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RESUMEN

ABSTRAC

BACKGROUND/AIMS: Disturbs in hepatic methionine and cofactors metabolism promote the
development of steatohepatitis. Our aims were to determine the safety and effectiveness of
selenium- methionine-alpha lipoic acid in patients with nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)
on changes in echosonographic parameters and liver biochemistries.

METHODS: 40 patients with NAFLD between 19 and 60 years were randomized into two
groups. In the selenium(15mcg)-methionine(3mg)-alfa lipoic acid (200mg) group, treatment
include metformine 1500mg q.a.d. added to nutritional and exercise advice. Patients in the
conventional group received metforminel500mg g.a.d. added to nutritional and exercise
advice. Both groups received treatment by 24 weeks

RESULTS: Treatment groups were comparable at baseline. All completed the study. Patients
randomized to selenium-methionine-alfa lipoic acid group, had a decrease in steatosis grade
(p<0.001) and showed lower rates of liver enzymes than control group but without statistical
significance (p = 0.18 ). Proinflammatory cytokines and the reduced antioxidant status noted in
NAFLD patients did improve with this therapy. Adiponectin was significantly increased in both
groups and it change with active therapy. No serious adverse events occurred.

CONCLUSION: This is the first study to systematically assess selenium methionine and alpha
lipoic acid in NAFLD patients. Treatment for 6 months may protect against worsening steatosis
and improve the inflammatory profile in these patients. These findings warrant further
investigation

ANTECEDENTES/ OBJETIVOS: Trastornos en el metabolismo de la metionina y cofactores
promueven el desarrollo de la esteatohepatitis. Nuestros objetivos fueron determinar la
seguridad y efectividad de selenio-metionina-acido alfa lipoico en pacientes con enfermedad de
higado graso no alcohdlico (EHNA) sobre los cambios en ecosonografia y pardmetros
bioquimicos hepaticos.

METODOS: 40 pacientes con higado graso no alcohdlico entre 19 y 60 afios fueron asignados al
azar en dos grupos. En el grupo de selenio (15mcg)-metionina (3mg)-alfa acido lipoico (200 mg),
el tratamiento incluyé metformina 1500 mg g.a.d. afadido a consejo nutricional y ejercicio. Los
pacientes en el grupo convencional recibieron Metformina 1500mg g.a.d. afadido a consejo
nutricional y ejercicio. Ambos grupos recibieron tratamiento por 24 semanas

RESULTADOS: Los grupos de tratamiento fueron homogéneos y comparables al inicio del
estudio. Todos completaron el estudio. Pacientes aleatorizados al grupode selenio-metionina-
acido alfa lipoico, tuvieron disminucidn significativa del grado de esteatosis por ultrasonografia
(p <0,001) y mostraron menores niveles de enzimas hepaticas que el grupo control pero sin
significacion estadistica (p = 0,18).Las citocinas proinflamatorias y la reduccién de estado
antioxidante observado en los pacientes con NAFLD mostré mejoria con esta terapia. La
adiponectina aumentada de manera significativa en ambos grupos cambioé favorablemente con



la terapia activa. No se reportaron reacciones adversas graves.

CONCLUSION: Este es el primer estudio que evalua sistematicamente el empleo de selenio
metionina y dacido alfa lipoico en pacientes con NAFLD. El tratamiento durante 6 meses puede
proteger contra el deterioro valorado por esteatosis y mejorar el perfil inflamatorio en estos
pacientes. Estos resultados justifican una mayor investigacion



INTRODUCCION

Las enfermedades hepaticas, y en particular el higado graso no alcohdlico (NAFLD por
sus siglas en ingles), se ha convertido en un importante problema de salud publica en nuestro
pais, la evolucién ha sido rapida y progresiva pudiendo llegar a tener un impacto grave a nivel
de nuestro sistema de salud.

Aproximadamente 52.2 millones de mexicanos sufren de sobrepeso y obesidad, los
cuales estan en riesgo grave de presentar higado graso. Se estima que entre el 50-90% de
adultos obesos tienen higado graso del que 15 a 30% es de tipo no alcohdlica. La prevalencia de
NAFLD en diferentes partes del mundo es alta. Los estimados van del 10 al 30% en la poblacién
general y aproximadamente de 2 a 3% de la misma poblacidn tiene esteatohepatitis.(7) Es mas
frecuente en hispanos que en los caucasicos o y afroamericanos.® La prevalencia de NAFLD
aumenta en paralelo con el peso o indice de masa corporal. El higado graso se ha descrito
como una enfermedad que no tiene sintomas claros, cuya problematica mayor radica en ser el
padecimiento hepdtico con mas prevalencia, el cual ademas esta teniendo un incremento
importante relacionado directamente con la obesidad. En 1980 por Ludwig y cols. acuian el
nombre de esteatohepatitis a un sindrome clinico-patoldgico bien reconocido que se presenta
predominantemente en personas con obesidad, del género femenino, con diabetes mellitus en
los cuales no existe el antecedente de consumo y/o abuso de alcohol, pero en los que la biopsia
hepdtica muestra cambios histopatolégicos similares a los que se observan en hepatitis
alcoholica.’” Se cree que hasta el 90% de los casos de alteracién de las funciones hepaticas sin
causa identificable son causadas en el higado graso. Se sabe que en general la resistencia a la
insulina se encuentra implicada en la patogénesis del NAFLD.?  Puede manifestarse
unicamente con sintomas vagos como dispepsias, trastornos digestivos, no especificos, dolor en
el area hepatica.

