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TITULO:

Niveles de L- Arginina en nifios obesos con transaminasemia.
ANTECEDENTES:

La obesidad pediatrica representa una pandemia en el siglo XXI. Es favorecida por
factores como habitos sedentarios, aumento en las porciones de los alimentos y
cambios en los patrones alimenticios que incluyen: un aumento en la ingesta de
alimentos ricos en grasa, sacarosa, fructosa y carbohidratos refinados. La
obesidad en el nifio se sigue considerando por el comun de los pediatras y cuerpo
médico en general, como una condicion clinica poco importante, por lo cual no se
tiene en cuenta rastrear en estos pacientes afecciones de los diferentes 6rganos y
sistemas asociadas a obesidad. La esteatohepatitis es un hallazgo comun en los
pacientes con obesidad. Se describié por primera vez en adultos en 1970 y hasta
1980 se reportd una patologia similar en nifios. Se considera la enfermedad
hepética crénica mas comuin en los Estados Unidos y muchas partes del mundo®.
El dafio hepatico puede conducir de manera temprana a la cirrosis y la falla
hepética. El primer caso de cirrosis hepatica en un nifio secundario a una
esteatohepatitis no alcohdlica fue reportada en Japon (donde se cree que hay
reportes anteriores en su lengua natal) en 1984%°. Esta situacion tan deletérea

puede ser prevenida con la deteccion temprana e intervencion oportuna.

MARCO TEORICO:

Introduccion:

La esteatohepatitis se define como el depdsito de lipidos en las células hepaticas.
Se asocia fuertemente con la obesidad y la resistencia periférica a la insulina,
problemas cada vez mas frecuentes en nuestra poblacién. Este padecimiento
puede pasar inadvertido por un largo periodo de tiempo sin tener manifestacion
clinica alguna. Puede ser un hallazgo ocasional o bien, puede presentarse como

cirrosis hepatica, con una considerable actividad inflamatoria y fibrosis extensa. El
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dafio hepatico crénico puede conducir de manera temprana a la cirrosis y la falla
hepatica, Esta situacién tan deletérea puede ser prevenida con la deteccion
temprana y oportuna de la esteatosis hepatica.

Terminologia:

La esteatohepatitis se describe en la literatura internacional como Enfermedad del
Higado Graso No Alcohdlico (EHGNA), del inglés Non Alcoholic Fatty Liver
Disease (NAFLD). Este término se refiere al amplio espectro de enfermedades
hepéticas que van de una esteatosis simple (acumulacion de grasa en el higado) a
una esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA o NASH, del inglés non-alcoholic
steatohepatitis) y se refieren a acumulacion grasa en el higado que lleva a
inflamacién, hasta una cirrosis hepatica (cicatrizaciéon irreversible y avanzada del
higado como resultado de la inflamacién crénica).* Se utilizaran las transaminasas
Alanino Aminotransferasa (ALT) y Aspartato Aminotransferasa (AST).
Epidemiologia:

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Nutricién de 19997, el promedio nacional de
sobrepeso y obesidad para nifios de 5 a 11 afios fue de 27%. La prevalencia fue
mayor en los estados del norte del pais (34%) que colindan con Estados Unidos,
donde los indices de obesidad infantii son muy elevados. El incremento de
obesidad en las dltimas décadas nos orienta a pensar que la incidencia de
esteatosis hepéatica ha aumentado de manera paralela. 2

La EHGNA probablemente representa la causa mas comun de enfermedad
hepatica en la comunidad pediatrica. La prevalencia reportada en la poblacion
general de nifios y adolescentes va del 2.6 a 9.6%. Como se vera mas adelante en
el texto no existe un consenso para diagnosticar EHGNA, por lo que la prevalencia
varia segun el criterio utilizado en los estudios ya existentes: a) valores elevados
de aminotransferasa de alanina (ALT), prevalencia de 3% en Estados Unidos %y
de 3.2% en Korea*; b) Mas de 5% de los hepatocitos conteniendo grasa
macrovesicular, prevalencia de 9.6% en Estados Unidos®; c) Ultrasonido con
esteatohepatitis, prevalencia de 2.6% en Japon®.

