respecto al grupo SM y NAFLD (16.1 +
10.0 plU/ml) ni respecto al grupo SM sin NAFLD (11.3 + 8.2 plU/ml). (Figura R-12).

Figura R-12. Insulina basal (uIU/ml) en el global de pacientes y clasificados seglin categoria a estudio.

Insulina basal (uIU/ml)
20
15
10
5
0
Global SMy SMsin NAFLD sin
NAFLD NAFLD SM

4.1.7. Péptido C
El péptido C medio de la poblacion fue de 1.0 £ 1.4 ng/ml. El péptido C
significativamente mas bajo lo encontramos en sujetos NAFLD sin SM (0.3 £ 0.2
ng/ml), respecto a sujetos SM y NAFLD (0.7 + 1.1 ng/ml); y sujetos SM sin NAFLD
(2.5 £ 2.1 ng/ml). (Figura R-13).
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Figura R-13. Péptido C (ng/ml) en el global de pacientes y clasificados segun categoria a estudio.
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4.1.8. Colesterol

Los niveles medios de colesterol en la poblacion global fueron de 197.5 + 39.7 mg/dl,
sin diferencias entre los sujetos SM y NAFLD (206.8 = 40.4 mg/dl); SM sin NAFLD
(181.0 £ 46.8 mg/dl) y NAFLD sin SM (192.4 = 29.1 mg/dl). (Figura R-14).

Los niveles de HDL-colesterol de la poblacion global fueron 48.3 + 15.2 mg/dl;
siendo los valores del grupo NAFLD sin SM significativamente mas altos (58.4 + 12.0
mg/dl) que los del grupo SM y NAFLD (46.7 = 16.4 mg/dl) y SM sin NAFLD (39.1 £
6.7 mg/dl). (Figura R-14).

Los niveles LDL-colesterol (Global: 116.5 + 33.3 mg/dl; SM y NAFLD: 125.1 +
38.1 mg/dl y SM sin NAFLD: 100.1 £+ 28.2 mg/dl) no mostraron diferencias

significativas entre los grupos. (Figura R-14)
Figura R-14. Niveles de colesterol (mg/dl), HDL-colesterol (mg/dl) y LDL-colesterol

(mg/dl) en el global de pacientes y clasificados segln categoria a estudio.

m Colesterol total (mg/dl) m HDL-Colesterol (mg/dl) m LDL-Colesterol (mg/dl)
250

200

150

100

50

Global SMyNAFLD SMsin NAFLD NAFLD sin SM

128



Estudio de la Microbiota Intestinal en pacientes con Sindrome Metabdlico y
Enfermedad Hepética Grasa No Alcohdlica.

4.1.9. Triglicéridos
Los valores medios de triglicéridos en la poblacion global fueron de 171.8 + 123.5
mg/dl. Los SM sin NAFLD presentan unos niveles significativamente superiores (237.9
+ 207.2 mg/dl) que los SM y NAFLD y NAFLD sin SM (182.0 £ 90.5 mg/dl vs. 101.3
+ 44.4 mg/dl). (Figura R-15).

Figura R-15. Triglicéridos (mg/dl) en el global de pacientes y clasificados segun categoria a estudio.
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4.1.10. Acido urico
La media de acido urico fue 5.8 + 1.7 mg/dl, sin diferencias entre grupos (SM y
NAFLD: 5.6 £ 1.5 mg/dl; SM sin NAFLD: 6.9 + 2.5 mg/dl y; NAFLD sin SM: 5.6 + 1.4
mg/dl). (Figura R-16).

Figura R-16. Acido Urico (mg/dl) en el global de pacientes y clasificados seglin categoria a estudio.
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4.1.11. Proteina C Reactiva
El valor medio de PCR fue 2.9 + 1.4 mg/L, sin diferencias entre grupos (SM y NAFLD:
2.8 + 1.8 mg/L; SM sin NAFLD: 3.3 £ 0.5 mg/L y; NAFLD sin SM: 2.7 £ 1.4 mg/L).
(Figura R-17).

Figura R-17. PCR (mg/dl) en el global de pacientes y clasificados segun categoria a estudio.
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4.1.12. Aspartato aminotransferasa (AST), Alanina
aminotransferasa (ALT), Gamma-glutamil
transpeptidasa (GGT)

Los niveles medios de AST en la poblacién global fueron de 33.5 £ 23.7 U/L, sin
diferencias entre los sujetos SM y NAFLD (39.6 = 28.4 U/L); SM sin NAFLD (23.2 +
49.3 U/L) y NAFLD sin SM (45 + 35.7 U/L). (Figura R-18).

Los niveles medios de ALT de la poblacién global fueron 34.9 + 23.6 U/L; los
del grupo SM y NAFLD (35.0 + 21.3 U/L); los del grupo SM sin NAFLD (29.2 + 10.6
mg/dl) y los del grupo NAFLD sin SM (39.3 = 33.8 mg/dl). No hubo diferencias
significativas. (Figura R-18).

Los niveles medios de GGT de la poblacion fueron 50.9 + 92.9 U/L; 68.0 +
126.0 U/L en sujetos con SM y NAFLD, 29.6 + 15.2 U/L en sujetos con SM sin
NAFLD y 34.0 + 23.5 U/L en sujetos NAFLD sin SM. El valor medio de GGT de los

grupos no mostrd diferencias significativas. (Figura R-18).
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Figura R-18. Niveles de AST (U/L), ALT (U/L) y GGT (U/L) en el global de pacientes y clasificados
segln categoria a estudio.
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4.2. VARIABLES EN RELACION CON NAFLD

4.2.1. Patron de transaminasas.

Si valoramos las concentraciones plasméticas de las enzimas hepaticas en funcién del
patron de comportamiento (normal, colestasis, citolisis 0 mixto), observamos que no

existen diferencias significativas entre los grupos (Tabla R-2) (Figura R-19).

Tabla R-2. Patrén de transaminasas en el global de pacientes y clasificados segin categoria a estudio.

Patrén normal 30 62.5 | 13 52 | 9 90 | 8 61.5
Patron colestasis | 3 6.3 |3 12 | 0 0 0 0

Patrén citolisis 5 104 | 2 8 1 10 | 2 15.4
Patron mixto 10 208 | 7 28 | 0 0 3 23.1

Figura R-19. NUmero de pacientes (N y %) segln patron de transaminasas, clasificados segun categoria a
estudio.

mP.normal mP.colestasis mP. citolisis ®P. mixto

15 52%

15.4% 23.1%

SMy NAFLD SM sin NAFLD NAFLD sin SM
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4.2.2. Ecografia de abdomen
Si valoramos los hallazgos ecogréficos en funcién del patrén de severidad (no
esteatosis, esteatosis leve, esteatosis moderada o esteatosis grave), observamos que la
presencia de esteatosis severa es mas frecuente en el grupo SM y NAFLD respecto al
grupo NAFLD sin SM; del mismo modo, la esteatosis leve es mas frecuente en el grupo
NAFLD sin SM que en el grupo SM y NAFLD, pero no existen diferencias
estadisticamente significativas. (Tabla R-3) (Figura R-20).

Tabla R-3. Patron de severidad ecografico en el global de pacientes y clasificados segun categoria a
estudio.

No esteatosis 1 0

Esteatosis leve 20 41.7 | 12 48 | 0 0 8 61.5
Esteatosis moderada | 9 188 | 5 20 | 0 0 4 30.8
Esteatosis severa 9 18.8 | 8 32 |0 0 1 7.7

Figura R-20. NUmero de pacientes (N y %) segun patrdn de severidad ecografico, clasificados segln
categoria a estudio.

m No esteatosis m Esteatosis leve

B Esteatosis moderada B Esteatosis severa

15
48%

100%

10 2470 0l1.07%

5 207 30.8%
7.7%

0 - .

SMy NAFLD SM sin NAFLD NAFLD sin SM

4.2.3. OWLIver Test
Si valoramos los hallazgos de OWLlIver Test en funcion del patrén de severidad
(NAFLD, NO NAFLD o NASH), observamos que no existen diferencias significativas
entre los grupos (Tabla R-4) (Figura R-21).

Tabla R-4. Patron de severidad OWLIver Test en el global de pacientes y clasificados segun categoria a

estudio.
NO NAFLD | 9 188 | 5 20 | 2 20 | 2 15.4
NAFLD 36 75 18 72 | 8 80 | 10 76.9
NASH 3 63 |2 8 0 0 1 1.7
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Figura R-21. NUmero de pacientes (N y %) segun patron de severidad OWLIver Test, clasificados segun
categoria a estudio.

mNO NAFLD mNAFLD m=mNASH
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4.3. VARIABLES EN RELACION CON SINDROME
METABOLICO.

4.3.1. Perimetro de la cintura

Si valoramos los hallazgos del perimetro de la cintura en funcién del patron de riesgo
para SM de la IDF 2005 (> 94 cm en hombres y > 80cm en mujeres), observamos que
no existen diferencias significativas entre los grupos, existiendo un 97.9% del global de

la poblacion con cintura de riesgo. (Tabla R-5) (Figura R-22).

Tabla R-5. Patr6n de riesgo de SM segun perimetro de la cintura en el global de pacientes y clasificados
segun categoria a estudio.

Con cintura de riesgo | 47 979 | 25 100 | 10 100 | 12 92.3
Sin cinturade riesgo | 1 21 |0 0 0 0 1 7.7

Figura R-22. Nimero de pacientes (N y %) segun patrdn de riesgo por perimetro de la cintura,
clasificados segln categoria a estudio.

m Con cintura de riesgo  m Sin cintura de riesgo

30 100%

20 +

92.3%
100%

10 +
B -
0 - T

SMy NAFLD SM sin NAFLD NAFLD sin SM

133



Resultados

4.3.2. Hiperglucemia y/o Diabetes Mellitus tipo 2

Si valoramos los hallazgos de glucemia basal elevada en funcion del patron de riesgo

para SM de la IDF 2005 (> 100 mg/dl), observamos que la presencia de glucemia basal

>100 mg/dl es mas frecuente en el grupo SM sin NAFLD respecto a los grupos NAFLD

sin SM y SM y NAFLD. Del mismo modo, la presencia de glucemia basal <100 mg/dl

es mas frecuente en el grupo NAFLD sin SM que en los grupos SM y NAFLD y SM sin

NAFLD. No se alcanzo significacion estadistica (Tabla R-6) (Figura R-23).

Tabla R-6. Patrén de riesgo de SM seguin glucemia basal >100 mg/dl en el global de pacientes y
clasificados segun categoria a estudio.

Glucemia > 100 mg/d|

31

64.6

19

76

8

80

4

30.8

Glucemia < 100 mg/dl

17

354

6

24

2

20

9

69.2

Figura R-23. NUmero de pacientes (N y %) segun patrdn de riesgo por glucemia basal >100 mg/dl,
clasificados segun categoria a estudio.
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Si valoramos la presencia de DM establecida, no se observan diferencias significativas

en los grupos (Tabla R-7) (Figura R-24). Del mismo modo, la medicacion pautada en

diabéticos (metformina, insulina u otros antidiabéticos) no muestra diferencias

significativas entre grupos. (Tabla R-8) (Figura R-25)

Tabla R-7. Patron de riesgo de SM segun DM establecida, en el global de pacientes y clasificados segln
categoria a estudio.

Con DM establecida

14

29.2

Sin DM establecida

34

70.8

16

64

12

92.3
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Figura R-24. Numero de pacientes (N y %) segun patrén de riesgo por DM establecida, clasificados
segun categoria a estudio.

m Con DM establecida = Sin DM establecida
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Tabla R-8. Patron de riesgo de SM seg(n tratamiento para DM, en el global de pacientes y clasificados
segun categoria a estudio.

DM en tratamiento 3 25 |3 375 1|0 0 0 0
con Metformina

DM en tratamiento 3 25 |2 25 0 0 1 100
con Insulina

DM en tratamiento 6 50 |3 375 |3 100 | O 0
con otros antidiabéticos

Figura R-25. Nimero de pacientes (N y %) segln patrdn de riesgo por tratamiento para DM, clasificados
segun categoria a estudio.

m DM en tratamiento con Metformina
=DM en tratamiento con Insulina

m DM en tratamiento con otros ADO

37.5% 37.5% 100%

100%

SMyNAFLD  SMsin NAFLD  NAFLD sin SM

4.3.3. Hipertension arterial
Si valoramos los hallazgos de tension arterial (TA) en funcion del patron de riesgo para
SM de la IDF 2005 (> 130/85 mmHg), observamos que la presencia de TA > 130/85
mmHg es significativamente méas frecuente en el grupo SM y NAFLD respecto a los
grupos NAFLD sin SM y SM sin NAFLD; del mismo modo, la presencia de TA <
130/85 mmHg es significativamente mas frecuente en el grupo NAFLD sin SM que en
los grupos SM y NAFLD y SM sin NAFLD. (Tabla R-9) (Figura R-26).
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Tabla R-9. Patron de riesgo de SM segiin HTA en el global de pacientes y clasificados segln categoria a
estudio.

TA >130/85 mmHg | 29 60.4 | 21 84°%| 7 70 |1 7.7
TA < 130/85 mmHg | 19 396 | 4 16 |3 30 |12 92.3°

a - .
P <0.05: hay correlacion entre las variables

Figura R-26. NUmero de pacientes (N y %) segln patrén de riesgo por HTA, clasificados segln categoria
a estudio.