La enfermedad hepdtica grasa no alcohdlica (NAFLD) o higado graso no alcohdlico es un
padecimiento que va desde la acumulacién de grasa en el higado (esteatosis) e inflamacién
hepatica (esteatohepatitis), formacidn cicatrizal del tejido (fibrosis), destruccién de arquitectura
normal del higado (cirrosis) e inclusive cancer hepético.(3) Los hallazgos histoldgicos pueden ir
desde el almacenamiento de grasa en los hepatocitos hasta esteatohepatitis grave con grasa
macrovesicular, necrosis de los hepatocitos y una infiltracion prominente por neutrofilos junto
con los cuerpos de Mallory formados a partir de mitocondrias dafiadas. El NAFLD es una
entidad caracterizada por hallazgos clinicos, bioquimicos e histologicos esencialmente idénticos
a los de la esteatohepatitis inducida por alcohol. EI NAFLD se define como la acumulacién de
grasa que excede en 5 a 10% el peso, aunque en la practica se estima con base en el porcentaje
de los hepatocitos que se observan llenos de grasa bajo el microscopio siendo la biopsia
hepatica el estandar de oro para diagnosticar esteatohepatitis.(4) Aunque se considera que sélo
el 5% aproximado de los pacientes con esteatosis hepatica grave desarrollaran a lo largo del
tiempo fibrosis o cirrosis, la prevalencia de las personas con sobrepeso/obesidad, convierte al
higado graso no alcohdlico en una nueva epidemia de cirrosis.”” Se considera a la generacion de
estrés oxidativo como el eje central de la fisiopatologia. Las células de Kupffer se encuentran
activadas por la liberacidn de citocinas proinflamatorias y liberan factor de necrosis tumoral alfa



(TNF-alfa), lo que condiciona el infiltrado por neutréfilos como parte de la necroinflamacion y
activacioén macrofégica.(s)

La fisiopatogenia exacta del NAFLD se desconoce. La resistencia a la insulina, el estrés
oxidativo y la cascada de inflamacidn juegan un papel integral en la patogénesis y progresion
del higado graso.(g) En el contexto de un indice de masa corporal incrementado (IMC). En
adultos, se considera la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico. Esta entidad incluye
también hipertrigliceridemia, disminucion en las lipoproteinas de alta densidad, hipertension y
resistencia a la insulina.™

La esteatohepatitis, que es la forma mas grave del espectro del higado graso, es mucho
mds probable que evolucione a fibrosis y/o cirrosis. La progresién de esteatosis a
esteatohepatitis o NASH (por sus siglas en ingles) es un proceso que involucra varios eventos
sucesivos, con la participacién de fendmenos dominantes como la resistencia a la insulina, el
estrés oxidativo y la inflamacion. @Y Durante la historia natural de la esteatohepatitis no
alcohdlica, se han diferenciado dos momentos determinantes en la evolucidon de la NAFLD. La
teoria de la agresion multiple postula dos agresiones; la primera surge a partir del incremento
del tejido adiposo que ocasiona una elevacion de los acidos grasos libres y la infiltracidn grasa
del higado (esteatosis), este cambio estructural "sensibiliza" al higado ante el estimulo de los
metabolitos del estrés oxidativo con la consiguiente necrosis e induccién de apoptosis; asi como
un incremento en la expresidon del TNF-a que favorece la apoptosis, quimiotaxis y la activacién
de las células estelares; y de los requerimientos de energia por alteracion funcional y
morfoldgica mitocondrial, lo que ocasiona la transformaciéon de la esteatosis hacia la
esteatohepatitis (segunda agresién). Aunque la exacta fisiopatogenia del higado graso no se
conoce, los estudios se han enfocado en la presencia de marcadores como la peroxidacion de
los lipidos, la formacion de especies reactivas de oxigeno, disfuncion mitocondrial, secrecion de
citocinas inflamatorias y adipocinas, infiltrado por polimorfonucleares, células hepaticas en
baldn, formacion de cuerpos de Mallory y el depdsito de colageno para hacer el diagndstico de
HGNA o desarrollar nuevas estrategias de tratamiento.* )



JUSTIFICACION

Se han empleado multiples tratamientos en la esteatohepatitis no alcohdlica, sin
embargo ninguno de ellos ha mostrado ser mas eficaz que el cambio en los estilos de vida
mediante dieta y ejercicio y el uso de metformina. Dentro de estos estudios, el potencial que
ofrecen es que al disminuir de peso se logran abatir los factores de riesgo y los determinantes
mas importantes de resistencia a la insulina como son la disminucién de la grasa visceral y con
esto disminucion de las adipocitocinas, ademas del aumento de la expresién de diferentes
transportadores de glucosa (GLUTs) que se expresan en higado, tejido adiposo o musculo.
Muchas de las medidas utilizadas para el tratamiento del NAFLD han mostrado poco impacto en
el manejo de estos pacientes. Por ser un problema grave de salud se busca un tratamiento mas
efectivo que el convencional.

La silimarina es un flavonoglicano extraido de las semillas y el fruto de Silybum
marianum o «Cardo Mariano», y es una mezcla de tres compuestos diferentes: silibinina,
silidianina y silcristina." Ha sido utilizada en intoxicacién producida por la seta venenosa
Amanita phalloides, asi como en padecimientos hepaticos por su efecto regenerador celular,
inhibidor de leucotrienos y efecto antioxidante.'™ La silibina inhibe la peroxidacién de lipidos
en la membrana del hepatocito, microsoma y eritrocitos. La silibina disminuye el dafio por los
radicales hidroxietil formados en los microsomas por el metabolismo del alcohol. Ademas
incrementa la sintesis de proteinas en el hepatocito via la estimulacién de la RNA polimerasa
ribosomal y disminuye la actividad de diversos promotores tumorales. Al promover la sintesis
de DNA, RNA y proteinas incrementa la capacidad regenerativa de las células hepaticas. Tiene
un efecto antiinflamatorio al inhibir la produccién de leucotrienos. La silibina incrementa las
concentraciones intracelulares de glutatién, al inhibir la glutation S-transferasa. El glutatién es
utilizado en la mayoria de los sistemas de detoxificacion en las células hepaticas. La silibina
reduce o normaliza los niveles sanguineos de bilirrubina, fosfatasa alcalina y transaminasas
hepaticas, reduce la concentracion del colesterol en la bilis e induce cambios histolégicos
positivos en pacientes con hepatitis cronica.