Se ha reportado EHGNA de un 25 a 75 % en poblaciones con obesidad o

Diabetes Mellitus tipo Il. ’ La prevalencia de la esteatosis hepética en nuestra
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poblacion obesa es desconocida. Hay un estudio realizado en México por Flores y
colaboradores donde se reportan una prevalencia de 42% en nifios con
sobrepeso y obesidad. ®

El principal factor de riesgo para desarrollar EHGNA es la obesidad, los nifios
tienen una prevalencia mas elevada que las nifias mostrando una relacion de 2:1.
Una explicacion a este fendmeno es que los estrogenos promueven el uso de
lipidos como una fuente energética y la distribucion de grasa no visceral, haciendo
menos factible que el exceso de grasa se deposite en el compartimento intra
abdominal®®>. A pesar de que se ha encontrado que los nifios negros tienen
mayores factores de riesgo para presentar higado graso como son la obesidad y
resistencia periférica a la insulina, estos tienden a presentar bajas tasas de
EHGNA comparados con nifios blancos e hispanos®. En estos Gltimos predomina
la histologia tipo 2 (ver mas adelante)™®.

Tipicamente se describe la enfermedad en preadolescentes y adolescentes
aunque existen casos desde preescolares®.

La incidencia de cirrosis hepatica en pacientes pediatricos con esteatosis se ha
estimado por debajo del 1% del total de los casos.'® A pesar de que la incidencia
de dafio extenso al higado en la poblacion pediatrica con obesidad es menor
comparada con la que se observa en pacientes adultos, el establecimiento
temprano de la obesidad y el dafio hepatico, es un factor pronéstico para el
desarrollo de fibrosis y cirrosis en la edad adulta. En un estudio de autopsias en
Estados Unidos para establecer la prevalencia de EHGNA se encontré que ésta

fue de 9.6% en nifios de 2 a 19 afios?.

Fisiopatologia:

En adultos se considera la EHGNA como la presentacion hepatica del sindrome
metabolico®” *!. La fisiopatogenia del incremento en los 4cidos grasos circulantes
asociado a obesidad central y una resistencia periférica de insulina explica un
“primer golpe” en la lesion hepatica. El aumento de la entrega de &cidos grasos al
higado se acompafia de una disminucién en el metabolismo en los hepatocitos

llevando a una acumulacién neta de triglicéridos en el higado. Esta acumulacién



Niveles de L- Arginina en Nifios obesos con transaminasemia Dr. Daniel Ibarra Rios

de grasa en el higado exacerba la resistencia a la insulina ya que interfiere con la
fosforilacion de sustratos de los receptores de insulina’®. Hay aumento en la
expresion hepatica del citocromo p450 E1 que puede ser un mediador importante
de este proceso™. Esto origina un circulo vicioso donde el sindrome metabdlico
conduce a cambios grasos en el higado y viceversa. Se ha demostrado en ratas
Zucker (ratas que tienen deficiencia de leptina y desarrollan higado graso) que al
existir esteatohepatitis se presenta una disminucion en el flujo regional hepatico y
por lo tanto la oxigenacion de la hemoglobina es menor. Existe hipoxia hepatica
hinibiéndose la funcidn respiratoria con fuga de electrones a nivel mitocondrial
formandose especies reactivas de oxigeno®. Un “segundo golpe” puede ser
causado por una serie de agresiones citogénicas que se han identificado y se
proponen como posibles causas etioldgicas; el estrés oxidativo juega un papel
clave. Las alteraciones identificadas y postuladas como probables causas son:
disfuncion mitocondrial, cambios tisulares secundarios a la exposicion cronica de
citocinas (el mas importante TNF-a) y adipocitocinas (adiponectina, resistina y
leptina)®’, inadecuada detoxificacién y/o un proceso inadecuado de citoproteccion
gue incluye incremento de procesos oxidativos, deficiencia de antioxidantes como

vitamina E y éxido nitrico, (propdsito de este trabajo ) *2. Ver Figura 1.

L-Argininay la via del 6xido nitrico:

Como se describe en la seccion anterior el estrés oxidativo juega un papel muy
importante en el “segundo golpe” de la fisiopatologia de la esteatohepatitis. Asi
mismo se acepta que la EHGNA es la manifestacion hepatica del sindrome
metabolico. Desde hace tiempo se reconoce el impacto de la via L arginina-6xido
nitrico en el estrés oxidativo y la patogenia del sindrome metabdlico®’.
Inicialmente estudiado en ateroesclerosis se encontré que la liberacion
inapropiada de Oxido nitrico o niveles bajos de L-arginina (su precursor) se
asociaban a un aumento en la formacién de trombos®. Se reconocié su papel
como vasodilatador enddgeno que previene la agregacion plaguetaria e inhibe la

proliferacion del musculo liso.
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En el sindrome metabdlico y en la esteatohepatitis suceden varios efectos:
a) Hay defectos en la liberacion de 6xido nitrico estimulado por insulina.
b) El estrés oxidativo aumenta la inactivacion del 6xido nitrico.
c) Alteraciones en la funcion de la adiponectina reduce la activacion del 6xido
nitrico endotelial y aumenta el estrés oxidativo.

d) Hay una disminucion global de la biodisponibilidad del 6xido nitrico.