HTA >130/85mmHg ®TA < 130/85 mmHg

25 84%

SMyNAFLD SMsin NAFLD NAFLD sin SM

4.3.4. HDL- Colesterol

Si valoramos los hallazgos de HDL-Colesterol en funcion del patron de riesgo para SM
de la IDF 2005 (< 40 mg/dl en hombres y < 50 mg/dl en mujeres), observamos que la
presencia de HDL-Colesterol < 40 mg/dl en hombres y < 50 mg/dl en mujeres es
significativamente mas frecuente en el grupo SM sin NAFLD respecto a los grupos SM
y NAFLD y NAFLD sin SM y; del mismo modo, la presencia de HDL-Colesterol > 40
mg/dl en hombres y > 50 mg/dl en mujeres es significativamente mas frecuente en el
grupo NAFLD sin SM que en los grupos SM y NAFLD y SM sin NAFLD. (Tabla R-
10) (Figura R-27).

Tabla R-10. Patrén de riesgo de SM segiin HDL-colesterol en el global de pacientes y clasificados segin
categoria a estudio.

HDL-Colesterol 27 56.3 | 16 64 | 10 100% | 1 7.7
< 40 mg/dl en hombres
< 50 mg/dl en mujeres
HDL-Colesterol 21 438 | 9 36 |0 0 12 92.3%
> 40 mg/dl en hombres
> 50 mg/dl en mujeres

a -z R
P <0.05: hay correlacion entre las variables.
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Figura R-27. Nimero de pacientes (N y %) segun patrén de riesgo por HDL-Colesterol, clasificados
segun categoria a estudio.

m Con HDL-Colesterol de riesgo
m Sin HDL-Colesterol de riesgo
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Por otra parte, si valoramos el tipo de dislipemia del sujeto (No dislipemia,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia)

no se observan diferencias significativas en los grupos (Tabla R-11) (Figura R-28).

Tabla R-11. Patrdn de riesgo de SM segun tipo de dislipemia en el global de pacientes y clasificados
segln categoria a estudio.

Sin dislipemia 6 125 | 2 8 |0 0 4 30.8
Hipercolesterolemia | 17 354 |7 28 | 4 40 | 6 46.2
Hipertrigliceridemia | 6 125 | 4 16 |1 10 |1 7.7
Hipercolesterolemiae | 19 39.6 | 12 48 | 5 50 |2 15.4
hipertrigliceridemia

Figura R-28. NUmero de pacientes (N y %) segun patron de riesgo por tipo de dislipemia, clasificados
segun categoria a estudio.
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u Sin dislipemia
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4.3.5. Triglicéridos
Si valoramos los hallazgos de las cifras de triglicéridos (TG) en funcion del patron de
riesgo para SM de la IDF 2005 (> 150 mg/dl), observamos que la presencia de TG >
150 mg/dl es significativamente mas frecuente en el grupo SM y NAFLD respecto a los
grupos NAFLD sin SM y SM sin NAFLD; del mismo modo, la presencia de TG < 150
mg/dl es significativamente mas frecuente en el grupo NAFLD sin SM que en los
grupos SM y NAFLD y SM sin NAFLD. (Tabla R-12) (Figura R-29).

Tabla R-12. Patrén de riesgo de SM seguin TG en el global de pacientes y clasificados segln categoria a

estudio.
TG > 150 mg/dl | 25 52.1 | 16 64° | 6 60 | 3 23.1
TG <150 mg/dl | 23 479 | 9 36 |4 40 |10 76.9%

a -z R
P <0.05: hay correlacion entre las variables.

Figura R-29. Numero de pacientes (N y %) segun patron de riesgo por TG, clasificados segln categoria a
estudio.

BTG>150mg/dl ®TG < 150 mg/dl
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4.3.6. Numero de factores de riesgo de SM
El valor medio del nimero de factores de riesgo de SM fue 2.37 + 1.14 factores, con un
namero de factores de riesgo significativamente mayor en SM sin NAFLD 3.1 + 0.5
factores, respecto a SM y NAFLD: 2.8 £ 0.7 factores y NAFLD sin SM: 0.8 £ 0.3
factores. (Tabla R-13) (Figura R-30).
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Tabla R-13. N° de factores de riesgo de SM en el global de pacientes y clasificados segun categoria a
estudio.

N° factores 2311 28%0.7 3.1+05% 0.8+0.3
de riesgo de SM

4P <0.05: diferencias significativas entre los grupos.

Figura R-30. N° de factores de riesgo de SM en el global de pacientes y clasificados segln categoria a
estudio.
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4.4, VARIABLES EN RELACION CON LA
ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA.

Los diferentes items recogidos dentro del cuestionario de adherencia a la DME se
presentan en la Tabla R-14, con resultados del global y de cada categoria a estudio.

Tabla R-14. Variables en relacién con la adherencia a la DME

Aceite oliva 45 93.8 22 88 10 100 13 100
principal fuente de

grasa

> 2 cucharadas 42 87.5 22 88 9 90 11 84.6
aceite/dia

> 2 raciones 18 37.5 12 48 4 40 2 15.4
verduras/dia

> 3 piezas 23 47.9 12 48 5 50 6 46.2
fruta/dia

<1 racién 40 83.3 20 80 10 100 10 76.9
carne roja/dia

<1 racién 40 83.3 21 84 9 90 10 76.9
mantequilla/dia

< 1 bebida 31 64.6 17 68 8 80 6 46.2
carbonatada/dia a A

>3 vasos EEa 14.6 2 8 3 30 2 15.4
vino/semana

>3 raciones 15 C 31.3 8 32 1 10 6 46.2
legumbres/semana

>3 raciones 23 e 47.9 11 44 6 60 6 46.2
pescado/semana

< 3 unidades 27 . 56.3 15 60 8 80% 4 30.8
reposteria/semana |

>1 racién 23 47.9 12 48 4 40 7 53.8
frutos secos/semana 1

Carnes magras 40 83.3 19 76 10 100 11 84.6
> 2 raciones

pasta/semana

Puntuacion de 84 = 20 84 + 1.7 92 + 14 78 £+ 2.7
adherencia DME

139



Resultados

4.1. Aceite de oliva
Si valoramos el consumo de aceite de oliva en funcion de la adherencia o no adherencia
al patron de recomendacion de la DME (principal fuente de grasa de la ingesta),

observamos que no existe diferencia significativa entre los grupos. (Figura R-31).

Tabla R-31. Numero de pacientes (N y %) segln patron de adherencia al aceite de oliva como principal
fuente de grasa, clasificados segln categoria a estudio.

m Aceite oliva principal fuente de grasa

m Aceite oliva NO principal fuente de grasa

25 88%
20 -
15 - 100%
100%
10 -
12%
5 | l

SMyNAFLD SMsin NAFLD NAFLD sin SM

De igual forma, si valoramos el consumo de aceite de oliva en funcion de la adherencia
o no adherencia al patréon de recomendacion de la DME (> 2 cucharadas de aceite de
oliva al dia), observamos que no existe diferencia significativa entre los grupos. (Figura
R-32).

Figura R-32. Numero de pacientes (N y %) segun patron de adherencia al consumo diario de > 2
cucharadas de aceite de oliva, clasificados segun categoria a estudio.

m < 2 cucharadas aceite oliva/dia

B> 2 cucharadas aceite oliva/dia

25 88%

SMyNAFLD SMsin NAFLD NAFLD sin SM

4.4.2. Verduras u hortalizas
Si valoramos el consumo de verduras u hortalizas en funcion de la adherencia o no
adherencia al patrén de recomendacion de la DME (> 2 raciones de 200 gr/dia),

observamos que no existe diferencia significativa entre los grupos. (Figura R-33).
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Figura R-33. Numero de pacientes (N y %) segun patron de adherencia al consumo diario de > 2 raciones
de verduras, clasificados segln categoria a estudio.

B < 2 raciones verduras/dia ®> 2 raciones verduras/dia

15 52%
48%

10 -

SMy NAFLD SM sin NAFLD NAFLD sin SM

4.4.3. Fruta
Si valoramos el consumo de fruta en funcién de la adherencia o no adherencia al patron
de recomendacion de la DME (> 3 piezas de fruta/dia), observamos que no existe

diferencia significativa entre los grupos. (Figura R-34).

Figura R-34. NUmero de pacientes (N y %) segin patron de adherencia al consumo diario de > 3 piezas
de fruta, clasificados segln categoria a estudio.

H < 3 piezas fruta/dia  ®> 3 piezas fruta/dia
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4.4.4. Carnes rojas, hamburguesas, salchichas o embutidos
Si valoramos el consumo de carnes rojas, hamburguesas, embutidos, salchichas o
embutidos en funcion de la adherencia o no adherencia al patrén de recomendacién de
la DME (< 1 racion 100-150 g/dia), observamos que no existe diferencia significativa

entre los grupos. (Figura R-35).
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Figura R-35. Numero de pacientes (N y %) segun patron de adherencia al consumo diario de < 1 racion
de carne roja, clasificados segln categoria a estudio.

m < 1 racion carne roja/dia ®> 1 racion carne roja/dia
25
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4.4.5. Mantequilla, margarina o nata
Si valoramos el consumo de mantequilla, margarina o nata en funcién de la adherencia
0 no adherencia al patron de recomendacion de la DME (< 1 porcion de 12 g/dia),

observamos que no existe diferencia significativa entre los grupos. (Figura R-36).

Figura R-36. Nimero de pacientes (N y %) segun patrén de adherencia al consumo diario de < 1 porcién
de mantequilla, clasificados segun categoria a estudio.

m < 1 racion mantequilla/dia ®> 1 racion mantequilla/dia

25

84%

20

15

10

SMy NAFLD SM sin NAFLD NAFLD sin SM

4.4.6. Bebidas carbonatadas y/o azucaradas
Si valoramos el consumo de bebidas carbonatadas y/o azucaradas en funcion de la
adherencia o no adherencia al patrén de recomendacion de la DME (< 1 UBE/dia),

observamos que no existe diferencia significativa entre los grupos. (Figura R-37).
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Figura R-37. NUmero de pacientes (N y %) segln patron de adherencia al consumo diario de < 1 UBE de
bebida carbonatada, clasificados segun categoria a estudio.
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4.47. Vino

Si valoramos el consumo vino en funcion de la adherencia o no adherencia al patrén de
recomendacion de la DME (> 3 vasos/semana), observamos que no existe diferencia
significativa entre los grupos. (Figura R-38).

Figura R-38. Nimero de pacientes (N y %) segln patrén de adherencia al consumo semanal de > 3 vasos
de vino, clasificados segun categoria a estudio.

B> 3 vasos vino/semana M < 3 vasos vino/semana
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4.4.8. Legumbres
Si valoramos el consumo de legumbres en funcién de la adherencia o no adherencia al
patron de recomendacion de la DME (> 3 raciones de 150 g/semana), observamos que

no existe diferencia significativa entre los grupos. (Figura R-39).

143



Resultados

Figura R-39. Nimero de pacientes (N y %) segun patrén de adherencia al consumo semanal de > 3
raciones de legumbres de 150 g, clasificados segun categoria a estudio.
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4.4.9. Pescadosy mariscos
Si valoramos el consumo de pescados y mariscos en funcion de la adherencia o no
adherencia al patron de recomendacion de la DME (> 3 o mas platos, piezas o
raciones/semana. Se considera plato, pieza o racion = 100-150 g de pescado o 4-5
piezas o 200 g de marisco), observamos que no existe diferencia significativa entre los
grupos. (Figura R-40).

Figura R-40. Nimero de pacientes (N y %) segtin patron de adherencia al consumo semanal de > 3
platos, piezas o raciones de pescado/marisco de 150 g vs 4-5 piezas vs 200 gr, clasificados segun
categoria a estudio.

m < 3 raciones pescado/semana

m > 3 raciones pescado/semana
56%

44%

SMy NAFLD SM sin NAFLD NAFLD sin SM

4.4.10. Reposteria industrial
Si valoramos el consumo de reposteria industrial en funcién de la adherencia o no
adherencia al patron de recomendacion de la DME (< 3 unidades/semana), observamos
que el consumo de reposteria industrial > 3 unidades/semana es significativamente mas
frecuente en el grupo NAFLD sin SM respecto al grupo SM y NAFLD y SM sin

NAFLD; del mismo modo el consumo de reposteria industrial < 3 unidades/semana es
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significativamente mas frecuente en el grupo SM sin NAFLD respecto al grupo NAFLD
sin SM y SM y NAFLD. (Figura R-41).

Figura R-41. Numero de pacientes (N y %) segln patrén de adherencia al consumo semanal de < 3
unidades de reposteria industrial, clasificados seguin categoria a estudio.

W < 3 unidades reposteria/semana

B> 3 unidades reposteria/semana
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4.4.11. Frutos secos
Si valoramos el consumo de frutos secos en funcion de la adherencia o no adherencia al
patron de recomendacion de la DME (> 1 racion de 30 g/semana), observamos que no

existe diferencia significativa entre los grupos. (Figura R-42)

Figura R-42. NUmero de pacientes (N y %) segln patrén de adherencia al consumo semanal de > 1
racion de 30 g de frutos secos, clasificados segiin categoria a estudio.

m < 1 racién frutos secos/semana

B> | racidon frutos secos/semana
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4.4.12. Carnes magras y grasas
Si valoramos el consumo de carnes magras y grasas en funcion de la adherencia o no
adherencia al patréon de recomendacion de la DME (preferente carne de pollo, pavo o
conejo), observamos que no existe diferencia significativa entre los grupos. (Figura R-
43).
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Figura R-43. Numero de pacientes (N y %) segun patron de adherencia al consumo preferente de carnes
magras, clasificados segln categoria a estudio.

m Consumo carnes grasas  ® Consumo de carnes magras
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4.4.13. Platos caseros (sofrito).
Si valoramos el consumo de platos caseros (sofrito) en funcion de la adherencia o no
adherencia al patron de recomendacion de la DME (> 2 raciones/semana), observamos

que no existe diferencia significativa entre los grupos. (Figura R-44).