El 4cido alfa-lipoico (AAL), o acido 1,2-diotiolano- 3-pentaenoico, es un compuesto ditiol
sintetizado enzimaticamente en la mitocondria a partir del acido octanoico. Es un factor
necesario para las deshidrogenasas de alfacetoacidos mitoncodriales, por lo que tiene un papel
crucial en el metabolismo energético mitocondrial. Se considera que el AAL actua
indirectamente para mantener el estatus antioxidante celular al inducir la recaptura o
promover la sintesis tanto de antioxidantes de bajo peso molecular, o enzimas antioxidantes.
Incrementa indirectamente los niveles de ascorbato enddgenos, a partir del pIasma.(ls)
Incrementa dramaticamente el glutation intracelular, al reducir la cistina en cisteina, ademas de
aumentar la captura celular de cistina con su posterior reduccion, lo que es el paso limitante
para la formacion de glutatidn. Se considera al AAL como un agente efectivo para restablecer
tanto el declinamiento asociado a la edad en la razén de reduccién del grupo tiol, como
incrementando los niveles de glutation al incrementar también su sintesis de novo."” actua
como un cofactor en diversas reacciones organicas favoreciendo que las células incrementen su
produccién de energia y se facilite su regeneracion, ya que protege el DNA. Por su efecto



antioxidante, hipoglucemiante y energizante, el dacido alfa lipoico sé esta utilizando
recientemente como un ingrediente activo en farmacos hepatoprotectores debido a sus efectos
y sus prdacticamente nulos efectos secundarios. Ademas de ejercer sus propias acciones
antioxidantes, también es capaz de reciclar a otros antioxidantes como las vitaminas C y E, el
Glutation y la ubiquinona (Coenzima Q10). Su forma reducida, el dihidrolipoato, mediante Ila
reduccion del hierro, lo hace reaccionar ante las especies reactivas de oxigeno (ROS) (radicales
superoxidos, radicales hidroxilos, acido hipocloroso, radicales perdxidos y oxigeno) para
proteger a las membranas celulares. El metabolito activo llamado lipoato, funciona como un
regulador redox sobre proteinas especificas como la mioglobina, la prolactina, la thioredoxina y
el factor NF kappa B de trascripcion.

El selenio es un componente esencial de varias vias metabdlicas mayores, dentro de los
gue se incluyen el metabolismo de las hormonas tiroideas, los sistemas de defensa
antioxidantes y la funcién inmunolc')gica.(lg) El selenio es incorporado a la selenocisteina en el
sitio activo de varias selenoproteinas, dentro de las que se incluyen las cuatro enzimas de la
glutation peroxidasa (la clasica GPx1, la gastrointestinal GPx2, la plasmatica GPx3 y la
peroxidasa de fosfolipidos o GPx4) con efecto antioxidante al reducir directamente el peréxido
de hidrégeno y los peréxidos de los lipidos retirados por la fosfolipasa A2.%% % La glutatién
peroxidasa asociada a la membrana celular (GPx4) es directamente responsable de la
destruccion de los hidroperdxidos de los lipidos; también es capaz de metabolizar los
hidroperdxidos de éster de colesterol o de colesterol solo, contenidos en las lipoproteinas de
baja densidad. Esta funcion es fundamental para evitar la cadena de reacciones
desencadenadas por los radicales libres que conllevan a lesidén o destruccion de la membrana
celular.® Selenio metionina, un micronutriente  esencial que es incorporado como
selenocisteina. En concentraciones fisioldgicas, el selenio se encuentra completamente
ionizado y es un catalizador biolégico extremadamente eficaz. Diferentes selenoproteinas
juegan un papel central en la defensa antioxidante del organismo. Asi, la glutatién peroxidasa
citosdlica actia como antioxidante, reduciendo el perdxido de hidrégeno vy la formacién de
hidroperéxidos lipidicos. La tiorredoxina reductasa, que cataliza reacciones de reduccién
dependientes de NADPH, fue identificada recientemente como selenoproteina. Esta enzima es
esencial en la regulacion del estado oxidativo, presentando un efecto protector en el desarrollo
de ciertos tipos de neoplasias. Por otro lado, el selenio puede ser metabolizado a compuestos
bioactivos—metilselenio y S-metilselenocisteina— que afectan la trascripcion del factor
proinflamatorio NFkB y la transduccidn de la sefial.
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OBIJETIVO

Determinar y comparar los cambios en pardmetros bioquimicos, ecosonograficos vy
antropométricos de pacientes con pre diabetes y enfermedad hepatica grasa no alcohdlica bajo
tratamiento convencional (terapia estdndar) y con la adicién al tratamiento convencional del
tratamiento experimental: silifos-selenio-metionina-acido alfa lipoico
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MATERIALY METODOS

Ensayo clinico controlado aleatorizado cegado y exploratorio, Se incluyeron 40 pacientes
de la consulta de higado graso del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidon Salvador
Zubiran con criterios de sindrome metabdlico segin el ATP-Ill; entre 18 y 65 afios de edad,
todos con intolerancia a carbohidratos, con reporte ultrasonografico e/o histoldgico
compatible; se excluyeron pacientes diabéticos, con consumo signficativo de alcohol segun las
recomendaciones para este tipo de estudios 6 mayor a 50 gramos por semana, alcoholismo
crénico o estigmas de tal enfermedad, pacientes que en el mes previo hayan recibido
multivitaminicos; historia de alergia a metformina; alergia conocida en algiin momento de la
vida a los activos en estudio. Se utilizo el link de la web www.randomization.com validado ya
para otros estudios de esta indole, para asignar a los participantes en cada brazo de estudio: 20
de ellos tenian diagnostico de esteatosis hepatica simple por ultrasonido o biopsia (10/20) y 20
pacientes con esteatohepatitis (NASH) diagnosticado por biopsia (20/20). 20 pacientes se
incluyeron al brazo de METFORMINA + DIETA + EJERCICO (Terapia control) y 20 se incluyeron al
brazo de METFORMINA + DIETA + EJERCICIO + Silifos-Selenio-Metionina-A. Alfa Lipoico (Terapia
experimental).
figuraly 1.1