Al presentarse el circulo vicioso donde el sindrome metabdlico causa esteatosis y
viceversa por fosforilacion e inactivacion de los receptores de insulina, se genera
a nivel mitocondrial (tras peroxidacion de productos lipidicos y produccion de
factor de necrosis tumoral alfa) un desequilibrio, aumentando el numero de
electrones que entran a la cadena respiratoria y bloqueando de manera parcial la
salida de los mismos, estos electrones reaccionan directamente con el oxigeno
formando especies reactivas como los peroxinitritos que dafian el DNA*,

En un estudio de experimentacion animal realizado por el Dr. Salvador Villalpando
se bloqued por via enteral la sintesis de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS),
encontrando un incremento en la concentracion plasméatica de acidos grasos libres
y triglicéridos, asi como la concentracion hepatica de triglicéridos (esteatosis
hepatica) y su disminucién al suplementar a los animales con L-arginina.*®

La manera en que L-arginina produce 6xido nitrico es solo a través de la enzima
NOS teniendo como producto final citrulina. De manera analoga es posible obtener
citrulina a través de la accién del complejo enzimético arginasa. Sin embargo, la
tasa de produccion de oxido nitrico solamente depende de la concentracion de
arginina. Este sistema enzimético no tiene reversibilidad y el destino del éxido
nitrico que tiene una vida media fugaz de algunos milisegundos es muy diverso. El
paso inicial es la produccion de los compuestos nitrito y nitrato en su forma
reducida. Estos compuestos se han utilizado en estudios en humanos como
marcadores de actividad de NOS. La excrecion renal de ambos compuestos es
casi al 100%, sin embargo, algunos pueden ser sustrato de nitrosilacion de
proteinas como hemoglobina, albumina, etc. La presencia o ausencia de

esteatosis hepdatica en nifios con resistencia a la insulina y sindrome metabdlico
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puede ser un marcador de variabilidad en el metabolismo de las lipoproteinas asi
como alteraciones en los mecanismos para contender con un exceso de acidos
grasos*!. Ver Figura 2.

Diagnastico:

Actualmente la obesidad, el sobrepeso y mas aun la EHGNA son sumamente
subdiagnosticadas. Una muestra de ello es el estudio realizado por Riley y
colaboradores donde se analizaron 2256 visitas al pediatra general, endocrindlogo
pediatra y gastroenterdlogo pediatra. Se realizé el diagnostico solo en el 31% de
los nifios obesos. El abordaje para sindrome metabdlico ocurri6 con mas
frecuencia durante la visita al endocrinélogo y el diagnéstico de EHGNA fue
realizado mayoritariamente por gastroenterélogos pediatras®°. El abordaje habitual
de los pacientes obesos en la practica pediatrica cotidiana no incluye la
monitorizacion de la funcién hepética ni de otros padecimientos asociados a

obesidad

Tabla 1. Patologias asociadas con esteatosis hepética.”’

General o sistémicas:
a) Enfermedad sistémica aguda con deshidratacion y/o infeccion sistémica.
b) Desnutricién caldrico- protéica.
c) Emanciacion aguda.
d) Nutricion parenteral total.
e) Cirugia bariatrica.
f) Enteropatia por intolerancia al gluten.
g) Sindrome nefrético.
h) Diabetes mellitus I.
i) Hepatitis C crénica.
Enfermedades metabdlicas heredadas:
a) Deficiencia de al- antitripsina.
b) A-beta o hipobetalipoproteinemia.
c) Enfermedad por depésito de ésteres de colesterol.
d) Fibrosis quistica.
e) Hiperlipoproteinemia familiar.

f) Galactosemia.
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Contintia Tabla 1. Patologias asociadas con esteatosis hepatica.”’

g) Enfermedades por depdésito de glucégeno.

h) Intolerancia hereditaria a la fructosa.

i) Tirosinemia tipo I.

i) Homocistinuria.

k) Enfermedad por depdsito de lipidos neutrales (no el Sindrome Dorfman-
Chanarin).

[) Porfiria cutanea tardia.

m) Sindrome de Swachman.

n) Enfermedad de Weber Christian.

0) Enfermedad de Wilson.

El diagnostico de EHGNA debe ser por exclusion de otras formas de enfermedad
hepatica siendo las mas importantes de descartar: hepatitis viral (B y C),
autoinmune, medicamentosa (valproato, metotrexate, tetraciclinas, amiodarona,
prednisona, etc), enfermedad de Wilson y deficiencia de al-antitripsina.