Figura R-44. Nimero de pacientes (N y %) segln patrén de adherencia al consumo semanal de > 2
raciones de platos caseros, clasificados segln categoria a estudio.

B> raciones platos caseros/semana

m <2 raciones platos caseros /semana

80%

SMy NAFLD SMsin NAFLD  NAFLD sin SM

4.4.14. Puntuacion total del cuestionario de adherencia a DME
El valor medio de la puntuacion total del cuestionario de adherencia a la DME fue 8.4 +
2.0 puntos, sin diferencias entre grupos (SM y NAFLD: 8.4 £ 1.7 puntos; SM sin
NAFLD: 9.2 + 1.4 puntos y; NAFLD sin SM: 7.8 + 2.7 puntos). (Figura R-45).
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Figura R-45. Puntuacion total del cuestionario de adherencia a la DME en el global de pacientes y
clasificados segln categoria a estudio.

Puntuacioén total del cuestionario de
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45. VARIABLES EN RELACION CONEL
EJERCICIO FiSICO

Los diferentes items recogidos dentro del cuestionario IPAQ se presentan en la Tabla
R-15. En ella se recogen los resultados obtenidos tanto para el total de pacientes como

para cada categoria del estudio.

Tabla R-15. Variables en relacién con el ejercicio fisico

Actividad fisica 22 458 | 12 48 | 4 40 | 6 46.2
< 150 min/semana
Actividad fisica 26 54.2 | 13 52 | 6 60 |7 53.8

> 150 min/semana

I+

IPAQ intenso 76.2 + 263.7 768 + 3374 111 + 1855 48.4
min*dias/semana
IPAQ moderado 377.1 + 894.7 319.2 + 752.7 1335 + 337.6 676.1 + 1328.0
min*dias/semana

130.5

+

IPAQ ligero 88.1 + 140.9 744 + 1231 159 + 204.4 60 + 103.2
min*dias/semana

IPAQ total 541.1 + 971.3 4704 + 941.8 4035 + 473.9 784.6 + 1289.4
min* dias/semana

N° horas 223 + 174 228 + 15 255 + 16.9 188 + 224
sentado/semana

45.1. Actividad fisica
Si valoramos la actividad fisica en funcion de la adherencia o no adherencia a las
recomendaciones de las sociedades de expertos (> 150 min/semana), observamos que no

existe diferencia significativa entre los grupos. (Figura R-46).
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Figura R-46. Nimero de pacientes (N y %) segun patron de ejercicio fisico semanal > 150 minutos,
clasificados segln categoria a estudio.

m Actividad fisica <150 min/semana

W Actividad fisica > 150 min/semana

a8% 52%

SMyNAFLD SMsin NAFLD NAFLD sin SM

4,5.2. IPAQ intenso
El valor medio de IPAQ intenso de la poblacion fue de 76.2 + 263.7 min*dias/semana.
En sujetos SM y NAFLD, el valor IPAQ intenso medio fue de 76.8 + 337.4
min*dias/semana; en aquellos con SM sin NAFLD fue 111 + 185.5 min*dias/semana y
en NAFLD sin SM fue 48.4 = 130.5 min*dias/semana. No se hallaron diferencias
significativas. (Figura R-47).

Figura R-47. IPAQ intenso (min*dias/semana) en el global de pacientes y clasificados segun categoria a
estudio.
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4.5.3. IPAQ moderado
El valor medio de IPAQ moderado de la poblacion fue de 377.1 + 894.7
min*dias/semana. En sujetos SM y NAFLD, el valor IPAQ moderado medio fue de
319.2 £ 752.7 min*dias/semana; en aquellos con SM sin NAFLD fue 133.5 + 337.6
min*dias/semana y en NAFLD sin SM fue 676.1 + 1328 min*dias/semana. No se

hallaron diferencias significativas. (Figura R-48).
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Figura R-48. IPAQ moderado (min*dias/semana) en el global de pacientes y clasificados segun categoria
a estudio.
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45.4. 1PAQ ligero
El valor medio de IPAQ ligero de la poblacion fue de 88.1 £ 140.9 min*dias/semana.
En sujetos SM y NAFLD, el valor IPAQ ligero medio fue de 74.4 + 123.1
min*dias/semana; en aquellos con SM sin NAFLD fue 159 + 204.4 min*dias/semana y
en NAFLD sin SM fue 60 £ 103.2 min*dias/semana. No se hallaron diferencias
significativas. (Figura R-49).

Figura R-49. IPAQ ligero (min*dias/semana) en el global de pacientes y clasificados segln categoria a
estudio.
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4.5.5. IPAQ total
El valor medio de IPAQ total de la poblacién fue de 541.5 + 971.3 min*dias/semana. En
sujetos SM y NAFLD, el valor IPAQ total medio fue de 4704 + 941.8
min*dias/semana; en aquellos con SM sin NAFLD fue 403.5 + 473.9 min*dias/semana
y en NAFLD sin SM fue 784.6 + 1289.4 min*dias/semana. No se hallaron diferencias
significativas. (Figura R-50)
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Figura R-50. IPAQ total (min*dias/semana) en el global de pacientes y clasificados segln categoria a

estudio.
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45.6. Numero de horas sentado

El valor medio de ndmero de horas sentado de la poblacion fue de 22.3

+ 17.4

horas*dias/semana. En sujetos SM y NAFLD, el valor medio de ndmero de horas

sentado fue de 22.8 £ 15 horas*dias/semana; en aquellos con SM sin NAFLD fue 25.5 +
16.9 min*dias/semana y en NAFLD sin SM fue 18.8 + 22.4 horas*dias/semana. No se

hallaron diferencias significativas. (Figura R-51).

Figura R-51. N° de horas sentado (min*dias/semana) en el global de pacientes y clasificados segun

categoria a estudio.
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46. VARIABLES EN RELACION

CON

LA

MICROBIOTA INTESTINAL

Las diferentes variables en relacion con la abundancia relativa, el ratio entre filos y el

“fold change” (veces que mas se expresa) de la microbiota intestinal medidas en el

estudio se presentan en las Tabla R-16 y Tabla R-17. En ella se recogen los resultados

obtenidos tanto para el total de pacientes como para cada categoria del estudio.
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Tabla R-16. Variables en relacion con la abundancia relativa y ratio de la microbiota intestinal

RQ Bacteroidetes 0.27+0.15 0.30+0.18 0.22 £0.13 0.25+0.77
RQ Firmicutes 0.24 £ 0.09 0.21 +0.09% 0.25+0.08 0.29 + 0.08°
RQ Actinobacterias | 1.7E-4+ 1.2E-3 | 1.1 E-6+3.5E-6 | 455E-7+9.2E-7 | 6.9E-4 +2.41E-3
RQ Fusobacterias 0.007 + 0.006 0.006+ 0.005 0.010 + 0.006 0.007 + 0.008
Ratio Firmicutes/ | 2133.1+£9369.8 | 1417.5+ 6542.5 111.1+234.2 4990.9+ 15648.9
Bacteroidetes

&P <0.05: diferencias significativas entre los grupos.

Tabla R-17. Variables en relacién con el fold change de la microbiota intestinal

ACt Bacteroidetes 2.03+0.71 1.93+0.80 2.31+0.7 2.02+0.11
ACt Firmicutes 2.15+0.67 2.38£0.74% 2.03+0.55 1.82 + 0.44°
ACt Actinobacterias | 21.51£3.04 | 21.69+2.11 22.8+2.28 20.07 +4.52
ACt Fusobacterias 8.25+2.75 8.34+ 2.49 7.22+1.80 8.85+3.69

4.6.1. RQ Bacteroidetes
La abundancia relativa (RQ) media de bacteroidetes de la poblacion estudiada fue 0.27
+ 0.15. No hubo diferencias significativas respecto a RQ bacteroidetes en los sujetos en
funcién de su clasificacion en SM y NAFLD (0.30 + 0.18), SM sin NAFLD (0.22 +
0.13) y NAFLD sin SM (0.25 + 0.77). (Figura R-52).

Figura R-52. RQ bacteroidetes en el global de pacientes y clasificados segun categorias a estudio
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4.6.2. RQ Firmicutes
La abundancia relativa (RQ) media de firmicutes de la poblacion estudiada fue 0.24 +
0.09. Se objetivé mayor abundancia relativa estadisticamente significativas en NAFLD
sin SM (0.29 £ 0.08) y SM y NAFLD (0.21 £ 0.09) respecto a RQ firmicutes en SM sin
NAFLD (0.25 + 0.08) (Figura R-53).
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Figura R-53. RQ firmicutes en el global de pacientes y clasificados segun categorias a estudio
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4.6.3. RQ Actinobacterias
La abundancia relativa (RQ) media de actinobacterias de la poblacion fue de 1.7 E-4 £
1.2 E-3. En sujetos SM y NAFLD, la RQ media fue de 1.1 E-6 + 3.5 E-6; en aquellos
con SM sin NAFLD fue 4.5 E-7 £ 9.2 E-7 y en NAFLD sin SM fue 6.9 E-4 + 2.4 E-3.
No se hallaron diferencias significativas.

4.6.4. RQ Fusobacterias
La abundancia relativa (RQ) media de fusobacterias de la poblacion fue 0.007 + 0.006;
0.006 = 0.005 en sujetos con SM y NAFLD, 0.010 £ 0.006 en sujetos con SM sin
NAFLD y 0.007 £ 0.008 en sujetos NAFLD sin SM. La RQ media de fusobacterias de

los grupos no mostrd diferencias significativas. (Figura R-54).

Figura R-54. RQ fusobacterias en el global de pacientes y segun categorias a estudio
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4.6.5. Ratio Firmicutes/Bacteroidetes
El ratio firmicutes/bacteroidetes medio de la poblacion estudiada fue 2113.1 + 9369.8.
No hubo diferencias significativas respecto al ratio firmicutes/bacteroidetes en los
sujetos en funcion de su clasificacion en SM y NAFLD (1417.5 + 6542.5), SM sin
NAFLD (111.1 + 234.2) y NAFLD sin SM (4990.9 + 15648.9). (Figura R-55).
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Figura R-55. Ratio firmicutes/bacteroidetes en el global de pacientes y segln categorias a estudio
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4.6.6. ACt Bacteroidetes
El fold change o veces que mas se expresa (ACt) de bacteroidetes de la poblacién fue
2.03 £0.71; 1.93 £ 0.080 en sujetos con SM y NAFLD, 2.31 + 0.76 en sujetos con SM
sin NAFLD y 2.02 £+ 0.41 en sujetos NAFLD sin SM. No mostré diferencias
significativas.

4.6.7. ACt Firmicutes
El fold change o veces que mas se expresa (ACt) de firmicutes de la poblacion fue 2.15
+ 0.67. Se objetivd diferencias estadisticamente significativas en SM y NAFLD (2.38 =
0.74) y NAFLD sin SM (1.82 + 0.44) y respecto a ACt firmicutes en SM sin NAFLD
(2.03 £ 0.55) (Figura R-56).

Figura R-56. ACt firmicutes en el global de pacientes y segln categorias a estudio
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4.6.8. ACt Actinobacterias
El fold change o veces que mas se expresa (ACt) de actinobacterias de la poblacion fue
21.51 + 3.04; 21.69 + 2.11 en sujetos con SM y NAFLD, 22.8 £ 2.28 en sujetos con SM
sin NAFLD y 21.69 = 2.11 en sujetos NAFLD sin SM. No hubo diferencias

estadisticamente significativas.
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4.6.9. ACt Fusobacterias
El fold change o veces que mas se expresa (ACt) de fusobacterias de la poblacion fue
8.25 + 2.75; 8.34 + 2.49 en sujetos con SM y NAFLD, 7.22 + 1.8 en sujetos con SM sin
NAFLD y 8.85 + 3.69 en sujetos NAFLD sin SM. No hubo diferencias estadisticamente
significativas.
4.7. ASOCIACIONES DE LAS VARIABLES

ANTROPROMETICAS Y BIOQUIMICAS DEL
ESTUDIO.

4.7.1. Asociaciones de las variables antropométricas entre si.
En la Tabla R-18 se muestras las correlaciones significativas entre las distintas

variables antropométricas entre si. El resto de correlaciones analizadas no han sido

significativas (datos no mostrados).

Tabla R-18. Correlaciones de las variables antropométricas entre si.

Edad n.s. n.s. n.s -0.43 n.s. n.s. -0.34
(<0.002) (<0.016)
IMC n.s. n.s. 0.83 0.32 -0.55 0.88 n.s
(<0.000) (<0.023) (<0.000) (<0.000)

Cintura n.s. 0.83 n.s. 0.51 -0.58 0.71 0.41
(cm) (<0.000) (<0.000) (<0.000) (<0.000) | (<0.003)
Metabolismo -0.43 0.32 0.51 n.s. -0.61 0.29 0.95
Basal (<0.002) | (<0.023) | (<0.000) (<0.000) (<0.040) | (<0.000)
Impedancia n.s. -0.55 -0.58 -0.61 n.s. -0.29 -0.67

(<0.000) | (<0.000) (<0.000) (<0.045) | (<0.000)
Masa n.s. 0.88 0.71 0.29 -0.29 n.s. n.s
Grasa (Kg) (<0.000) | (<0.000) (<0.040) (<0.045)
Masa -0.34 n.s. 0.41 0.95 -0.67 n.s. n.s.
Magra (Kg) (<0.016) (<0.003) (<0.000) (<0.000)

4.7.1.1. Edad

Se ha encontrado una correlacion negativa significativa entre la edad con el
metabolismo basal (r= -0.43, p<0.002). (Figura R-57) También se ha evidenciado una
correlacion negativa entre la edad y la masa magra en Kg (r= -0.34, p<0.016). (Figura
R-58)
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Figura R-57. Correlacion edad -metabolismo basal segun categoria a estudio.
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Figura R-57. Correlacion edad -metabolismo basal segun categoria a estudio.
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4.7.1.2. Indice de masa corporal
Se ha encontrado una correlacion positiva significativa entre el IMC con el perimetro de
la cintura (r= 0.83, p<0.000), entre el IMC y el el metabolismo basal (r= 0.32, p<0.023)
y entre el IMC con la masa grasa (r= 0.88, p<0.000). También se ha evidenciado una
correlacion negativa entre el IMC y impedancia (r=-0.55, p<0.000).