10 Terapia
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; 20 esteatosis simple
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Figura 1
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INCLUSION n=46

Hombre y mujeres 18-65 afios, con 3 criterios de Sx metabdlico por definicidn consenso, intolerancia a carbohidratos, HbA1C
<6.5, no fumador, que no haya recibido tratamiento con MVI-herbolaria en Gltimos 3 meses, con NAFLD con USG y/é biopsia

. EXCLUSION n=6
No cumplieron criterios
de inclusion (n=4)

SORTEO ALEATORIO BALANCEADO n=40

[
' '

GRUPO EXPERIMENTAL (n=20) GRUPO CONTROL (n=20)
Siliphos-selenio-metionia-acido Metfomin 1.5g qad + dieta +
alfa linoico 1bid + metfomin 1.5¢ eiericio

' .
PERDIDAS DE SEGUIMIENTO PERDIDAS DE SEGUIMIENTO

! .

INCLUIDOS PARA ANALISIS FINAL INCLUIDOS PARA ANALISIS FINAL

Figura 1.1

Los participantes que recibieron medicamento se les informo que debian tomarse una
capsula en la mafiana y en la noche, 30 min antes de los alimentos. Todos fueron reclutados
desde noviembre del 2011 hasta octubre del 2012, los participantes asistieron a las visitas
clinicas en el momento de la asignacion al azar, y en intervalos de 1 mes durante 6 meses para
hacerles plicometria, recordatorio de 24 hrs. para hacer modificaciones a la dieta si se requeria
y para entregar medicamento si fuese el caso.

A todos los participantes se les hizo historia clinica y nutricional, su requerimiento
caldrico fue calculado usando la férmula de Harris y Benedict con disminucién de 500 Kcal. En
cada visita se le di6 educacién alimentaria a cada uno, se les hizo plicometria con plicdmetro
Lange Skinfold Caliper y bioimpedancia Quantum IV marca RIL systems para conocer su
porcentaje de grasa, musculo y agua corporal, se les informo que debian hacer 1 hora de
caminata 3 veces a la semana. Se les tomd muestra de sangre en la visita basal y final para
determinar concentraciones séricas de aminotrasnferasas, ferritina, gamaglutamil
trasnpeptidasa, malondealdehido, adiponectina, leptina, IL-1, IL-6, IL-10 y TNF-a. De manera
basal y al final de su seguimiento a cada paciente se les hizo un ultrasonido hepatico para ver el
nivel de esteatosis en todos los pacientes, ( Indice Kappa para 2 radidlogos cegados y
estandarizados 0.92).
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd analisis de intencidn a tratar, se realizaron pruebas de normalidad para la
distribucién de variables, se describieron variables categéricas con frecuencias y porcentajes y
variables continuas con medianas y percentiles 25y 75 segun correspondiera, se realizé andlisis
univariado y bivariado con U Mann Withney para comparacion de medianas y prueba de
wilcoxon y MC Nemar segun correspondiera para variables continuas & categodricas, para
variables categoricas se realizd prueba de Xi2 y prueba exacta de Fisher, se utilizdé analisis de
porcentajes de cambio de las variables con tendencia o con significancia estadistica. se
considerd nivel de significancia <0.05. se utilizé paquete estadistico SPSS v20
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RESULTADOS

Cuarenta pacientes fueron incluidos en el estudio de ellos 14 fueron hombres y 26
mujeres los, 20 pacientes por brazo de estudio; los cuales quedaron distribuidos de la siguiente
manera: 6 hombres (30%) y 14 mujeres (70%) para el grupo control y 8 hombres (40%) y 12
mujeres (60%) para el grupo experimental, la mediana de edad fue de 49.5 y 44
respectivamente. Se incluyeron 40 casos de enfermedad hepatica grasa no alcohdélica acorde a
las guias clinicas de esta enfermedad 20 de los cuales (10 por brazo de estudio) cumplieron
criterios para esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), todos los casos de NASH (20) tenian
biopsia hepdtica y ultrasonografia basal. 20 pacientes (10 por brazo de estudio) cumplieron
criterios para esteatosis hepatica simple (NAFL) de los cuales solo 10 tenian biopsia hepatica (5
por brazo de estudio), la revisién por pares de radidlogos certificados y estandarizados estuvo
disponible para todos los casos. Las caracteristicas generales demograficas y clinicas por grupo
de estudio se ilustran en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas
Terapia estandar Silifos-selenio-metionina-acido Significancia
(metformin+dieta+ejercicio) alfa lipoico + terapia estandar estadistica
n=20 n=20 P <0.05*
Edad (afios) 49.5 (41.25 - 53.75) 44 (36.7-54) 50
Sexo HOMBRE MUJER 6 (30%) HOMBRE MUJER | 8 (40%) .32
14 (70%) 12(60%)
Estado de Distrito federal 19 (95%) Distrito federal 19 (95%)
procedencia Cuernavaca 1 (5%) Puebla 1(5%)
Sindrome metabdlico
ICHOS 20 (100%) 20 (100%) 59
DISLIPIDEMIA 5 (25%) 3 (15%) 69
SOBREPESO 4 (20%) 4 (20%) 15
OBESIDAD 13 (65%) 10 (50%) 33
HAS 6 (30%) 6 (30%) 23
Grado de esteatosis basal determinada por ultrasonografia
Leve 0 2 (10%) .14
Moderada 11 (55%) 7 (35%)
Grave 9 (45%) 11 (55%)
Biopsia hepatica
Esteatosis simple 5(25%) 5(25%) .89
NASH 10 (50%) 10 (50%)
Composicion corporal
Normal 1(5%) 2 (10%) .50
Sobrepeso 5(25%) 6 (30%) 72
Obesidad 1 7 (35%) 3 (15%) 14
Obesidad 2 1(5%) 3 (15%) 30
Obesidad 3 1(5%) 1(95) 75