Los nifios pueden estar asintomaticos o quejarse de dolor abdominal leve en un 42
a 59%"%. La hepatomegalia es frecuente en la exploracién fisica. Frecuentemente
coexiste con dislipidemia siendo la mas frecuente hipertrigliceridemia. La acantosis
nigricans (pigmentacion negra en pliegues y axilas asociado con hiperinsulinemia)
se ha asociado en un 50%'. La transaminasemia (elevaciéon de alanino y
aspartato transferasa) son predictores de la enfermedad; generalmente se

encuentran de 2 a 3 veces su valor basal®

pero puede existir enfermedad
significativa con transaminasas normales. La ALT se puede encontrar de
ligeramente elevada a 10 veces su valor normal.

La evaluacion histologica es la Unica manera de establecer el grado de esteatosis.
Béasicamente se establecen dos tipos de histologia.'* La de tipo 1 o adulta que se
caracteriza por esteatosis, inflamacién celular y vacuolizacién citoplasmica y
fibrosis perisinusoidal. La de tipo 2 se caracteriza por esteatosis asi como

inflamacion y fibrosis portal. Ver Figura 3.

10
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Tabla 2. Hallazgos histolégicos encontrados en biopsias hepaticas de nifios
y adultos con EHNA

+++ +
+++ +
- +
+ +
Portal Lobular

Portal o Perisinusoidal/pericentral.

sin

En la microscopia electronica se encuentran anomalias estructurales
mitocondriales como son inclusiones paracristalinas y megamitocondrias.

El ultrasonido y la resonancia magnética pueden ser utilizados en el estudio
pediatrico. La grasa en el higado dispersa y atenta el rayo ultrasonografico
produciendo un aumento disfuso en la ecogenicidad (brillantez) del parénquima
hepatico. El ultrasonido tiene una sensibilidad del 82 a 89% y una especificidad de
93% para identificar un infiltrado graso®. La gran limitante es que es operador y
equipo dependiente. La cuantificacion exacta del grado de esteatosis no es posible
y es util para la deteccion en casos de esteatosis severa pero su sensibilidad
disminuye si el grado de esteatosis es menor del 30% en la biopsia®*.

La resonancia magnética puede ser el método ideal para establecer la presencia
de grasa en el higado. Las sefiales emitidas por el agua y la grasa se detectan en
fase o fuera de fase. Al comparar la intensidad de la sefal en las imagenes en
fase y fuera de fase se puede establecer la presencia de esteatosis y cuantificarse
aproximadamente'®. Una modalidad mas exacta es la Espectroscopia por
Resonancia Magnética en la cual se cuantifica la manera en la que resuenan los
protones en el agua y en la grasa (a diferentes frecuencias) con lo cual se pueden

determinar las sefales emitidas tanto por el agua como por la grasa para

11
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establecer las fracciones de grasa y obtener con mas precision la cantidad de
lipidos en el parénquima hepatico™®.

La biopsia hepatica es un procedimiento relativamente seguro (mortalidad de
0.03%). Este método representa el Unico fiable para diagnosticar EHGNA y
establecer el prondéstico. Se ha propuesto como criterios para realizar una
biopsia?’ 3" 32;

a) Enfermedad grave o avanzada.

b) Hepatoesplenomegalia o comorbilidades.
c) Diabetes mellitus u obesidad morbida.

d) Relacion AST/ALT mayor a 1.

e) Enfermedad persistente a pesar de cambios en el estilo de vida.

Pronostico:

Dependiendo las series consultadas la historia natural de la EHGNA es que un 25
a 35% desarrollaran fibrosis; de estos de un 9 a un 20% desarrollaran cirrosis;
finalmente 22 a 33% de los pacientes cirréticos moriran de insuficiencia hepatica o
requerirdn un trasplante®. Ver Figura 1. Los pacientes diagnosticados con cirrosis
hepatica requeriran de un trasplante hepatico para reducir el riesgo de mortalidad

y preservar la funcién hepatica.

Tratamiento:

La dieta y el ejercicio se consideran la primera linea de tratamiento®. Algunos
estudios recientes han logrado demostrar que el disminuir tan solo 2 kg de peso
mejora de manera considerable el patrén de transaminasemia en los pacientes
obesos.’ Sin embargo la baja de peso acelerada o dietas con muy bajas en
kilocalorias (menos de 500) pueden empeorar la inflamacién hepatica y la
fibrosis.!” Las dietas deben ser redisefiadas, no restrictivas; una dieta con bajo
indice glicémico puede ser apropiada®. Las recomendaciones son para toda la
familia e incluyen mas de 5 raciones de frutas y verduras al dia, menos de dos
horas de television al dia, no tener television en la habitacion de los nifos,