4.7.1.3. Perimetro de la cintura
Ademas de la correlacién previamente comentada con el IMC (ver 4.7.1.2.), se ha
evidenciado una correlacion positiva entre perimetro de la cintura con el metabolismo
basal (r=0.51, p <0.000), entre perimetro de la cintura con masa grasa (r=0.71, p
<0.000) y entre perimetro de la cintura y masa magra (r=0.41, p <0.003). Ademas,
existe una correlacion negativa entre perimetro de la cintura e impedancia (r= -0.58, p
<0.000). (Figura R-59).
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Figura R-59. Correlacién perimetro de la cintura-impedancia segln categoria a estudio
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4.7.1.4. Metabolismo basal
Ademaés de las correlaciones previamente comentadas con la edad (ver 4.7.1.1.), con el
IMC (ver 4.7.1.2.) y con el perimetro de la cintura (ver 4.7.1.3.), se ha encontrado una
correlacion positiva significativa con la masa grasa en Kg (r= 0.29, p<0.040) y con la
masa magra en Kg (r=0.95, p<0.000). Por otra parte, se ha evidenciado una correlacion
negativa con la impedancia (r=-0.61, p<0.000).

4.7.1.5. Impedancia
Ademas de las correlaciones negativas previamente comentadas con el IMC (ver
4.7.1.2.), con el perimetro de la cintura (ver 4.7.1.3.) y con el metabolismo basal (ver
4.7.1.4.), se han evidenciado correlaciones negativas significativas con la masa grasa
(r=-0.29, p<0.045) y la masa magra (r=-0.67, p<0.000).

4.7.1.6. Masa grasa
Correlaciones comentadas en apartados 4.7.1.2.,4.7.1.3.,4.7.1.4. y 4.7.1.5.

4.7.1.7. Masa magra
Correlaciones comentadas en apartados 4.7.1.1.,4.7.1.3.,4.7.1.4. y 4.7.1.5.

4.7.2. Asociaciones de las variables bioquimicas entre si.

En la Tabla R-19 se muestras las correlaciones significativas entre las distintas

variables bioquimicas entre si. El resto de correlaciones analizadas no han sido

significativas (datos no mostrados)
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Tabla R-19. Correlaciones de las variables bioquimicas entre si.

Glucosa n.s. 0.87 n.s n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s
(<0.000)
HbAlc 0.87 n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
(<0.000)
Insulina n.s n.s n.s. n.s n.s -0.29 n.s n.s n.s n.s
(<0.039)

Péptido n.s. n.s n.s n.s. n.s -0.29 0.40 n.s n.s n.s

C (<0.044) (<0.005)

Col- n.s. n.s n.s n.s n.s. n.s 0.32 n.s n.s n.s

Total (<0.025)

Col- n.s n.s. -0.29 -0.29 ns. n.s. -0.42 n.s n.s 0.49

HDL (<0.039) | (<0.044) (<0.002) (<0.000)

TG n.s n.s n.s 0.40 n.s -0.42 n.s n.s n.s n.s

(<0.005) (<0.002)
GOT n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s 0.89 0.63
(<0.000) | (<0.008)

GPT n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s 0.89 n.s 0.59
(<0.000) (<0.000)

GGT n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s 0.63 0.59 n.s
(<0.008) | (<0.000)

4.7.2.1. Glucosa
Se ha encontrado una correlacion positiva significativa entre la glucosa con HbAlc (r=
0.87, p< 0.000).

4.7.2.2. HbAlc
Correlacién comentada en apartado 4.7.2.1.

4.7.2.3. Insulina
Se ha evidenciado una correlacion negativa entre Insulina con HDL-Colesterol (r=-0.29,
p<0.039).

4.7.2.4. Péptido C
Se ha encontrado una correlacion positiva significativa entre el Péptido C con los
triglicéridos (r= 0.40, p< 0.005). (Figura R-60) También se ha evidenciado una
correlacion negativa entre el Péptido C y HDL-Colesterol (r=-0.29, p<0.044).
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Figura R-60. Correlacion Péptido C —triglicéridos segun categoria a estudio.
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4.7.2.5. Colesterol total
Se ha encontrado una correlacion positiva significativa entre el Colesterol total con los
Triglicéridos (r= 0.32, p< 0.025).

4.7.2.6. HDL-Colesterol
Ademas de las correlaciones negativas previamente comentadas con Insulina (ver
47.23) y Péptido C (ver 4.7.2.4.), se ha encontrado una correlacion positiva
significativa entre HDL-Colesterol con GGT (r= 0.49, p <0.000) y una correlacién
negativa significativa entre HDL-Colesterol y triglicéridos (r= -0.42, p<0.002).

4.7.2.7. Triglicéridos
Correlaciones comentadas en apartados 4.7.2.4. y 4.7.2.6.

4.7.2.8. GOT
Se ha encontrado una correlacion positiva significativa entre GOT con GPT (r=0.89, p<
0.000) y entre GOT y GGT (r=0.63, p< 0.008).

4.7.2.9. GPT
Ademas de la correlacién positiva comentada (ver 4.7.2.8), se ha evidenciado una
correlacion positiva significativa entre GPT con GPT (r= 0.59, p< 0.000).

47210. GGT
Correlaciones comentadas en apartados 4.7.2.8 y 4.7.2.9.

4.7.3. Asociaciones entre variables antropométricas y
bioquimicas.
En la Tabla R-20 se muestras las correlaciones significativas entre las distintas

variables antropométricas y biogquimicas. El resto de correlaciones analizadas no han
sido significativas (datos no mostrados).
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Tabla R-20. Correlaciones entre variables antropométricas y bioquimicas.

Edad 0.40 0.40 n.s n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s
(<0.004) | (<0.005)

IMC n.s n.s. 0.33 n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
(<0.021)

Cintura n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s.

(cm)

Metabolismo n.s n.s n.s. n.s n.s -0.29 n.s n.s n.s n.s

Basal (<0.045)

Impedancia n.s. n.s n.s ns. n.s -0.36 n.s n.s n.s n.s

(<0.010)

Masa n.s. n.s 0.39 n.s n.s. n.s n.s n.s n.s n.s

Grasa (<0.006)

(Kg)

Masa n.s n.s. n.s n.s n.s. -0.34 n.s n.s n.s n.s

Magra (<0.016)

(Kg)

Se ha encontrado una correlacion positiva significativa entre edad con la glucosa (r=
0.40, p< 0.004) y entre edad con HbA1c (r=-0.40, p<0.005).

También se ha evidenciado una correlacion positiva significativa entre el IMC y
la Insulina (r= 0.33, p<0.021).

Se ha encontrado una correlacion negativa significativa entre metabolismo basal
con HDL-Colesterol (r=-0.29, p< 0.045). (Figura R-61).

Figura R-61. Correlacién Metabolismo Basal -HDL-colesterol segln categoria a estudio.
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También se ha evidenciado una correlacién positiva significativa entre Impedancia y
HDL-Colesterol (r=-0.36, p<0.010).

Existe una correlacion positiva significativa entre masa grasa e Insulina (r= 0.39,
p<0.006) y una corelacion significativa negativa entre masa magra HDL-Colesterol (r=
-0.34, p<0.016).
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4.8. ASOCIACIONES DE LAS VARIABLES
RELACIONADAS CON NAFLD DEL ESTUDIO.

4.8.1. Patron de transaminasas.
Si valoramos la correlacion del patron de transaminasas con el patrén de severidad
ecografica, observamos que el mayor porcentaje de esteatosis ecografica leve (46.7%)
se corresponde con un patrén normal de transaminasas y que el mayor porcentaje de
esteatosis ecogréafica severa (40%) corresponde a un patron mixto de transaminasas. No

existen diferencias estadisticas significativas (Tabla R-21) (Figura R-62).

Tabla R-21. Correlaciones entre patron de transaminasas y patrén ecogréafico.

Patrén normal 9 30 14 46.7 | 4 13.3 3 10
Patron colestasis | 0 0 0 0 2 66.7 1 33.3
Patron citolisis 1 20 0 0 3 60 1 20
Patrén mixto 0 0 6 60 0 0 4 40

Figura R-62. Correlacién entre patron de transaminasas y patron ecogréfico.

m No esteatosis | Esteatosis leve

m Esteatosis moderada m Esteatosis severa
15 46.7%

Patron Patron Patron  Patrén mixto
normal colestasis citolisis

De forma paralela a lo anteriormente comentado, si valoramos la correlacién del patron
de transaminasas con el patron de severidad OWLIver Test, observamos que el mayor
porcentaje de esteatosis (73.3%) se corresponde con un patrén normal de transaminasas
y que el menor porcentaje de NASH (0%) corresponde a un patron citolitico de
transaminasas. No existen diferencias estadisticas significativas (Tabla R-22) (Figura
R-63).
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Tabla R-22. Correlaciones entre patron de transaminasas y patrén OWLIver Test.

Patrén normal 7 233 | 22 733 |1 3.3
Patron colestasis | 0 0 2 66.7 |1 333
Patron citolisis 1 20 4 80 0 0
Patrén mixto 1 10 8 80 1 10

Figura R-63. Correlacidn entre patron de transaminasas y patrdn OWLIver Test.

mENo NAFLD ®=mNAFLD mNASH

25 73.3%

66.7%
33.3% 20%

Patron Patrén Patron  Patrén mixto
normal colestasis citolisis

No se ha evidenciado correlacion significativa entre el patrén de transaminasas y las
distintas variables en relacion con SM (datos no mostrados). Tampoco se ha observado
diferencias estadisticas significativas en la correlacion entre el patron de transaminasas
y las variables en relacion con adherencia a la dieta mediterranea o entre el patron de
transaminasas Y las variables en relacion con el ejercicio fisico.
4.8.2. Ecografia de abdomen.
No se ha evidenciado correlacion significativa entre el patron de severidad ecografico y
las distintas variables en relacion con SM (datos no mostrados). Tampoco se ha
observado diferencias estadisticas significativas en la correlacion entre el patron de
severidad ecografico y las variables en relacion con adherencia a la dieta mediterranea o
entre el patron de severidad ecografico y las variables en relacion con el ejercicio fisico.
4.8.3. OWLIver Test.
No se ha evidenciado correlacion significativa entre el patron de severidad OWLIver y
las distintas variables antropométricas y bioquimicas, ni entre el patron de severidad
OWLlIver vy las variables en relacion con SM (datos no mostrados). Tampoco se ha
observado diferencias estadisticas significativas en la correlacion entre el patron de
severidad OWLIver y las variables en relacion con adherencia a la dieta mediterranea o

entre el patron de severidad OWLIver y las variables en relacion con el ejercicio fisico.
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4.9. ASOCIACIONES DE LAS VARIABLES
RELACIONADAS CON SM DEL ESTUDIO.

4.9.1. Hiperglucemia
Si valoramos la correlacion de glucemia basal elevada (> 100 mg/dl) con el patron de
consumo de reposteria industrial, se evidencia una correlacion estadisticamente
significativa. Observamos que el mayor porcentaje de sujetos con glucemia > 100 mg/dl
(67.7%) consume reposteria industrial < 3 veces/semana. Paradojicamente, el mayor
porcentaje de sujetos con glucemia < 100 mg/dl (64.7%) consume reposteria industrial
> 3 veces/semana. (Tabla R-23) (Figura R-64).

Tabla R-23. Correlaciones entre glucemia > 100 mg/dl y patrén de consumo de reposteria industrial.

Glucemia > 100 mg/dl | 21 67.7% 10 323

Glucemia < 100 mg/dl | 6 35.3 11 64.7%
p <0.05: hay correlacion entre las variables.

Figura R-64. Correlacidn entre glucemia > 100 mg/dl y patron de consumo de reposteria industrial.

m < 3 unidades/semana  ®> 3 unidades/semana

67.7%

Glucemia > 100 mg/dl Glucemia < 100 mg/dl

4.9.2. Numero de factores de riesgo de SM

Se ha encontrado una correlacion positiva significativa entre el nimero de factores de
riesgo de SM con la glucosa basal (r= 0.34, p<0.017), entre el nimero de factores de
riesgo de SM y la HbA1c (r= 0.36, p<0.011), entre el nimero de factores de riesgo de
SM y el péptido C (r= 0.35, p<0.013) y entre el nimero de factores de riesgo de SM y
los triglicéridos (r= 0.51, p<0.00). También se ha evidenciado una correlacion negativa
entre el nimero de factores de riesgo de SM con el HDL-Colesterol (r=-0.57, p<0.000).

No se han evidenciado otras correlaciones significativas entre las distintas
variables en relacion con SM con variables en relacion a la adherencia a la dieta

mediterranea. Tampoco se ha observado diferencias estadisticas entre las distintas
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variables en relacion con SM y variables en relacion con el ejercicio fisico (datos no

mostrados).