Datos expresados como medianas (MD) y percentilas (P 25-75) 6 frecuencias y porcentajes (%)
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No se registraron pérdidas de seguimiento, ni retiros del estudio por lo que; 40

pacientes completaron el régimen de tratamiento establecido por el sorteo balanceado, 20 por
cada grupo de estudio; quienes recibieron sin excepcion 6 meses de seguimiento.
Los parametros basales para el grupo en terapia control fueron: MDA 51 nmoles/ml (.40-.75)
leptina 7.95 ng/ml (4.46-11.57) adiponectina 12358.98 ng/ml (6187.85- 20019.46), Los
pacientes en terapia experimental los datos basales fueron: MDA .46 nmoles/ml (.20-1.41)
leptina 6.92 ng/ml (2.02-10.68), adiponectina 11516.60 ng/ml (7795.02-21880.32). La
distribucién por brazo de estudio de las variables relacionadas con perfiles de oxidacién e
inflamacidn se ilustra en la tabla 2.

Tabla 2. Perfiles basales de oxidacién e inflamatorios
Terapia estandar Silifos-selenio-metionina-acido Significancia
(metformin+dieta+ejercicio) alfa lipoico + terapia estandar estadistica
n=20 n=20 P <0.05*
Lipoperoxidaciéon determinada por Malondialdehido (MDA)
MDA .46 (.20-.81) .51 (.40 - .75) 0.56
Leptina 7.95 (4.46-11.57) 6.92 (2.02- 10.64) 0.31
Adiponectina 12358.98 (6187.85-20019.46) 11516.60 (7795.02-21880.32) 0.85

Datos expresados como medianas (MD) y percentilas (P 25-75)

Caracteristicas bioquimicas ALT 68.5 u/1(48-99.5), AST 48 u/l (29.5-73.25), GGT 55.5 u/i
(39-155.5), ferritina 139.1 ng/mL (94-14.2), glucosa 98 mg/dl (91-104), hemoglobina glucosilada
5.7 % (5.2-6.1), amonio 37.7 mcg/dL (27.4-46.8), triglicéridos 154 mg/dL (121.7-214.25),
colesterol 197 mg/dL (179.2-235.3), C-HDL 41 mg/dL (36.7-46.7). Los del grupo experimental
tenian caracteristicas bioquimicas ALT 65.5 (39.2-96), AST 49.5 (29.7-66), GGT 75 (39.5-144.5),
ferritina 150.50 (93.2-299.2), glucosa 95.5 (86.5-104), hemoglobina glucosilada 5.4 (5.1-5.8),
amonio 29 (23-52.5), triglicéridos 167 (105-208), colesterol 202 (157-234.2), C-HDL 43 (39.7-52).
La distribucién por brazo de estudio de las variables relacionadas con perfiles bioquimicos se
ilustra en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas basales
Terapia estandar Silifos-selenio-metionina-acido Significancia
(metformin+dieta+ejercicio) alfa lipoico + terapia estandar estadistica
n=20 n=20 P <0.05
Alt 68.5 (48-99.5) 65.5 (39.2- 96) 0.56
Ast 48 (29.5- 73.25) 49.5 (29.75- 66) 0.85
Ggt 55.5 (39-155.5) 75 (39.5- 144.5) 0.51
Ferritina 139.10 (94-184.2) 150.50 (93.2- 299.2) 0.81
Glucosa 98 (91-104) 95.5 (86.5- 104) 0.43
Hemoglobina 5.7 (5.2-6.1) 5.4 (5.1-5.8) 0.18
glucosilada
Amonio 37.75 (27.4-46.8) 29 (23-52.5) 0.60
Trigliceridos 154 (121.7- 214.25) 167 (105-208) 0.70
Colesterol 197 (179.2-235.3) 202 (157-234.2) 0.55
colesterol HDL 41 (36.72- 46.7) 43 (39.7- 52) 0.38

Datos expresados como medianas (MD) y percentilas (P 25-75)
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Las caracteristicas basales antropomeétricas y nutricionales en el grupo control fueron :
peso 75.6 (70.2-83.9), IMC: 31.7 (28.6-34.7), ICC: .89 (.83-.93), grasa corporal 40.1 (36-46.2),
masa libre de grasa 58.05 (53.7-62.9), angulo de fase 6.75 (6.2-7.4) Kcal consumidas 1500
(1440-1675). Mientras que el grupo experimental las caracteristicas basales fueron: Peso 79.5
(75.2-86.7), IMC: 31.14 (27-34.4), ICC: .90 (.85-.94), grasa corporal 40.5 (33.3-45.4), masa libre
de grasa 59.95 (54.4-66.4), angulo de fase 6.70 (6.7.3), Kcal consumidas 1550 (1410-1700). La
distribuciéon por brazo de estudio de las variables relacionadas con caracteristicas
antropomeétricas y parametros nutricionales se detallan en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas basales antropométricas y nutricionales
Terapia estandar Silifos-selenio-metionina-acido | Significancia
(metformin+dieta+ejercicio) alfa lipoico + terapia estandar | estadistica
n=20 n=20 P <0.05
Variables antropometricas
Peso 75.6 (70.2- 83.9) 79.5 (75.2- 86.7) 0.38
IMC 31.7 (28.6- 34.7) 31.14 ( 27-34.4) 0.69
Icc .89 (.83-.93) .90 (.85-.94) 0.67
Parametros de bioimpedancia
Grasa corporal 40.10 (36-46.2) 40.5 (33.3-45.4) 0.56
Masa libre de 58.05 (53.7-62.9) 59.95 (54.4- 66.4) 0.35
grasa
Angulo de fase 6.75 (6.2-7.4) 6.70( 6-7.3) 0.63
Medicién de apego y recuento de calorias