minimizar o eliminar bebidas azucaradas, tomar desayuno, comer con la familia en

12
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casa, mas de una hora de actividad fisica diario*>. Se han estudiado antioxidantes
como la vitamina E la cual actualmente es estudiada como monoterapia en un
estudio doble ciego controlado tanto en nifios como adultos®’. Tanto el &cido
ursodesoxicolico como la pentoxifilina no han demostrado ser efectivos en el
tratamiento de EHGNA en nifios?®. El Unico farmaco que ha tenido resultados
favorables en poblacién pediatrica es metformina®® y forma parte de los protocolos

en curso de la “NASH Clinical Research Network”.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La infusion o administracion de L- Arginina ha demostrado ser beneficiosa al
inducir la sintesis de éxido nitrico en mujeres preeclampticas*® (disminuyendo la
presién arterial) y en diabéticos con Ulceras por presiéon** (mejorando la tasa de
curacion). Asimismo al suplementar L-arginina en las ratas Zucker diabéticas
anteriormente mencionadas logré disminuir la masa adipocitaria®. En un estudio
de experimentacién animal realizado por el Dr. Villalpando se bloque6 por via
enteral la sintesis de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS), encontrando un
incremento en la concentracion plasmatica de acidos grasos libres y triglicéridos,
asi como la concentracion hepatica triglicéridos (esteatosis hepatica) y su
disminucién al suplementar a los animales con L-arginina.*®

¢ Es este modelo aplicable a la poblacion pediatrica?

PREGUNTAS DE INVESTIGACION:

1. ¢Tienen los nifios con obesidad y transaminasemia niveles séricos bajos de
L- Arginina comparados con lo reportado en la literatura internacional?

2. ¢Hay una relacion entre transaminasemia que traduce inflamacién hepatica
y niveles bajos de L-Arginina que reflejan un defecto en el sustrato de la via

del 6xido nitrico?

13
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JUSTIFICACION:

La deteccion de esteatosis en la infancia o adolescencia es una ventana de
oportunidad para realizar acciones para la prevencion de cirrosis hepética.
Asumiendo que el 27% de la poblacion menor de 15 afios de edad sufre de
sobrepeso y obesidad y que la prevalencia de EHGNA sea similar a la de la
poblacién norteamericana (15%), cerca de 1.3 millones de nifios mexicanos sufren
EHGNA actualmente. Por lo tanto, la monitorizacion y tamizaje dirigidos de los
pacientes obesos para detectar cambios hepéticos puede resultar en una
herramienta considerable de prevencion de cirrosis hepatica en la edad adulta. De
igual manera, contribuir a entender mejor los factores etiolégicos de la esteatosis

hepética podria contribuir a disefiar mejores conductas terapéuticas y preventivas.

OBJETIVOS:

1. Determinar niveles de L-Arginina en pacientes obesos con transaminasemia
y sin transaminasemia y compararlos. (Los reportados como normales en
la literatura internacional son de 45 — 75 pg/dL) .

2. Proveer de un marco teérico para experimentar la suplementacion de L-
Arginina para mejorar la condicion bioquimica, metabdlica y de sintesis de

o6xido nitrico.

METODOLOGIA:

Se trata de un estudio de cohorte, actual, con nifios entre 9 y 17 afios obesos
atendidos en el Instituto Nacional de Salud Hospital Infantil de México Federico
GOmez.
Se conformo el grupo de obesos con transaminasemia con los siguientes criterios
de inclusion:

1. Contar con un consentimiento informado.

2. Obesidad considerada como un IMC > percentila 95.
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3. Transaminasemia definida como niveles de AST mayor o igual 60 mg/dL y/o
ALT mayor o igual a 45 mg/dL.
4. Ausencia de otras causas de hepatitis.

Se reclutaron 8 pacientes que cumplen los criterios de inclusion anteriormente
mencionados y posteriormente 8 controles con obesidad sin transaminasemia.
Previo consentimiento informado se realiz6 una exploracion fisica y la toma de

productos para determinar en suero transaminasas y niveles de L-Arginina.

Anadlisis cuantitativo de aminoéacidos por HPLC (High performance liquid
chromatography o cromatografia liquida de alta eficiencia) para detectar
niveles de L-arginina en suero. Ver figura 4.

A. Preparacion de la muestra (suero)

1. Recoleccion de la muestra sanguinea de pacientes obesos sometidos al
estudio.

2. Separacion de la muestra en suero por centrifugacion para la cuantificacion
de niveles séricos de L-Arginina.

Resguardo de muestras a -70°C.