4.10. ASOCIACIONES DE LAS VARIABLES
RELACIONADAS CON ADHERENCIA A LA DIETA
MEDITERRANEA DEL ESTUDIO.

Ademas de la correlacion anteriormente comentada entre patron de consumo de
reposteria industrial y glucemia > 100 mg/dl (ver 4.9.1.), no se han evidencia otras
diferencias significativas entre las variables relacionadas con la adherencia a la dieta

mediterranea y las variables en relacién con el ejercicio fisico (datos no mostrados).

4.11. ASOCIACIONES DE LAS VARIABLES
RELACIONADAS CON LA MICROBIOTA
INTESTINAL DEL ESTUDIO

4.11.1. Asociaciones entre variables antropométricas y de la
microbiota intestinal.

No se ha evidenciado correlacion significativa entre las principales variables
antropométricas (IMC, perimetro de la cintura y masa magra por impedanciometria) y
las diferentes variables de microbiota intestinal.

4.11.2. Asociaciones entre variables bioquimicas y de la
microbiota intestinal

Tampoco existen correlaciones significativas entre las variables bioquimicas (Glucosa,
Hb Alcy péptido C) y las diferentes variables de la microbiota intestinal.
4.11.3. Asociaciones entre variables de NAFLD y de la
microbiota intestinal
4.11.3.1. Ecografia abdominal.
Las asociaciones entre el patrén de severidad ecografico y las diferentes variables
relacionadas con la microbiota intestinal se representan en la Tabla R-24 y en la Tabla
R-25. No se evidencias diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla R-24. Asociaciones entre el patron de severidad ecogréafico y la microbiota intestinal (RQ)

RQ Bacteroidetes 0.22+0.13 0.31+0.19 0.27£0.99 0.23+0.80
RQ Firmicutes 0.25+0.88 0.24+0.10 0.23+0.92 0.24+0.10
RQ Actinobacterias | 0.00 +0.00 0.00+0.00 0.00 £ 0.00 0.00+0.00
RQ Fusobacterias 0.01+0.00 0.00+ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00

Tabla R-25. Asociaciones entre el patron de severidad ecografico y la microbiota intestinal (ACt)

ACt Bacteroidetes 2.31+0.76 1.88 +0.80 1.96 + 0.54 2.15+0.57

ACt Firmicutes 2.03+0.55 2.14 £ 0.64 2.23+0.70 2.25+0.90

ACt Actinobacterias | 22.8 +2.28 20.9 +4.09 209+1.73 21.7 +2.08

ACt Fusobacterias 7.22+1.8 8.23+2.94 9.19+2.3 8.47 + 3.56
4.11.3.2. OWLIver Test

Las asociaciones entre el patron de severidad OWLIver Test y las diferentes variables
relacionadas con la microbiota intestinal se representan en la Tabla R-26 y en la Tabla

R-27. No se evidencias diferencias estadisticamente significativas.

Tabla R-26. Asociaciones entre el patron de severidad OWLIver Test y la microbiota intestinal (RQ)

RQ Bacteroidetes 0.22+0.12 | 0.29+0.16 | 0.25+0.04
RQ Firmicutes 0.23+£0.11 | 0.23+0.09 | 0.33+0.00
RQ Actinobacterias | 0.00 +0.00 | 0.00 £ 0.00 | 0.00 + 0.00
RQ Fusobacterias 0.01+0.00 | 0.00+0.00 | 0.00£0.00

Tabla R-27. Asociaciones entre el patrén de severidad OWLIver Test y la microbiota intestinal (ACt)

ACt Bacteroidetes 233+£0.79 | 1.96+0.71 | 2.00+0.23
ACt Firmicutes 229+093 | 217+0.61 | 1.55+0.03
ACt Actinobacterias | 21.5+2.85 | 21.5+3.21 | 2248+ 1.71
ACt Fusobacterias 7.89+228 | 840+297 | 751+1.14
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4.11.4. Asociaciones entre variables de adherencia a la dieta
mediterraneay la microbiota intestinal

411.4.1. Aceite de oliva

Las asociaciones entre el patron de adherencia a la dieta mediterranea, expresado como
la cantidad semanal de aceite de oliva consumido y las diferentes variables relacionadas
con la microbiota intestinal se representan en la Tabla R-28 y en la Tabla R-29. No se

evidencias diferencias estadisticamente significativas.

Tabla R-28. Asociaciones entre el patrén de adherencia a la dieta mediterranea (aceite) y la microbiota
intestinal (RQ)

RQ Bacteroidetes 0.35+0.24 0.26 £0.13
RQ Firmicutes 0.31+0.79 0.23+0.09
RQ Actinobacterias 0.00 +0.00 0.00 +£0.00
RQ Fusobacterias 0.01+0.00 0.00+ 0.00

Tabla R-29. Asociaciones entre el patron de adherencia a la dieta mediterranea (aceite) y la microbiota
intestinal (ACt)

ACt Bacteroidetes 1.73+0.83 2.08 +0.69
ACt Firmicutes 1.72£0.40 2.22 +0.68
ACt Actinobacterias 22.9+1.05 21.3+3.18
ACt Fusobacterias 6.99 +1.22 8.42 +2.87

4114.2. Vino

Las asociaciones entre el patron de adherencia a la dieta mediterranea, expresado como
la cantidad semanal de vino consumido y las diferentes variables relacionadas con la
microbiota intestinal se representan en la Tabla R-30 y en la Tabla R-31. No se

evidencias diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla R-30. Asociaciones entre el patrén de adherencia a la dieta mediterranea (vino) y la microbiota
intestinal (RQ)

RQ Bacteroidetes 0.28+£0.15 0.23+0.11
RQ Firmicutes 0.24 £0.09 0.26 + 0.06
RQ Actinobacterias 0.00 +£0.00 0.00+£0.00
RQ Fusobacterias 0.01 +£0.00 0.00+ 0.00

Tabla R-31. Asociaciones entre el patrén de adherencia a la dieta mediterranea (vino) y la microbiota
intestinal (ACt)

ACt Bacteroidetes 2.00+£0.71 2.26+0.71
ACt Firmicutes 2.19+0.70 1.96 + 0.42
ACt Actinobacterias 21.4+3.18 21.8+1.96
ACt Fusobacterias 8.42+292 7.24+1.10

4.11.5. Asociaciones entre variables relacionadas con el
gjercicio fisico y la microbiota intestinal

Las asociaciones entre el ejercicio fisico y las diferentes variables relacionadas con la
microbiota intestinal se representan en la Tabla R-32 y en la Tabla R-33. No se

evidencias diferencias estadisticamente significativas.

Tabla R-32. Asociaciones entre el ejercicio fisico y la microbiota intestinal (RQ)

RQ Bacteroidetes 0.27 £ 0.15 0.27 £ 0.15
RQ Firmicutes 0.23+0.10 0.25+0.09
RQ Actinobacterias 0.00 +0.00 0.00+£0.00
RQ Fusobacterias 0.01+0.00 0.00+ 0.00

Tabla R-33. Asociaciones entre el ejercicio fisico y la microbiota intestinal (ACt)

ACt Bacteroidetes 2.01+£0.69 2.05+£0.74
ACt Firmicutes 228 £0.77 2.04+£0.56
ACt Actinobacterias 20.8 +4.03 22.0+1.92
ACt Fusobacterias 7.55+1.99 8.83+3.19

166



Estudio de la Microbiota Intestinal en pacientes con Sindrome Metabdlico y
Enfermedad Hepética Grasa No Alcohdlica.

4.11.6. Asociaciones entre variables de la microbiota entre si

Las asociaciones entre las diferentes variables relacionadas con la microbiota intestinal

entre si se representan en la Tabla R-34 y Tabla R-35.

Tabla R-34. Correlaciones entre las variables de la microbiota intestinal (ACt) entre si.

ACt Actinobacterias 1 n.s. n.s n.s.
ACt Bacteroidetes n.s 1 -0.38 n.s
(<0.007)
ACt Firmicutes n.s. -0.38 1 n.s.
(<0.007)
ACt Fusobacterias n.s n.s n.s. 1

Se ha encontrado una correlacion negativa significativa entre ACt Bacteroidetes y ACt
Bacteroidetes (r=-0.38, p<0.007).

Tabla R-35. Correlaciones entre las variables de la microbiota intestinal (RQ) entre si.

RQ Bacteroidetes 1 n.s. -0.31 n.s.
(<0.029)
RQ Actinobacterias 1 1 n.s. 0.29
(<0.043)
RQ Firmicutes -0.31 n.s. 1 n.s.
(<0.029)
RQ Fusobacterias n.s 0.29 n.s. 1
(<0.043)

Se ha encontrado una correlacion negativa significativa entre RQ Bacteroidetes y RQ
Firmicutes (r= -0.31, p<0.029) y una correlacion positiva significativa entre RQ
Actinobacterias y RQ Fusobacterias (r=0.29, p<0.043)

167



Resultados

168



5. Discusion



Discusién

170



Estudio de la Microbiota Intestinal en pacientes con Sindrome Metabdlico y
Enfermedad Hepética Grasa No Alcohdlica.

5. Discusién

La Enfermedad Hepatica Grasa No Alcoholica (NAFLD) se caracteriza por el
deposito de grasa intrahepatocitaria, pudiendo estar asociada o no a diferentes
grados de dafo hepatocelular, cambios inflamatorios y fibrosis. En la actualidad
podria considerarse que la NAFLD es el componente/consecuencia hepética del
Sindrome Metabolico (SM), definido por la agrupacién de diferentes factores de
riesgo vascular y metabdlico como la obesidad visceral, la hiperglucemia
secundaria a resistencia a la insulina, la dislipemia y la hipertension arterial.
Debido a la creciente incidencia del SM en los paises desarrollados, la NAFLD
estd emergiendo como una de las enfermedades hepéaticas mas frecuentes en
nuestro medio. En el origen del SM, los factores dietéticos como la baja
adherencia al patron de dieta mediterrdnea y la escasa actividad fisica,
condicionan un importante auge de esta patologia.

Nuestro estudio esta basado en los resultados obtenidos tras el anlisis de 3
grupos poblacionales cuyo interés médico radica en sus caracteristicas de riesgo,
bien por aunar criterios diagndsticos de Sindrome Metabolico, de Enfermedad
Hepatica Grasa No Alcohdlica, o, de ambos. El patrén fenotipico mas
caracteristico representaria aquellos sujetos que presentan SM y NAFLD. Las
situaciones discordantes analizadas; sujetos con SM sin NAFLD vy sujetos con
NAFLD sin SM, podrian ofrecernos explicaciones de interés respecto a la
etiopatogenia y consecuencias clinicas de ambos cuadros.

La homogeneidad de los grupos ha sido establecida segin caracteristicas
generales como edad, sexo o altura.

Los resultados obtenidos en los pardametros referentes a la presencia del
SM nos muestran algunas diferencias entre los grupos.

El peso, su traduccion a través del indice de masa corporal (IMC), el
perimetro de la cintura y los datos de composicion corporal (masa grasa/masa
libre de grasa) son los principales aspectos de interés en el andlisis de los
resultados comparativos entre grupos en funcion de la existencia o no del SM. El
exceso de peso corporal es sin duda un problema sanitario de primer orden por su
prevalencia a nivel global. En la practica se utiliza el IMC para determinar la
presencia de obesidad en un sujeto. De acuerdo con la tendencia actual en las

sociedades occidentalizadas, los datos de obesidad de nuestra serie, segin el IMC,
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revelan que los grupos SM sin NAFLD y NAFLD sin SM presentan una obesidad
de tipo | (IMC 30-34.9 Kg/m?); (227) mientras que el grupo SM y NAFLD
alcanza cifras de obesidad tipo Il (IMC 35-39.9 Kg/m?). (227) Parece clara, por
tanto, la concordancia ya descrita entre incremento del IMC y una mayor
prevalencia de enfermedad metabdlica ligada a NAFLD.

El patron de distribucion de la grasa tiene gran importancia clinica. En
2005, la IDF establecié como criterio fundamental para diagnosticar sindrome
metabolico la obesidad central, (209) ya que la distribucion visceral o abdominal
de la grasa corporal es un factor que se correlaciona mejor con el riesgo de
cardiopatia isquémica que la masa adiposa total. En la actualidad, para estimar la
acumulacion central de grasa se utiliza fundamentalmente el perimetro de la
cintura. El valor de referencia de este parametro difiere entre poblaciones. Para la
poblacion europea los valores que implican riesgo son > 94 cm en hombres y > 80
cm en mujeres. (228) El global de nuestra poblacion a estudio, incluidos aquellos
sujetos sin criterios de SM, mostraron valores de riesgo del perimetro de la
cintura. Acorde a lo expuesto, nuestros datos ponen de manifiesto que un
perimetro de la cintura elevado se relaciona con un mayor IMC vy, en concreto, el
100% de los sujetos con SM y NAFLD (obesidad tipo Il) presentan cintura de
riesgo.

La determinacién mediante impedanciometria bioeléctrica de pardmetros
como el porcentaje corporal de masa grasa y/o el de masa libre de grasa, aporta
informacion clinica que no puede ser obtenida a partir de los parametros
antropomeétricos clasicos, complementando asi la evaluacion realizada a partir del
IMC y el perimetro de la cintura.

En cuanto a la masa grasa, observamos un vinculo positivo entre la misma,
el IMC vy el perimetro de la cintura, por lo que no sorprende el hecho de que el
valor medio de masa grasa objetivado sea superior en el grupo SM y NAFLD
(33.4 kg en SM y NAFLD vs 27.5 Kg en SM sin NAFLD vs 28.6 Kg en NAFLD
sin SM).