Apego a dieta 70 (40-90) 70 (40-90) 0.69
Kcal consumidas 1500 (144-1675) 1550 (1410-1700) 0.55

Datos expresados como medianas (MD) y percentilas (P 25-75)

Se evidencié que el comportamiento de las variables resultado del sorteo balanceado
fue homogéneo y por lo tanto los grupos comparables. Siendo los objetivos primarios del
estudio determinar el impacto en parametros bioquimicos y antropométricos, en primer lugar
se evidencid mejoria en el grado de esteatosis bajo el tratamiento con silifos-selenio-metionina-
acido alfa lipoico (p<0.001). Los Graficos de anexos 5 al 13 ilustran la distribucién inicial y final
por brazo de estudio asi como los resultados al concluir la fase de tratamiento. A continuacion
los graficos 2 y 3 detallan la severidad de esteatosis por ultrasonografia segun brazo de estudio
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Grafico 2 y 3. Distribucion basal de “severidad” de esteatosis por ultrasonografia por brazo de
tratamiento
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Grafico 4. Comparacion por brazo de estudio del grado de esteatosis determinado por
ultrasonografia al final del periodo de tratamiento
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De manera ulterior y en forma dirigida se re-categorizaron las variables de manera
dicotdmica (grave-no grave) y se definié el grado de mejoria de cada uno de los pacientes,
definiendo ésta como el hecho de ser estimados SIN ESTEATOSIS (grado 0) en el ultrasonido
final por brazo de estudio. V.G. de 3a 0,de 2 a0, de 1 a 0. La tabla 5 ilustra a detalle estos
resultados.

Tabla 5. Comparativo de mejoria en patron ecosonografico por grupo de estudio
Datos expresados como medianas (MD) y percentilas (P 25-75)

Terapia estandar Silifos-selenio-metionina- Significancia
(metformin+dieta+ejercicio) acido alfa lipoico + terapia estadistica
n=20 estandar P <0.05*
n=20
Grado de esteatosis final determinada por ultrasonografia
Sin-leve- 20 (100) 19 (95) .023*
moderada
Grave 0 1(5)
Grado de mejoria de esteatosis por ultrasonografia
Si 3 (15) 14 (70) .031*
No 17 (85) 6 (30)

Datos expresados como medianas (MD) y percentilas (P 25-75)

Aunado a lo descrito se documentaron mejorias en los niveles séricos de ALT (p <0.001),
AST (p < 0.001), GGT (p 0.001), Ferritina (p 0.001) y glucosa (p 0.008) todos ellos de manera
predominate en el brazo de tratamiento activo. Niveles séricos de bilirrubina, albimina,
fosfatasa alcalina y protrombina permanecieron en rangos normales durante el tratamiento en
todos los pacientes. El comportamiento de éstas y las demds variables de estudio se detallan
en la tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas bioquimicas, comparativo basal VS final

Terapia estandar

Silifos-selenio-metionina-acido

Significancia

final

43 (36-49.5)

43.5 (38-35.5)

(metformin+dieta+ejercicio) alfa lipoico + terapia estandar estadistica
n=20 n=20 P <0.05*

Alt
Basal 68.5 (48-99.5) 65.5 (39.2- 96) <0.001*
final 42.50 (32.5-68.25) 35.50 (33-57.5)
Ast
basal 48 (29.5- 73.25) 49.5 (29.75- 66) <0.001*
final 30 ( 24-40) 29 (23.25- 31)
Ggt
basal 55.5 (39-155.5) 75 (39.5- 144.5) 0.001*
final 55 (35.5- 132.5) 43.5 (30- 73.75)
Ferritina
basal 139.10 (94-184.2) 150.50 (93.2- 299.2) 0.001*
final 131 (112-184.2) 115 (71.5- 204.75)
Glucosa
Basal 98 (91-104) 95.5 (86.5- 104) 0.008*
Final 96 ( 87.7- 98.5) 88.5 (80-98)
Hemoglobina glucosilada
Basal 5.7 (5.2-6.1) 5.4 (5.1-5.8) 0.42
final 5.7 (5.2-6.1) 5.2 (4.9-5.4)
Amonio
Basal 37.75 (27.4-46.8) 29 (23-52.5) 0.89
Final 33.40 (16.75- 48) 45.79 (31.2-65)
Trigliceridos
basal 154 (121.7- 214.25) 167 (105-208) 0.48
final 139.50 (101-247.2) 155 (99.2-232.25)
Colesterol
basal 197 (179.2-235.3) 202 (157-234.2) 0.13
final 184 (148.5- 227.2) 187.50 (152.5-218)
colesterol HDL
basal 41 (36.72- 46.7) 43 (39.7- 52) 0.71

En relacién a la determinacién de marcadores de oxidacion y adipocitocinas en la tabla 7

Datos expresados como medianas (MD) y percentilas (P 25-75)

se ilustra a detalle su comportamiento por brazo de estudio, resaltando que en el grupo de

tratamiento experimental se evidenciaron mayor disminucién de niveles de leptina y mayores

aumento de las cifras de adiponectina comparadas con la terapia estandar.
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Tabla 7. Perfiles de oxidacién e inflamatorios, comparativo basales VS finales

Terapia estandar

Silifos-selenio-metionina-acido

Significancia

Final

10622.20 (7319.78-19154.04)