4. Utilizacion de estandar interno (Norvaline 1000 yM) para reproducibilidad
del método.

5. Utilizacion de Alcohol Etilico grado HPLC en frio (2 a 6°C) para
precipitacion de proteinas y purificacion de la muestra.

6. La técnica de purificacion de la muestra sérica se realizo por los métodos
de centrifugacion y precipitacion simple considerando la fuerza de 10,0009
por 10 min.

7. Evaporacion del sobrenadante de la muestra con nitrégeno (N2)
Incorporacion del residuo seco con fase mavil de fosfatos a ph=7.8 con 200
ML.

9. Inyeccion de la muestra 50 pL.

10. Analisis cuantitativo de niveles séricos de L-Arginina.
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B. Cuantificacion por HPLC de L-arginina
El andlisis cromatografico cuantitativo para la determinacién de los niveles de L-
Arginina en nifios con transaminasemia, se desarrollo con la técnica de analisis
por reaccion de derivatizacion usando oftalaldeido (o-phthalaldehyde, OPA) para
la serie de aminoéacidos primarios; utilizando las siguientes condiciones de HPLC
para su separacion:

e Cromatografo Perkin Elemer cuaternario

e Solucion Buffer de Boratos.

e Fase Movil: A: NaH,PO, (Solucion de Fosfatos) pH: 7.8

B: ACN: MeOH : H,O (v/v)

(Acetonitrilo 45% : Metanol 45% : Agua 10%)

e Columna Zorbax Eclipse-AAA 4.6 x 150 mm , 5um
e Flujo: 2 min/mL
e Tiempo de corrida: 20 min
e Detector: (DAD) Arreglo de Diodos-Perkin EImer
e Longitud de onda: 338 nm UV
e Inyeccion: 50 uL

RESULTADOS:

Dentro del grupo de obesos con transaminasemia encontramos una edad
promedio de 11 afios, 63% hombres y 37% mujeres, con un peso promedio de
57.5 kg, talla promedio de 145 cm y un indice de masa corporal de 27.15 Kg/m” .
El 62% tiene estudio de imagen y solo un nifio esta biopsiado. Se encontré una
AST promedio de 76.85 mg/dl y una ALT promedio de 145.12 mg/dl. La L- Arginina
en este grupo tiene un rango de 114.39 ug/dl £ 37.84 desviaciones estandar.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes obesos que

cursaban con transaminasemia

Nombre/ Patologia concomitante Peso Talla [1Y[ Estudios de AST ALT L-ARGININA
Sexo. (Kg) (cm) Kg/m’ imagen/Biopsia = (mg/dl) | (me/di) (mg/dl)
1 A.A.P (F) 10 Purpura de Henoch 52 147 24 USG esteatosis 60 112 191.8
Schénlein/Nefrético difusa.
secundario. Asma leve
intermitente. Rinitis
alérgica
2 A.AR.C. 10 No. 65.4 144 31.5 Biopsia: NASH. 80 179 139.01
(M) Figura 3.
3 A.G.F. 12 No. 59.5 146 27.9 USG esteatosis 154 383 75.58
(M) difusa
4 C.AM.G. 12 Rinitis leve persistente. 73 158 29.3 RMI Abdomen 53 80 139.92
(M) higado de
tamafioy
situacion
normal
5 D.S.M.V. 11 Pélipos inflamatorios 52 148 26.0 No. 86 136 89.65
(M)
6 J.J.S.H. 10 CIV. 43.2 124 28.5 No. 52 115 79.29
(M)
7 S.G.G. (F) 15 No. 71.5 162 25.4 TAC higado 33 76 85.09
graso
8 S.A.S.(F) 9 Morfea. 44 135 24.4 No. 97 80 114.83

USG: ultrasonido abdominal, EHNA esteatohepatitis no alcohélica, RMI: imagen por resonancia magnética, TAC:
tomografia axial computarizada, AST: aspartato aminotransferasa, ALT: alanino aminotransferasa, IMC: indice de

masa corporal, CIV: comunicacién interventricular.

Dentro del grupo de obesos sin transaminasemia encontramos una edad
promedio de 14 afos, 75% hombres y 25% mujeres, con un peso promedio de 78
kg, talla promedio de 160 cm y un indice de masa corporal de 30.3 Kg/m’.
Ninguno tiene estudio de imagen ni estd biopsiado. Se encontr6 una AST
promedio de 25.12 mg/dl y una ALT promedio de 28.37mg/dl. La L- Arginina en
este grupo tiene un rango de 123.84 pg/dl £ 33.41 desviaciones estandar.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes obesos que