Los datos obtenidos en la composicion corporal en el grupo con SM sin
NAFLD sugieren un mayor componente de masa magra (60.1 Kg) frente a los
otros grupos que tienen NAFLD (53.2 Kg en NAFLD sin SM vs 53.6 Kgen SM y

NAFLD). Este resultado puede tener importancia en cuanto a que la masa magra
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es el componente metabdlico activo del organismo y probablemente uno de los
factores protectores frente al desarrollo de NAFLD.

Por otra parte, es conocido que la masa magra es el principal determinante
del metabolismo basal. EI metabolismo basal o gasto energético basal representa
el gasto de energia necesario para el mantenimiento de los procesos vitales y es el
principal componente del gasto energético en condiciones normales. Cabe
destacar que los sujetos con SM sin NAFLD, a pesar de tener un menor IMC
respecto a SM y NAFLD, presentan un mayor metabolismo basal en relacion con
una mayor masa magra. Asi, en los resultados obtenidos, a pesar de no haber
hallado diferencias estadisticamente significativas, orientan a que el incremento
de la masa magra y del metabolismo basal en sujetos con menor IMC estd
relacionado con un patron de ejercicio fisico determinado, en nuestro caso
estimado mediante el cuestionario IPAQ (274) (275). Es bien conocido que el
ejercicio fisico es capaz de inducir un balance energético negativo no sélo por su
coste directo de actividad fisica, sino también por su capacidad de desarrollo de
masa magra y su consecuente efecto sobre el metabolismo basal. SM sin NAFLD
es el grupo con mayor porcentaje de sujetos que llevan a cabo ejercicio fisico
(60% vs 52% en SM y NAFLD vs 53.8% en NAFLD sin SM), entendiendo éste
como aquella actividad fisica que se practica > 150 min/semana.

La mayor parte de los estudios demuestran que el gasto energético frente a
una actividad fisica particular es superior en obesos que en delgados, debido a que
tienen que realizar un mayor esfuerzo para desplazar un mayor peso corporal y,
también en nuestra serie, se ha establecido de forma significativa una relacion
directamente proporcional entre el IMC y el metabolismo basal asi como entre el
perimetro de la cintura y el metabolismo basal. Otro factor en probable relacion
con el incremento de masa magra en sujetos con menor IMC, seria el patron
dietético, valorado mediante el test de adherencia a la Dieta Mediterranea. (263)
El grupo SM sin NAFLD es el que de forma estadisticamente significativa
presenta un mayor porcentaje de sujetos que consumen menos de 3 unidades de
reposteria industrial a la semana (80% vs 60% en SM y NAFLD vs 30.8% en
NAFLD sin SM). Ademas, SM sin NAFLD es el grupo con mayor puntuacion en
la adherencia a la dieta mediterranea (9.2 puntos vs 8.4 puntos en SM y NAFLD y

7.8 puntos en NAFLD sin SM), circunstancia en concordancia con numerosos
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estudios epidemiologicos (263) (264) (265) (266) que ponen de relieve los efectos
beneficiosos y protectores de este tipo de dieta frente a enfermedades
cardiovasculares y otras como NAFLD, asociadas con el estrés oxidativo.

El andlisis del resultado del pardmetro bioeléctrico puro de la impedancia
es interesante por su correlacion negativa (r=-0.58) con el perimetro de la cintura
y por tanto, podria ser Util como marcador de riesgo de sindrome metabdlico.

Los componentes clinico-analiticos del SM en nuestra serie reflejan
algunas diferencias entre los fenotipos estudiados.

El riesgo de aparicion de hiperglucemia y diabetes mellitus tipo 2 es
heterogéneo entre los individuos obesos (237). Entre los parametros diagnosticos
de SM, la glucemia > 100 mg/dl ha sido un hallazgo comin en ambos grupos de
SM, siendo més frecuente y con valores mas elevados en el grupo SM sin
NAFLD. Asimismo, en SM sin NAFLD es donde existe un mayor porcentaje de
sujetos con DM establecida (40% vs 36% en SM y NAFLD vs 7.7% en NAFLD
sin SM). Este dato nos ha parecido discordante respecto al patron de ejercicio y
consumo de reposteria comentado con anterioridad y nos sugiere que e€s
precisamente el predominio de diabéticos en este grupo poblacional lo que podria
conllevar un hébito dietético y de ejercicio fisico mas disciplinario.

La hemoglobina glicosilada (HbA1c), mide el porcentaje de hemoglobina
unida a la glucosa y refleja el promedio de los niveles de glucosa en sangre
durante los ultimos 2 - 3 meses (257). En el contexto de lo anterior, objetivamos
un valor de HbAlc significativamente superior entre los sujetos con SM sin
NAFLD.

La insulinemia basal, por si misma o formando parte de indices que la
utilizan en su célculo, se correlaciona con las estimaciones de la resistencia a la
insulina. Estos datos son coherentes con el hecho de que en etapas precoces del
trastorno del metabolismo de los hidratos de carbono (prediabetes) los valores de
insulinemia son mayores a los encontrados en pacientes con diabetes manifiesta,
ya que durante los afios de evolucion se evidencia una pérdida progresiva de la
funcion de la célula beta con disminucion de los niveles de insulina. En nuestra
serie, los valores més elevados de insulina basal se encuentren entre los sujetos
SM y NAFLD (16.1 + 10 plU/ml), comparado con los sujetos SM sin NAFLD
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(11.3 £ 8.2 plU/ml), lo que podria estar en relacién con un mayor nimero de
diabéticos en este ultimo grupo.

Otros factores clasicos encontrados en nuestra serie en relacion a los
niveles de insulina son la asociacion positiva objetivada entre ésta, el IMC (mayor
en SM y NAFLD que en SM sin NAFLD) y la masa grasa (igualmente superior en
SMy NAFLD que en SM sin NAFLD).

Respecto a los lipidos, los niveles de HDL-Colesterol son
significativamente mas bajos en individuos SM sin NAFLD, existiendo una
relacion inversa entre los valores de HDL-Colesterol e Insulina que podria
mostrar el nexo de asociacion entre insulinresistencia y HDL-Colesterol.

La combinacion de HDL-Colesterol bajo y glucemia basal elevada (> 100
mg/dl) ha demostrado ser predictor de enfermedad coronaria. Asimismo, tanto el
HDL-Colesterol bajo (<40 mg/dl en hombres y <50 mg/dl en mujeres) como los
triglicéridos elevados (>150 mg/dl) son predictores independientes de riesgo
cardiovascular en pacientes con SM. (244) Corroborando lo comentado,
advertimos un HDL-Colesterol significativamente mas elevado en los sujetos
NAFLD sin SM, por lo que podria plantearse un papel protector cardiovascular
del HDL-Colesterol en este &mbito.

Hemos comprobado que niveles bajos de HDL-Colesterol se asocian con
un incremento de los triglicéridos. Los niveles de triglicéridos significativamente
mas elevados asi como los niveles de HDL-Colesterol significativamente mas
bajos se hallan en el grupo SM sin NAFLD. EIl incremento del riesgo
cardiovascular que se observa en la obesidad, sobre todo en la de distribucion
troncular, puede depender en gran medida de la presencia de este perfil lipidico
“aterogénico”. (245)

Por otra parte, en nuestra serie, niveles bajos de HDL-Colesterol se
relacionan con niveles elevados de insulina y péptido C. Paralelamente, la
hipertrigliceridemia esta vinculada con un incremento del péptido C, pero no con
los niveles de insulina. Posiblemente este hecho se deba a que las concentraciones
de péptido C son un indicador mas estable del funcionamiento de las células beta
que la concentracion periférica de insulina.

La hipertension arterial (HTA) es también un componente central en el

SM, de manera que aproximadamente en la literatura, el 85% de los pacientes con
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SM sufren esta condicion. (239). En nuestro caso, el 84% de los sujetos con SM y
NAFLD vy el 70% de los individuos con SM sin NAFLD eran hipertensos, frente a
un 7.7% en el grupo sin enfermedad metabdlica. A la vista de estos hallazgos,
podemos proponer el diagndstico de hipertension arterial como uno de los factores
determinantes para la inclusion en los grupos de SM.

El nimero de criterios positivos para SM es mas elevado en el grupo SM
sin NAFLD debido a una mayor presencia de trastornos del metabolismo
hidrocarbonado y niveles bajos de HDL-Colesterol. En el grupo sin SM las bajas
tasas de HTA y niveles bajos de HDL-Colesterol (inferiores al 8%) son claros
determinantes de la ausencia de cuadro metabdlico.

La coexistencia e influencia reciproca de todos estos factores de riesgo
evaluados en nuestro trabajo, podrian consolidar al sindrome metabd6lico como un
proceso dinamico interrelacionado con diferentes influencias de cada uno de estos
factores.

Cambiando de enfoque, en el anélisis de los resultados obtenidos en las
variables relacionadas con NAFLD, podemos destacar que hasta el 62.5% del
global de nuestra poblacion a estudio presenta un perfil hepatico en rango normal.
Este dato es discretamente inferior al reportado en la literatura que lo sitla en
torno al 80%, independientemente de si se trata de una esteatosis simple o una
esteatohepatitis. (7) Es el grupo SM sin NAFLD el que presenta cifras normales
de transaminasas con mayor frecuencia (90%). La presencia de SM y NAFLD se
asocia a un patrén de trasaminasas alterado de manera mas frecuente que en los
sujetos con NAFLD sin SM. Por tanto, la presencia de SM parece conferir una
mayor tasa de afectacidn de las enzimas hepaticas en los pacientes con NAFLD.

Tras el patron normal, el perfil mixto de transaminasas es el mas frecuente
en nuestro estudio, presente en el 28% de los individuos SM y NAFLD. Al hilo de
lo anterior, podria proponerse un razonable nexo de influencia entre IMC, masa
grasa y un patron mixto de transaminasas.

En la ecografia abdominal, los sujetos con SM y NAFLD presentaron un
patrén de esteatosis severa en mayor porcentaje que los NAFLD sin SM (32% vs
7.7%). Por otra parte, los estadios mas leves de esteatosis parecen ser mas
habituales en los sujetos con NAFLD sin SM (61.5% vs 48%)
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La situacion de transaminasas normales es mas frecuente en sujetos con
ecografia normal o esteatosis leve/moderada, mientras que en los casos de
esteatosis grave solo hay un 10% de individuos con enzimas hepéticas normales.
Asi, los marcadores hepaticos alterados pueden traducir estadios clinicamente mas
avanzados en el acumulo de grasa a nivel hepatico.

A la vista de los resultados, el sindrome metabolico parece predisponer la
progresion en la historia natural de NAFLD.

Los resultados experimentales con la técnica de OWLIver Test deberian
establecer el “gold estandar” de clasificacion pronoéstica en el cuadro de NAFLD.
En nuestra serie, de forma global, se ha identificado un 6.3% de sujetos con
NASH, un 75% de pacientes con NAFLD Yy tan s6lo un 18.8% de los individuos
con resultados de normalidad. Esto pone de manifiesto que existen formas de
presentacion de la enfermedad que no se transcriben facilmente a los criterios
fenotipicos clasicos de NAFLD y SM.

La ecografia detecta realmente un 81.6% de los casos existentes de
NAFLD mientras que la normalidad de la misma solo descarta el cuadro en un
20% de los casos, ya que el 80% de los sujetos con ecografia normal han resultado
positivos en el test OWLIver. De esta forma, llevar a cabo la determinacion
analitica de OWLIver Test puede condicionar la deteccion de casos que
fenotipicamente no son demostrables mediante ecografia, tratandose de cuadros
clinicos precoces o variantes fenotipicas diferentes.

En el 18.4% de los casos el patréon ecografico de NAFLD no se ve
respaldado por el OWLIver Test, aunque ninguno de los mismos corresponde con
estadio NASH.

En referencia a los resultados del patron de transaminasas, existe hasta un
76.7% de sujetos con transaminasas normales que muestran un resultado positivo
en OWLIver Test, lo cual estaria en relacion con patrones subclinicos o variantes
fenotipicas diferentes al igual que ocurria con los resultados obtenidos de la
ecografia abdominal. También hemos hallado un 11.1% de sujetos con
transaminasas alteradas que presentan un resultado de OWLIver Test negativo,

indicando la posibilidad de otra causa como origen de la alteracion analitica.
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En los pacientes con SM hay un 80% de resultados positivos del OWLIver
Test y en el grupo sin SM el porcentaje es del 84.6% de los casos. De esta forma,
la presencia o no de SM no parece influir en el resultado del OWLIver Test.

La metabolomica aplicada a este campo a través de OWLIver Test tiene el
potencial de proporcionar una nueva herramienta de diagnostico de NAFLD (141)
(142) que nos ayude a comparar los perfiles de distintos fenotipos en relacién con
los cambios metabdlicos asociados a éstos. Podemos destacar que el rol especifico
de este nuevo elemento diagndstico se centra en la evaluacion de casos no
detectados con la estratificacion clinico-analitica habitualmente utilizada,
pudiendo ayudar a una correcta clasificacion de los individuos y por tanto, al
acceso precoz a opciones terapeuticas.

El valor diagnostico como “gold estandar” de la técnica también nos puede
plantear la necesidad de realizar estudios prospectivos para evaluar su papel en la
progresion de NAFLD vy las posibles influencias de otros factores asociados como
la presencia 0 no de SM. En nuestro caso no se muestra un patron diferencial en la
presencia 0 no de SM aunque la limitacion en el nimero de pacientes y el disefio
del estudio puede ser un condicionante importante en estos resultados.