12944.10 (9687.56- 20501.88)

(metformin+dieta+ejercicio) alfa lipoico + terapia estandar estadistica
n=20 n=20 P <0.05*
Lipoperoxidacion determinada por Malondialdehido (MDA)
Basal .46 (.20-.81) .51 (.40 - .75) 0.06
Final .65 (.53-.80) 41 (.34-.68) .
Leptina
Basal 7.95 (4.46-11.57) 6.92 (2.02- 10.64) 0.08*
Final 9.54 (4.46- 15.13) 5.6 (1.79 - 9.85)
Adiponectina
Basal 12358.98 (6187.85-20019.46) 11516.60 (7795.02-21880.32) | 0.04*

En relacion a las variables antropométricas, se evidenciaron cambios significativos en el
indice de masa corporal (p<0.001), peso (<0=.001) y angulo de fase (0.019), evidencidndose
medianas de peso mayores para el grupo de terapia activa. La tabla 8 muestra a detalle el

comportamiento por grupo y su analisis estadistico.

Tabla 8. Caracteristicas antropométricas y nutricionales comparativo basal VS final
Terapia estandar Silifos-selenio-metionina- | Significancia
(metformin+dieta+ejercicio acido alfa lipoico + estadistica
) terapia estandar P <0.05
n=20 n=20
Variables antropometricas
Peso
Basal 75.6 (70.2- 83.9) 79.5 (75.2- 86.7) <0.001
final 73.8 (68.5- 80.4) 79.2 (71.4- 84.3)
IMC
Basal 31.7 (28.6- 34.7) 31.14 ( 27-34.4) <0.001
final 30.55 (28.6- 33.6) 30.20 (26.7- 33.3)
ICC
Basal .89 (.83-.93) .90 (.85-.94) 0.09
Final .89 (.84-.94) .90 (.81-.91)
Parametros de bioimpedancia
Grasa corporal
basal 40.10 (36-46.2) 40.5 (33.3-45.4) 0.48
final 39.45 (36.62- 46.05) 37.85 (32.8- 44.9)
Masa libre de grasa
Basal 58.05 (53.7-62.9) 59.95 (54.4- 66.4) 0.37
Final 59.35 (53.8-63) 62.15 (54.7-67.2)
Angulo de fase
basal 6.75 (6.2- 7.4) 6.70( 6-7.3) 0.019
final 6.35 (5.9-7.17) 6.70 (6.1-6.9)
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Medicién de apego y recuento de calorias
Apego a dieta
Basal 70 (40-90) 70 (40-90) 0.06
final 80 (70-90) 80 (70-90)
Kcal consumidas
Basal 1500 (144-1675) 1550 (1410-1700) 0.06
final 1500 (1300-1600) 1500 (1500-1675)

Datos expresados como medianas (MD) y percentilas (P 25-75)

Por implicaciones éticas en este estudio no se ha realizado biopsia hepatica ulterior al
tratamiento independientemente del grupo de estudio.

No se documentd efecto adverso grave, del total de pacientes bajo terapia activa: 2
presentaron urticaria y exantema autolimitable con duracién menor a 24 horas, 2 refirieron
nausea no discapacitante, 3 refirieron aliento a ajo y el resto (13 pacientes) no reportaron
reaccién adversa alguno. Ninguno de los 20 bajo terapia estandar documentd y reportd evento
o reaccion adversa alguna. De los pacientes que refirieron reacciones adversas ninguno requirio
atencion hospitalaria o de urgencias para el control de los sintomas, ninguno de los efectos
adversos limité la dosis de administracion y los 20 pacientes del grupo de terapia activa
completaron los 6 meses de tratamiento. No hubo demostracion de alteraciones relacionadas a
la terapia experimental en la citologia hematica y/6 quimica sanguinea.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio exploratorio sugieren que el de silifos-selenio-metionina-
acido alfa lipoico podria ser una terapia prometedora para pacientes con NAFLD en el subgrupo
especifico de pacientes con intolerancia a los carbohidratos en el cual los beneficios de Ila
metformina son indiscutibles. En los pacientes se pudo documentar una significativa
mejoria/normalizacién de aminotransferasas, ferritina, GGT, glucosa y mejoria del perfil
inflamatorio y de lipoperoxidacién determinado por malondialdehido aunado a una marcada
mejoria ecosonografica posterior a 6 meses de tratamiento con siliphos-selenio-metionina-
acido alfa lipoico.

La enfermedad hepatica grasa es un concepto abstracto de enfermedad que incluye un
espectro de patologia que incluye desde la esteatosis simple, esteatohepatitis, fibrosis, cirrosis
e inclusive carcinoma hepatocelular, siendo los pacientes con esteatohepatitis los que
evidencian porcentajes de progresidn a cirrosis de alrededor del 20 -30% . A la fecha no existe
terapia efectiva. La pérdida de peso gradual y sostenida es la Unica medida que ha sido
reproducible en varios estudios como terapia para mejorar la esteatosis; sin embargo, la
pérdida rapida de peso o la desnutricion pueden precipitar o empeorar NAFLD. En la literatura
existen estudios con diversos antioxidantes V.G. betaina, alfa-tocopherol , lecitina, vitamina C, n
acetil cisteina, vitamina E, beta-carotenos, selenio y complejo B; la mayoria de ellos han sido
probados bajo estudios exploratorios sin resultados del todo satisfactorios. Los sensibilizadores
de insulina como metformin y las tiazolinedionas, en particular troglitazona han mostrado
normalizar aminotransferasas y a pesar de que guias internacionales al dia de hoy ya no
recomiendan el uso de la metformina como terapia para NAFLD, paises como el nuestro en vias
de desarrollo debemos procurar agotar al maximo la evidencia que contradiga lo sefialado
puesto la nobleza del farmaco para con componentes del sindrome metabdlico y las bondades
para con el bolsillo de los pacientes. Desafortunadamente y debido a la falta de adecuadas
modalidades terapéuticas y de estudios prolectivos de gran peso, el abordaje de tratamiento
para NAFLD deja abierta la posibilidad de nuevas ofertas de tratamientos basados en evidencia
de peso.