cursaban sin transaminasemia

No = Nombre/Sexo Edad Patologia de Peso | Talla IMC Estudios de | AST ALT L- ARGININA
(afios)  concomitante (Kg) | (cm) Kg/m’ imagen (mg/dl)  (mg/dl) | (pg/dI)
1 J.A.CS. (M) 11 No 56 150 24.88 No. 34 26 129.73
2 R.D.S. (M) 14 Rinitis alérgica. 69 164 25.74 No. 25 31 67.49
3 JJ.M.C. (M) 15 Rinitis alérgica. 64 162 24.42 No. 15 30 101.35
4 LT.T. (M) 15 No. 89 163 33.58 No. 17 20 146.85
5 C.K.C.S. (F) 17 No. 78 157 31.7 No. 28 29 108.43
6 K.C.L. (F) 16 No. 106 157 43.08 No. 32 35 106.62
7 C.A.B.G. (M) 13 No. 60 146 28.16 No. 28 29 184.36
8 G.E.M.S. (M) 16 No. 102 183 30.9 No, 22 27 145.95

AST: aspartato aminotransferasa, ALT: alanino aminotransferasa, IMC: indice de masa corporal,

ANALISIS ESTADISTICO:

1. Se compararon las diferencias de dos muestras independientes constituidas por
el grupo de obesos con transaminasemia y el grupo de obesos sin

transaminasemia. Se realiz6 una prueba de T de Student.

Tabla 5. Comparacién de Niveles de L- Arginina entre obesos con

transaminasemia (casos) y obesos sin transaminasemia (controles).

76 +- 35 25+-6 P< 0.1
145 +-95 28 +-4 P <0.01

114 +- 37 123 +- 33 P=0.31

AST: aspartato aminotransferasa, ALT: alanino aminotransferasa, ARG: L-arginina, T: pruebat de Student

2. Se midio el grado de correlacion (r de Pearson) entre la transaminasemia y los

niveles séricos de L- Arginina.
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Tabla 6. Correlacion (Pearson) entre transaminasas y niveles séricos de L-

Arginina.

X 091 -0.27

091 X -0.32
-0.27 -0.32 X

AST: aspartato aminotransferasa, ALT: alanino aminotransferasa, ARG: L-arginina,

En la poblacion total se encontraron niveles de Arginina con un rango de
67.49 a 191.8 pg/dl con un promedio de 119.12ug/dl + 37.19 desviaciones

estandar.
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DISCUSION:

La EHGNA es una entidad muy importante representando hoy en dia la
causa mas frecuente de enfermedad hepética crénica en la infancia® > ¢ " 8 12 16
20.27.31, 33 g diagndstico e intervencién oportuna requiere de un alto grado de
sensibilizacion por parte del clinico. Desgraciadamente esta entidad no es
ampliamente difundida y es subdiagnosticada tanto por pediatras como por sub-
especialistas alrededor del mundo®. Acompafiando al amplio espectro de dafio
que genera la obesidad y el sindrome metabdlico la infiltracion hepéatica da
manifestaciones clinicas evidentes ya cuando ha avanzado la enfermedad
gravemente y en muchas ocasiones de manera irreversible. Hacen falta estudios
de prevalencia en México para establecer con precision la magnitud del problema,
sin embargo, en muchas partes del mundo se ha demostrado su prevalencia en la
poblacién general y de manera mucho mas alarmante en poblacion con sobrepeso
y obesidad® > ® 7812, 16,20.27.31. 33 F| hacho de ser poblacién hispana representa
por si sola un importante factor de riesgo® El incremento en la prevalencia de la
obesidad en nuestro pais junto con el amplio espectro que engloba el sindrome
metabdlico y la resistencia periférica a la insulina ha llevado a un aumento en la
deteccion de las complicaciones asociadas y a su estudio para dilucidar la
fisiopatologia subyacente. El sindrome metabdlico se puede entender como un
conjunto de factores de riesgo para ateroesclerosis y enfermedad cardiovascular,
hepética y renal en la cual la resistencia a la insulina juega un papel primordial.
Para varios autores la EHGNA representa el componente hepético del sindrome
metabolico?’. En este estudio se reclutaron 31% nifias y 68% nifios (que
corresponde con la proporciébn reportada en la literatura internacional de
presentacion de EHGNA) de 9 a 17 afios con una media de 12.8. Como se ha
visto las manifestaciones clinicas y el diagnéstico tanto de sindrome metabdlico en
la infancia asi como EHGNA se realiza en la pre adolescencia y adolescencia lo
cual corresponde con nuestra cohorte. Como se explicO anteriormente en la
fisiopatologia de la infiltracién grasa del higado con inflamacion y fibrosis posterior,

se reconocen dos fases:
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1. En la primera hay aumento de acidos grasos circulantes asociado a obesidad
central y una resistencia periférica a la insulina. En este rubro la intervencién
adecuada es la prevencion primaria entendiendo a la poblacion general mexicana
como poblacion en riesgo y promover hébitos alimenticios y de actividad fisica
adecuados.