Dentro de los factores ambientales condicionantes en el desarrollo del
cuadro metabdlico, el patron de dieta y la actividad fisica son los dos aspectos
mas relevantes. (262)

La evaluacion del patron de dieta mediterranea en el conjunto global de la
poblacion muestra una baja adherencia, fundamentalmente por la limitacién en el
consumo de > 2 raciones de verdura/dia (37.5%), > 3 piezas de fruta/dia (48%) y
> 3 raciones de legumbres/semana (31.3%).

Se observa mayor adherencia a recomendaciones como el consumo de
aceite de oliva (93.8%), la limitacion a menos de 1 racion de carne roja al dia
(83.3%) 0 el consumo de mantequilla (83.3%).

Las diferencias fundamentales entre los grupos analizados hacen referencia
a una mayor adherencia en el grupo de SM sin NAFLD, donde destaca un mayor
consumo de aceite de oliva (100%), de pescado (60%) y un menor consumo de
reposteria industrial.

Los sujetos con SM y NAFLD parecen mostrar una tendencia a un peor

patrén de adherencia a la dieta mediterranea respecto a SM sin NAFLD,
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centrados, sobre todo en un consumo mayor de carnes rojas frente a carnes
magras, un mayor consumo de bebidas carbonatadas asi como de reposteria
industrial. Este punto abre la posibilidad de realizar politicas de intervencion mas
agresivas para mejorar la estructura de habitos de estos pacientes con mayor grado
de complejidad clinica y, por tanto, mayor riesgo cardiovascular asociado. En este
grupo de alto riesgo, la intervencion dietética puede mejorar los resultados
cardiovasculares a largo plazo de forma independiente. (266)

Finalmente, en cuanto al patron de ingesta, podemos comentar que el
consumo de vino > 3 vasos/semana es mayor en el grupo de SM sin NAFLD
(30%) frente a un 8% en SM y NAFLD y un 15% en NAFLD sin SM. En este
sentido, la prohibicién del consumo de alcohol en pacientes con NAFLD es una
causa limitante de la adherencia al patron de dieta mediterranea.

En relacién a los resultados globales publicados en la literatura referentes a
los beneficios de la dieta mediterranea (Predimed), podemos referir que el aceite
de oliva se utiliza de forma mayoritaria en el global de la poblacion estudiada,
aunque la cantidad de aceite no alcanza las recomendaciones de consumo elevado
en relacion a la limitacion de grasa en estos sujetos con IMC elevado.

Las recomendaciones de consumo de frutos secos como fuente de
antioxidantes y factores de proteccion cardiovascular tienen un menor
seguimiento en esta poblacion (48%), sin diferencias significativas entre grupos.
Esta potencial area de mejora en cuanto a la adherencia a la dieta mediterranea
podria tener interés terapéutico en esta poblacion.

De forma global, la actividad fisica en nuestros sujetos a estudio se
encuentra muy limitada, existiendo un porcentaje elevado de sujetos con baja
actividad fisica < 150 min/semana (45.8%), lo cual supone una limitacion
terapéutica importante.

La mayor parte del tiempo dedicado a la actividad fisica se distribuye entre
ejercicios de intensidad ligera a moderada (86%) frente a actividad intensa (14%).

Como referimos previamente, los sujetos con SM sin NAFLD presentan
un mayor porcentaje de ejercicio fisico (60% vs 52% en SM y NAFLD vs 53.8%
en NAFLD sin SM), entendiendo éste como aquella actividad fisica que se

practica > 150 min/semana.
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Es interesante sefialar el hecho de que a pesar de tener un menor
porcentaje de sujetos que practican alguna actividad fisica > 150 min/semana, el
grupo NAFLD sin SM es el que presenta un menor numero de horas sentado (18.8
horas/semana vs 22.8 horas/semana en SM y NAFLD vs 25.5 horas/semana en
SM sin NAFLD). Se ha insistido en la intima asociacion entre un estilo de vida
sedentario con la aparicion de SM, por lo que nuestros resultados avalan la
evidencia cientifica.

La intervencion en ejercicio fisico en esta poblacion ofrece un amplio
margen terapéutico en cuanto a reduccién de las horas de sedentarismo y aumento
de la duracién e intensidad de ejercicio fisico realizado.

Debemos destacar que la intervencion en dieta y ejercicio constituye la
base del control del SM vy, por tanto, un factor fundamental en la actuacion
preventiva dirigida al NAFLD.

El estudio del patrén de microbiota intestinal en los fenotipos descritos
mostrod diferencias en el RQ (abundancia relativa) de firmicutes, siendo mayor en
pacientes con NAFLD y SM frente a los que no tienen SM pero si NAFLD.
Clésicamente este incremento esta descrito en la literatura en relacion con la
obesidad. Sin embargo, en nuestra serie no existen diferencias antropométricas
significativas entre grupos. Asi, otros factores como la inflamacion hepética o la
presencia de SM pueden ser factores que condicionen este aumento relativo de
Firmicutes. El fenotipo con perfil menos favorable; es decir, con mayor RQ, seria
el paciente con NAFLD y SM, mientras que el fenotipo més favorable serian los
pacientes que aun presentando NAFLD, ésta no esta asociado a SM. Con el disefio
del estudio no podemos establecer una asociacion causal entre los factores
inflamatorios de higado, sindrome metabdlico y este patrén microbiano.

En el caso de los Bacteroidetes, se muestra una tendencia a una mayor RQ
en pacientes sin NAFLD frente a los otros dos grupos con ésta, aunque sin
diferencias estadisticamente significativas. En la literatura se destaca un aumento
de bacteroidetes en relacién con habitos de dieta rica en grasa y proteinas,
diferencia que no hemos encontrado en nuestra poblacion.

En relacion con la diabetes, esta descrito un descenso de bacteroidetes que

no se ha evidenciado en nuestra serie.
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El hallazgo de la correlacion entre los filos de Firmicutes y Bacteroidetes
en nuestra serie esta ampliamente descrito en la literatura y apoya el hecho de que
el conjunto del ecosistema de la microbiota es la resultante final de los diferentes
factores influyentes en la misma.

La ecografia abdominal es una de las pruebas diagnosticas de mayor
importancia en la valoracion clinica de la afectacion hepética de los pacientes con
NAFLD, sin embargo, en nuestro trabajo no hemos encontrado ninguna
asociacion entre el patron de microbiota y la presencia o severidad del patron de
esteatosis hepatica. En algunos trabajos de la literatura los cambios inflamatorios
en el higado estan relacionados con el patron ecografico. Existen nuevas técnicas
como la desarrollada en nuestro trabajo, OWLIver Test, que tratan de perfilar el
patrén de afectacion hepatica grasa. No hemos hallado ninguna relacion entre los
resultados de OWLIver Test y los patrones de microbiota.

La presencia o no de inflamacion hepatica probablemente esté mas
relacionada con cambios en la permeabilidad de la barrera intestinal que con
cambios en los patrones de filos encontrados.

En relacion al patrén de alimentacién, explorado segun los diferentes
puntos de adherencia a la dieta mediterranea, no se han encontrado diferencias
significativas con la microbiota. Asi, el mayor consumo de aceite de oliva, la
presencia de alcohol o la limitacién de reposteria industrial y grasas, no se ha
asociado a diferencias en la RQ de firmicutes o bacteroidetes.

En esta poblacién, de predominio sedentario y con alta prevalencia de
factores de riesgo cardiometabolicos, la realizacion de actividad fisica (mas de
150 min/semana) no se ha asociado a cambios en la microbiota.

Probablemente, existan otros factores independientes a la dieta, ejercicio y
presencia 0 no de DM u obesidad, que condicionan cambios en la poblacion
bacteriana de nuestra flora intestinal.

Para finalizar debemos hacer referencia las limitaciones del estudio
referidas a la muestra, posibles interferencias en las determinaciones, etc., que
hacen que nuestros resultados precisen estudios posteriores que reafirmen los
hallazgos encontrados y den paso a confirmar las hipdtesis planteadas en esta

discusion.
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6. Conclusiones

v Los pacientes con Enfermedad Hepatica Grasa no Alcoholica presentan como
constante, un perimetro de la cintura de riesgo, menor masa libre de grasa y
menor impedancia bioeléctrica, que traducen un peor perfil antropomeétrico.

v' En el grupo de Sindrome Metabdlico sin Enfermedad Hepética Grasa no
Alcohdlica destaca la presencia de los componentes de Sindrome Metabdlico
relacionados con la elevacién de los niveles de glucosa y el descenso de HDL-
Colesterol. En los casos de Enfermedad Hepéatica Grasa no Alcohdlica sin
Sindrome Metabolico destaca los mayores niveles de HDL-Colesterol junto con
una baja tasa de hipertension arterial asociada.

v" La combinacion de Sindrome Metabdlico y Enfermedad Hepatica Grasa no
Alcohdlica parece conferir un peor patron de enzimas hepaticas y de severidad
ecografica respecto a los pacientes sin Sindrome Metabdlico.

v" Los resultados de OWLIver Test identifican un mayor porcentaje de individuos
afectos (6.3% Esteatohepatitis No Alcoholica y 75% Enfermedad Hepaética
Grasa no Alcoholica) frente a las técnicas clasicas.

v El 80% de los sujetos con ecografia normal han resultado positivos en el test
OWLIver, detectando por tanto casos que fenotipicamente no son demostrables
mediante ecografia. En el 18.4% de los casos el patron ecografico de
Enfermedad Hepatica Grasa no Alcohdlica no se ve respaldado por el OWLIver
Test, aunque ninguno de los mismos corresponde con estadio Esteatohepatitis
No Alcoholica.

v' La alteracion de las enzimas hepaticas en relacion con OWLIver Test, no
resultan especialmente dtiles en la identificacion o descarte de casos de

afectacion hepatica grasa.
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La presencia 0 no de Sindrome Metabolico no parece influir en el resultado del
OWLIver Test.

Los sujetos con Sindrome Metabolico y Enfermedad Hepatica Grasa no
Alcohodlica parecen mostrar una tendencia a un peor patron de adherencia a la
dieta mediterranea respecto a Sindrome Metabolico sin Enfermedad Hepética
Grasa no Alcoholica, centrados, sobre todo en un consumo mayor de carnes
rojas frente a carnes magras, un mayor consumo de bebidas carbonatadas asi
como de reposteria industrial.

La actividad fisica estd muy limitada en toda la poblacion a estudio,
especialmente entre los sujetos Sindrome Metabdlico y Enfermedad Hepética
Grasa no Alcohdlica.

En el global de la muestra estudiada, existe una correlacion inversa entre los
filos bacterianos de firmicutes y bacteroidetes.

Hemos encontrado diferencias en las poblaciones de Firmicutes entre algunos de
los fenotipos estudiados, sin diferencias en el grado de obesidad de estas
poblaciones, siendo mayor la abundancia relativa de éstos en paciente con
Sindrome Metabolico y Enfermedad Hepética Grasa no Alcohdlica frente a los
pacientes con Enfermedad Hepatica Grasa no Alcohdlica sin Sindrome
Metabolico.

No existen diferencias entre los filos de microbiota en relacion con el resultado
de OWLIver Test, ni con la antropometria, ni con la bioquimica, ni con patrén

de alimentacion o ejercicio.
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8.1. ANEXOI

CONSENTIMIENTO INFORMADO. PROYECTO DE INVESTIGACION
“ESTUDIO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES CON
SINDROME METABOLICO Y ENFERMEDAD HEPATICA GRASA NO
ALCOHOLICA”

Tanto el sindrome metabdlico (hipertension, obesidad, hipercolesterolemia o

hipertrigliceridemia y diabetes) como el higado graso son entidades habituales en la
actualidad y su aparicion o evolucion pueden asociarse al tipo de microbiota (conjunto
de bacterias que viven en el intestino) existente.

Se solicita su participacion en el proyecto destinado a investigar la influencia de
la microbiota intestinal en el sindrome metabdlico y/o el higado graso.

El objetivo es examinar rasgos de sindrome metabdlico y de higado graso e
identificar diferencias en el tipo de microbiota si las hubiese.

El método de investigacion llevado a cabo serd seleccionar desde consultas
pacientes con obesidad, diabetes, hipertrigliceridemia, hipertension o higado graso.

Tras contacto telefénico, los pacientes que acepten participar acudiran en 2
ocasiones al hospital:

- En la primera visita (en consulta externa) acudiran en ayunas, contestaran a 2
encuentas, una sobre la adherencia a la dieta mediterranea y otra sobre los
habitos de ejercicio fisico. Asimismo, se llevara a cabo una exploracion fisica de
rutina con peso, talla e impedanciometria.

En esta misma visita se realizara un control analitico, indicado por su
patologia de base, que seréd de utilidad para el calculo de un nuevo test (Owl-
Liver Test) que permite diferenciar si se padece higado graso o higado graso
asociado a inflamacion.

A cada paciente se le entregara un envase estéril para que posteriormente puedan
aportar una muestra de heces.

- En la segunda visita (al laboratorio) los participantes deberan aportar una
muestra de heces. Podran acudir en horario laboral de lunes a viernes sin cita
previa.

Durante el proyecto de investigacion no se le administrara ningun tratamiento medico

adicional, por lo que no se esperan acontecimientos adversos durante el mismo.
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Basandonos en los resultados de este estudio, podremos definir con mayor
exactitud sus rasgos de sindrome metabdlico y determinar sus factores de riesgo
cardiovascular (riesgo de infarto, trombosis...). Aunque sin beneficio inmediato para
usted, futuros estudios en base a éste probablemente ayudaran a conocer tratamientos
como antibidticos o probidticos que podrian ser de utilidad para prevenir o frenar la
evolucion del sindrome metabolico-higado graso.