Si bien es cierto el tamafio de muestra representa una limitante para poder realizar
inferencias de mayor peso; la reproducibilidad de logros de estudio previos podrian generar
qgue se siga insistiendo en el tema con estudios con mayor poder. En este estudio se podria
inferir la relacién de la mejoria de la severidad de la esteatosis hepatica no solo por mejoria en
la composicidon corporal sino mediada por mecanismos de base molecular como mejoria del
perfil inflamatorio y de lipoperoxidacidon en aquellos que se someten a la terapia activa. Si bien
es cierto que las ponderaciones en estudios de este tipo no estan exentas de sesgo, los autores
ponderamos los porcentajes de cambio de las variables significativas y las sometimos a andlisis
estadistico resaltando que la significancia estadistica se mantiene de manera consistente en
GGT vy ferritina, aunado a lo evidenciado en el perfil de adipocitocinas y de lipoperoxidacion,
éste ultimo incluido en el analisis por la importancia biolégica de la entidad patoldgica en
estudio como se detalla en la tabla 9.
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tabla 9. Porcentaje de cambio en variables significativas, segin brazo de estudio
Terapia estandar Silifos-selenio-metionina- | Significancia
(metformin+dieta+ejercicio acido alfa lipoico + estadistica
) terapia estandar P <0.05%*
n=20 n=20
Alt -28.01 (-49.7, -12.5) -29.01 (-47.1,-8.2) 0.74
Ast -19.75(-52.5,-15.5) -33.80 (-49,8,-15) 0.80
Ggt -6.4 (-14,5.7) -23.2 (-30.6,-23.3) 0.004*
Ferritina -1.0(-8.3,2.9) -18.7 (-40.13,7.1) 0.003*
Glucosa -1.5(-8.7,7.3) -7.5 (-12.5,-1.6) 0.06
MDA 19.4 (1.2,39.4) -8.2(-27.1,-5.1) 0.001*
Leptina -0.1000 (-18.2,12.7) -13.8 (-40.6,2.8) 0.055
Adiponectina 3.3(-26,31.2) 17.7 (3.9,35.9) 0.10
Peso -2.0(-3.4,0.13) -2.4 (-5.9,0.93) 0.66
IMC -1.9 (-4.6,0.15) -3.11 (-6.4,1) 0.49
Angulo de fase -1.5(-8.7,1) -0.72 (-5.5,2.11) 0.23
Datos expresados como medianas (MD) y percentilas (P 25-75)

Tabla 10. Perfiles de oxidacion comparativo basales VS finales en NASH y NAFL
Terapia estandar Silifos-selenio-metionina- | Significancia
(metformin+dieta+ejercicio acido alfa lipoico + estadistica
) terapia estandar P <0.05%*
n=20 n=20
Lipoperoxidacion determinada por Malondialdehido (MDA)
Basal .46 (.20-.81) .51 (.40-.75) 0.06
NASH .38 (.26-.79) .42(.38-.75) 0.15
NAFL .23 (.20-.56) .26 (.21-.58) 0.21
Final .65 (.53-.84) .41 (.34-.68) 0.04*
NASH .36 (.30-.86) .29(.23-.70) 0.03*
NAFL .23 (.20-.50) .22 (.20-.47) 0.32
Datos expresados como medianas (MD) y percentilas (P 25-75)

Las principales limitantes del estudio son: que fue un estudio sin placebo y sin
evaluacién histoldgica final. Del analisis estadistico la principal limitacion esta relacionado al
tamafio de muestra y la factibilidad de un andlisis multivariado. Los autores no escatimaron
esfuerzos para la disminucion de sesgos.
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CONCLUSION

La combinacion siliphos-acido alfa-lipoicoico y la selenio- metionina tiene sustento
teodrico y cientifico adecuado para tener una actividad sinérgica y complementaria en la
actividad antioxidante a nivel hepatico en pacientes con intolerancia a carbohidratos bajo
régimen de tratamiento con metformina. Nuestro estudio sugiere que ésta novedosa
combinacion es segura y bien tolerada, afiadida a la terapia estandar en pacientes con ICHOS;
mejora o normaliza los niveles de aminotransferasas, GGT, ferritina y glucosa con 6 meses de
tratamiento; en adicion a la marcada mejoria de la esteatosis evaluada por ecosonografia. Dado
lo evidenciado en malondealdehido, adiponectina y leptina se podria especular que la mejoria
en el grado de esteatosis es secundaria a la mejoria del perfil inflamatorio y de lipoperoxidacion
gue eventualmente pueden revertir la cascada de dafio necroinflamatorio. Basados en los
resultados de este estudio consideramos que necesario realizar estudios clinicos aleatorizados y
controlados con placebo para poder establecer su eficacia real y demostrar si las propiedades
teodricas se aterrizan en una buena opcion disponible para el tratamiento del higado graso.
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ANEXOS

Grafica 5. Grado de esteatosis basal determinada por ultrasonografia segin grupo de
tratamiento.
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Grafica 6. Grado de esteatosis final determinada por ultrasonografia segun grupo de
tratamiento.

10—

[l Terapia control
[l Terapia experimental

Recuento




Grafica 7. Grado de esteatosis basal segun severidad dicotomizada: grave y no grave
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Grafica 8. Grado de esteatosis final segun severidad dicotomizada: grave y no grave
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Grafica 9. Peso normal
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Grafica 10. Sobrepeso
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Grafica 11. Obesidad tipo 1
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Grafica 12. Obesidad tipo 2
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Grafica 13. Obesidad tipo 3
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