2. El segundo evento se refiere a una serie de agresiones citogénicas que se han
identificado como son: disfuncion mitocondrial, cambios tisulares secundarios a la
exposicion crénica de citocinas (el mas importante es el TNF-a) y adipocitocinas
(adiponectina, resistina y leptina) %/, inadecuada detoxificacién y/o un proceso
inadecuado de citoproteccion que incluye incremento de procesos oxidativos,
deficiencia de antioxidantes como vitamina E y el 6xido nitrico*?. Es aqui donde
cobra relevancia el estudio realizado.

Desde hace tiempo se reconoce el impacto de la via L arginina-6xido nitrico
en el estrés oxidativo y patogenia del sindrome metabdlico®’. En la
esteatohepatitis hay defectos en la liberacion de o6xido nitrico estimulado por
insulina; el estrés oxidativo aumenta la inactivacion del oOxido nitrico; las
alteraciones en la funcién de la adiponectina reduce la activacion del 6xido nitrico
endotelial y aumenta el estrés oxidativo y hay una disminucién global de la
biodisponibilidad del 6xido nitrico.

Basados en los estudios experimentales en animales y la demostracion de
la induccién de éxido nitrico al suplementar con L- Arginina decidimos realizar la
medicién de esta en suero (reflejando el sustrato de la via) y comparar los
resultados en una cohorte de obesos con transaminasemia (reflejando inflamacion
hepatica) y otros sin esta. Posteriormente medimos la correlacidén entre los niveles
de AST y ALT y los niveles de L- Arginina. Con la muestra con la que contamos
no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre ambas cohortes
(P=0.31). Sin embargo creemos que si se aumenta el nUmero de la muestra se
pueden obtener resultados favorables. El hallazgo interesante es un coeficiente de
correlacion inverso entre niveles altos de ALT y niveles bajos de L-Arginina (r=-
0.32). Esto apoya la hipétesis que uno de los factores que agrava el segundo

golpe en la fisiopatologia de la EHGNA es un sustrato bajo para la sintesis de
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oxido nitrico con ALT reflejando inflamacidn hepatica y niveles bajos de L-Arginina
reflejando un bajo sustrato y viceversa. (r=-0.32). Ver Figura 5.

Esto se correlaciona con los resultados encontrados por Park vy
colaboradores* quienes encontraron en una poblacién de 1594 preadolescentes y
adolescentes en Korea una razén de probabilidad (odds ratio) de 1.5, 2.6 y 6.2
para aquellos pacientes con 1,2 y 3 factores de riesgo con una fuerte asociacion
entre ALT y sindrome metabdlico. Esto es importante en el contexto de la
deteccion temprana que lleve a un tratamiento oportuno. Esta correlacién entre
ALT elevada que refleja inflamacion hepatica y se ha validado como factor de
riesgo para desarrollar sindrome metabdlico y niveles bajos de L- Arginina son
altamente sugerentes de la participacion de la disminucion de la sintesis de 6xido
nitrico en la segunda fase de dafio hepético y hacen factible la posibilidad de
suplementar L- Arginina en nifios obesos con transaminasemia esperando un cese

o disminucion del dafo.

CONCLUSIONES:

La EHGNA es una entidad muy importante representando la primera causa de
hepatopatia cronica adquirida en la infancia y cobrard alin mas importancia con el
paso del tiempo. Este estudio provee de un marco para corroborar y reproducir los
datos y experimentar la suplementacion de L- arginina con el objetivo de aumentar
la sintesis de éxido nitrico y mejorar los procesos de citoprotexion y detoxificacion

disminuyendo la inflamacion hepatica.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO:

El tamafio de la muestra puede influir en la comparacion de la cohorte de
nifios obesos con transaminasemia y sin esta. No hay rangos establecidos de L-

Arginina sérica en poblacion pediatrica.
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trransferasa activada. FA ox: Acidos grasos libres oxidados. Apo B 100: Apoproteina B

100.



Figura 3. Biopsia hepdtica de uno de los pacientes con obesidad y transaminasemia (Cortesia de la Dra. Maria Argelia
Escobar) A y C Hematoxilina Eosina. B. PAS. D. Reticulo. Se encuentra esteatosis macrovesicular panlobulillar con
espacio porta respetado correspondiente a histologia tipo I. (ver texto).



Figura 4. Curva estandar de L- Arginina en suero.
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Figura 5. Correlacion inversa entre ALT y L- Arginina (r=-0.32).
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