Su participacién en este proyecto de investigacion es totalmente voluntaria.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento despues de
firmarlo.

El equipo investigador estd formado por Francisca Martin Ocafia (Médico
Especialista de Aparato Digestivo e investigadora responsable) y José Manuel Garcia
Almeida (Médico Especialista en Endocrinologia y Nutricion). Puede contactar con
cualquier miembro del equipo investigador si le surge cualquier duda sobre su
participacion en este proyecto. Para ello podran dirigirse a la unidad de aparato
digestivo del Hospital de la Axarquia en horario de mafiana.

So6lo los miembros del equipo investigador tendrdn acceso a sus datos
personales. Tanto la informacidén que se obtenga al analizar las muestras biologicas
como toda la informacidn clinica y sociodemografica referente a usted seré considerada
confidencial Los datos que puedan identificar a los pacientes, se mantendran de forma
separada, y estaran identificados por un codigo sin relacién con su historia clinica o
documento de seguridad social. Es posible que los resultados de las investigaciones sean
publicados en la literatura cientifica, pero siempre en forma de resultados globales de
todos los participantes. Los datos personales no apareceran en ningun caso.

El proyecto se realizard siguiendo las Guias de Buenas Practicas Clinicas y la
Declaracion de Helsinki (Fortaleza, Brasil 2013).

Se garantiza la confidencialidad de los datos segin la Ley Organica de
Proteccion de datos de Carécter Personal 15/1999.

Toda la informacion sera utilizada unicamente para los fines resefiados.

Todos los investigadores implicados en el proyecto se comprometen a cumplir
las normas necesarias para preservar la confidencialidad de la informacion facilitada por
los participantes.

El presente proyecto se presenta al CEI Provincial de Malaga.
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Consentimiento informado

“ESTUDIO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES CON
SINDROME METABOLICO Y ENFERMEDAD HEPATICA GRASA NO
ALCOHOLICA”

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado,

he podido hacer preguntas sobre el estudio,

he recibido suficiente informacion sobre el estudio,

he hablado con: Francisca Martin Ocafia

comprendo que mi participacion es voluntaria,

comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera.

2. Sin tener que dar explicaciones.

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados o atencion sanitaria.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

En Méalaga a ..... e oo de 20
Fdo.: Fdo.:
Participante Investigador responsable
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Consentimiento del representante

Yo, (nombre, apellidos y

en calidad de (relacion con el paciente 'y nombre del
Q2= T[] 1 (= PP
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
Titulo del estudio:
“ESTUDIO DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN PACIENTES CON
SINDROME METABOLICO Y ENFERMEDAD HEPATICA GRASA NO
ALCOHOLICA”

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado
he podido hacer preguntas sobre el estudio,

he recibido suficiente informacion sobre el estudio,

he hablado con: Francisca Martin Ocafia

comprendo que su participacion es voluntaria,
comprendo que puede retirarse del estudio:

4. Cuando quiera.

5. Sin tener que dar explicaciones.

6. Sin que esto repercuta en mis cuidados o atencién sanitaria.

En mi presencia se le ha facilitado
L (NOMBRE DEL PARTICIPANTE) toda la informacion

pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y estd de acuerdo en

participar.
En Malaga a ..... de eeeeeeeereereeeeeeeesenenens de 20
Fdo.: Fdo.:
Representante Investigador responsable
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8.2. ANEXOII

CUESTIONARIO DE ADHERENCIA A LA DIETAMEDITERRANEA

Pregunta Modo de Puntos
Valoracion
1. ;Usa el aceite de oliva como principal grasa para Si =1 punto
cocinar?
2. ;Cuanto aceite de oliva consume en total al dia 2 6 mas
(incluyendo el usado para freir, comidas fuera de casa, cucharadas
ensaladas, etc...)? = 1 punto

3. ;Cuantas raciones de verduras u hortalizas consume al

dia (1 racién = 200 g. Las guarniciones o acompanamientos =
4 racion) ?

2 06 mas (al
menos 1 de ellas
en ensalada o

4. ;Cuantas piezas de fruta (incluyendo zumo natural)
consume al dia?

3 6 mds = 1 punto

5. ;Cuantas raciones de carnes rojas, hamburguesas, Menos de 1
salchichas o embutidos consume al dia (1 racion = 100-150 =1
g)? punto
6. ;Cuantas raciones de mantequilla, margarina o nata Menos de 1
consume al dia (porcion individual = 12 g)? =1
7. iCuantas bebidas carbonatadas y/o azucaradas Menos de 1

(refrescos, colas, tonicas, bitter) consume al dia ?

= 1

8. ;Bebe vino? ;Cuanto consume a la semana?

3 6 mds vasos
=1

9. ;Cuantas raciones de legumbres consume a la semana
(1 plato o racion = 150 g) ?

3 6 mds = 1 punto

10. ;Cuantas raciones de pescado/mariscos consume a la
semana (1 plato, pieza o racion = 100-150 g de pescado 6
4-5 piezas 6 200 g de marisco) ?

3 6 mds = 1 punto

11. ;Cuantas veces consume reposteria comercial (no
casera, como: galletas, flanes, dulces, bolleria, pasteles)
a la semana?

Menos de 3
=1
punto

12. ;Cuantas veces consume frutos secos a la semana (1
racion =30 g)?

16 mds = 1 punto

13. ;Consume preferentemente carne de pollo, pavo o
conejo en vez de ternera, cerdo, hamburguesas o
salchichas (carne de pollo, pavo o conejo: 1 pieza o racion
de 100-150 g)?

Si = 1 punto

14. ;Cuantas veces a la semana consume los vegetales
cocinados, la pasta, arroz u otros platos aderezados con
salsa de tomate, ajo, cebolla o puerro elaborada a fuego
lento con aceite de oliva (sofrito)?

2 6 mds = 1 punto

Puntuacion total

FUENTE:

Modificado de: Trichopoulou A, Costacou T, Bamia C, Trichopoulos D. Adherente to a
mediterranean diet and survival in a greek population. N Engl J Med 2003; 348: 2.599-2.608
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8.3. ANEXO 11l

IPAQ CORTO ULTIMOS 7DIAS

LEA: Ahora le voy a preguntar acerca del tiempo que Usted fue fisicamente
activo(a) en los ultimos 7 dias. Por favor responda cada pregunta adn si
Usted no se considera una persona activa. Piense acerca de las actividades
gue Usted hace en su trabajo, como parte del trabajo en el jardin y en la
casa, para ir de un sitio a otro, y en su tiempo libre de descanso, ejercicio o
deporte.

LEA: Ahora, piense acerca de todas las actividades vigorosas que
requieren un esfuerzo fisico fuerte que Usted hizo en los dltimos 7 dias.
Actividades vigorosas son las que hacen respirar mucho mas fuerte que lo
normal y pueden incluir el levantamiento de objetos pesados, excavar,
aerobicos, o pedalear rapido en bicicleta. Piense solamente en esas actividades
gue Usted hizo por lo menos 10 minutos continuos.

1. Durante los ultimos 7 dias ¢Cuantos dias hizo Usted actividades fisicas

vigorosas?
Dias por semana [VDAY Rango: 0-7, 8,9]

8. No sabe /no esta seguro(a)

9. Rehusa contestar

[Clarificacion por parte del entrevistador: Piense solamente en esas actividades
fisicas que usted hace por lo menos 10 minutos continuos]

[Nota para el entrevistador: Si la persona entrevistada responde cero, rehusa 0 no
sabe, pase a la pregunta 3]

2. ¢Cuanto tiempo en total usualmente le toma realizar actividades fisicas
vigorosas en los dias que las realiza?

Horas por dia [VDHRS; Rango: 0-16]

Minutos por dia [VDMIN; Rango: 0-960, 998, 999]

998. No sabe /no esta seguro(a) 999. Rehusa contestar

[Clarificacion por parte del entrevistador: Piense solamente en esas actividades
fisicas que usted hace por lo menos 10 minutos continuos]

[Nota para el entrevistador: Se esta buscando un tiempo promedio por dia. Si la
persona entrevistada no puede contestar porque la cantidad de tiempo varia dia a dia,
pregunte: “;Cuanto tiempo en total le dedicod usted en los ultimos 7 dias a actividades
fisicas vigorosas?”

Horas por semana [VWHRS; Rango: 0-112]

Minutos por semana [VWMIN; Rango: 0-6720, 9998, 9999]
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9998. No sabe /no esta seguro(a)

9999. Rehusa contestar

LEA: Ahora piense en actividades que requieren esfuerzo fisico moderado y que
Usted hizo en los ultimos 7 dias. Actividades fisicas moderadas son las que hacen
respirar algo mas fuerte que lo normal e incluyen cargar cosas ligeras, montar en
bicicleta a paso regular, o juego de dobles en tenis. No incluya caminar. Otra vez piense
unicamente en aquellas actividades fisicas que Usted hizo por lo menos 10 minutos

continuos.
3. Durante los ultimos 7 dias, cuantos dias hizo Usted actividades fisicas
moderadas?
Dias por semana [MDAY; Rango: 0-7, 8, 9]
8. No sabe /no esta seguro(a)
9. Rehusa contestar

[Clarificacion por parte del entrevistador: Piense solamente en esas actividades
fisicas que usted hace por lo menos 10 minutos continuos]

[Nota para el entrevistador: Si la persona entrevistada responde cero, rehusa 0 no
sabe, pase a la pregunta 5]

4. ¢Cuénto tiempo en total usualmente le dedicé en uno de esos dias que
hizo actividades fisicas moderadas?

Horas por dia [MDHRS; Rango: 0-16]

Minutos por dia [MDMIN; Rango: 0-960, 998, 999]

998. No sabe /no esta seguro(a) 999. Rehusa contestar

[Clarificacion por parte del entrevistador: Piense solamente en esas actividades
fisicas que usted hace por lo menos 10 minutos continuos]

[Nota para el entrevistador: Se necesita un promedio de tiempo al dia de uno de
los dias en los cuales Usted hizo actividad fisica moderada. Si la persona entrevistada
no puede contestar porque la cantidad de tiempo varia dia a dia, o incluye tiempo
dedicado en diferentes trabajos, pregunte:

¢ Cuanto tiempo en total le dedicd Usted en los Gltimos 7 dias a hacer actividades
fisicas moderadas?”’

Horas por semana [MWHRS; Rango: 0-112]

Minutos por semana [MWMIN; Rango: 0-6720, 9998, 9999]

9998. No sabe /no esta seguro(a)

9999. Rehusa contestar
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ANexo

LEA: Ahora piense en el tiempo que Usted le dedico a caminar en los ultimos 7
dias. Esto incluye caminar en el trabajo y en la casa, caminar para para ir de un sitio a
otro, y cualquier otra caminata que Usted haya hecho meramente por recreacion,
deporte, ejercicio o placer.

5. ¢Durante los ultimos 7 dias, cuantos dias camind Usted por lo menos 10
minutos seguidos?

Dias por semana [WDAY:; Rango: 0-7, 8, 9]

8. No sabe /no esta seguro(a)

9. Rehusa contestar

[Clarificacion por parte del entrevistador: Piense solamente acerca de la
caminata que Usted da por lo menos por 10 minutos seguidos.]

[Nota para el entrevistador: Si la persona entrevistada responde cero, rehusa 0 no
sabe, pase a la pregunta 7]

6. ¢Cuénto tiempo en total pasé generalmente caminando en uno de esos
dias?

Horas por dia [WDHRS; Rango: 0-16]

Minutos por dia [WDMIN; Rango: 0-960, 998, 999]

998. No sabe /no esté seguro(a) 999. Rehusa contestar

[Nota para el entrevistador: Se necesita un promedio de tiempo de los dias en los
cuales Usted camina. Si la persona entrevistada no puede contestar porque la cantidad
de tiempo varia mucho dia a dia, pregunte: ;Cudl es la cantidad total de tiempo que
Usted pasé caminando en los ultimos 7 dias?”

Horas por semana [WWHRS; Rango: 0-112]

Minutos por semana [WWMIN; Rango: 0-6720, 9998, 9999]

9998. No sabe /no esta seguro(a)

9999. Rehusa contestar

LEA: Ahora piense acerca del tiempo que Usted pasé sentado(a) en la semana
durante los ultimos 7 dias. Incluya el tiempo en el trabajo, en la casa, estudiando y
durante el tiempo de descanso. Esto puede incluir tiempo que pasé sentado(a) en un
escritorio, visitando amistades, leyendo, sentado(a) o acostado(a) viendo television.

7. Durante los ultimos 7 dias, ¢Cuanto tiempo en total usted usualmente
paso

sentado durante un dia en la semana?
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Horas por semana [SDHRS; 0-16]

Minutos por semana [SDMIN; Rango: 0-960, 998, 999]

998. No sabe /no esta seguro(a) 999. Rehusa contestar

[Clarificacion por parte del entrevistador: Incluya el tiempo que pasé acostado
(despierto) asi como sentado]

[Nota para el entrevistador: Se necesita un promedio de tiempo al dia. Si la
persona entrevistada no puede contestar porque la cantidad de tiempo varia dia a dia,
pregunte: “Cual fue la cantidad total de tiempo que Usted paséd sentado(a) el Miércoles
pasado?”

Horas el miércoles [SWHRS; Rango 0-16]

Minutos el miércoles [SWMIN; Rango: 0-960, 998, 999]

998. No sabe /no esta seguro(a) 999. Rehusa contestar
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