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Iv. Resumen

La enfermedad por higado graso no alcohdlico (NAFLD) se caracteriza por la acumulacion de
lipidos superior al 5% en el parénquima hepatico en ausencia de consumo de alcohol. El
espectro de la enfermedad progresa de esteatosis simple (acumulacion de lipidos) a
esteatohepatitis (NASH, con inflamacién agregada y alteracion morfolégicas de los hepatocitos
llamada balonamiento), la cual a su vez precede a la fibrosis y la cirrosis. Los métodos
diagnosticos disponibles no son capaces de identificar la esteatosis menor a 30% ni NASH, ya
que la biopsia hepdtica es la Unica herramienta capaz de identificar entre las etapas de NAFLD.
En afios recientes se ha propuesto una relacion entre las proteinas de unién al factor de
crecimiento insulinoide (IGFBP) y factores que pueden desencadenar NAFLD, por ejemplo, la
resistencia a la insulina y sindrome metabdlico. Las IGFBP-1 a la -7 son sintetizadas en el higado
y tienen como funcidén clasica acarrear a los IGF en la circulacidn, sin embargo, también se ha
demostrado que tienen efectos independientes a estos factores. El objetivo fue estudiar a las
IGFBP como posibles biomarcadores de NAFLD, en sujetos con obesidad mérbida. Se incluyeron
46 pacientes obesos mérbidos programados para cirugia bariatrica, de entre 18 y 55 afios, panel
viral negativo, sin criterios de consumo riesgoso de alcohol (Alcohol Use Disorders
Identification Test (AUDIT) <8) y cirrosis; estos fueron clasificados con base en la escala de
actividad de NAFLD (NAS), inicialmente en grupos Control y NAFLD, y posteriormente el grupo
de NAFLD se subclasificd en: Esteatosis simple, NASH limitrofe y NASH definitivo, teniendo 11
controles y 35 con NAFLD (4 con esteatosis, 20 con NASH limitrofe y 11 con NASH definitivo). Se
realizaron pruebas bioquimicas; las biopsias de higado obtenidas, se tifieron con H-E vy
tricromica de Masson para observar la severidad de NAFLD y fibrosis mediante las escalas NAS y
Kleiner-Brunt, respectivamente. Los resultados obtenidos no muestran diferencias en los
parametros bioquimicos de quimica sanguinea y perfil de lipidos entre los diferentes grupos. Sin
embargo, las pruebas de funcién hepatica mostraron un incremento en las bilirrubinas entre los
grupos NAFLD, NASH limitrofe y definitivo comparados con el grupo Control; no obstante, los
datos estan dentro de los valores de referencia o ligeramente por arriba del limite superior.
También se observd elevacion de las transaminasas en el grupo con NAFLD y NASH limitrofe

comparados con el grupo Control; y en el grupo con NASH definitivo sélo hay un aumento de la

11



ALT comparado con el grupo Control. En las concentraciones séricas de las IGFBP1-7 no se
encontraron diferencias entre los grupos Control y los sujetos con NAFLD. El analisis de IGFBP-1
a la 6 con respecto a la clasificacion NAS no mostré diferencias, sin embargo, las
concentraciones de IGFBP-7 estaban incrementadas en los pacientes con NASH limitrofe
comparadas con los pacientes que solo presentaban esteatosis. Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas en las concentraciones séricas de las IGFBP2-7 entre los estadios de
fibrosis; no obstante, IGFBP-1 esta disminuida en los pacientes con fibrosis perisinusoidal y
portal comparada con aquellos pacientes que sélo presentaban fibrosis portal. Los resultados
obtenidos muestran diferencias en las concentraciones séricas de IGFBP-1 entre los
pacientes obesos morbidos con F1C y aquellos que tenian F2; e IGFBP-7 entre los pacientes
con esteatosis simple y los obesos mdrbidos que presentaron NASH limitrofe en el espectro
de NAFLD. En conclusién, IGFBP-7 puede ser un potencial biomarcador para diferenciar entre
sujetos con NASH limitrofe y esteatosis simple, e IGFBP-1 entre sujetos con sélo fibrosis portal y
fibrosis perisinusoidal y portal asociada a NAFLD. Este estudio podria favorecer la identificacion
de pacientes con NASH quienes tienen mayor riesgo de desarrollar fibrosis, cirrosis y falla

hepatica terminal.
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V. Marco Tedrico

1. Generalidades de la enfermedad por higado graso no alcohédlico

1.1. Prevalencia de la enfermedad por higado graso no alcohdlico

La enfermedad por higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en inglés, Non-
Alcoholic Fatty Liver Disease) es una patologia silenciosa [1] que comprende un amplio
espectro de desdrdenes hepdticos que incluyen esteatosis hepatica, esteatohepatitis no
alcohdlica o NASH (por sus siglas en inglés, non-alcoholic steatohepatitis), fibrosis hepatica
relacionada a NASH, y cirrosis; los cuales son caracterizados por acumulacion de grasa en
el higado en ausencia de infeccién o un consumo significativo de alcohol [2, 3]. Su
prevalencia a nivel mundial es entre el 20 y 30% [4-6]; se ha reportado una prevalencia de
32.6% de esta enfermedad en poblacion mexicana diagnosticada por tomografia

computarizada [7].

Diversos factores pueden contribuir a su desarrollo entre los mds relevantes se
encuentran la obesidad, resistencia a la insulina (RI), diabetes tipo 2 (DT2), sindrome
metabdlico (SM), entre otros. De hecho, NAFLD se considera la manifestacién hepatica de

éste ultimo [8-10].

1.2. Prevalencia de la enfermedad por higado graso no alcohdlico en poblacién con

obesidad

En 2014, el 39% de la poblacién adulta mundial de 18 afios o mds (38% hombres y 39%
mujeres) tenian sobrepeso, y el 13% presentaban obesidad (11% hombres y 15% mujeres).
Aunado a esto, la DT2 se encuentra a nivel mundial entre las primeras 10 causas de

muerte, y ésta se ha relacionado fuertemente con la presencia de obesidad [11].
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En nuestro pais, aproximadamente el 63% de la poblaciéon mexicana adulta sufre de
sobrepeso y el 23% tiene obesidad; mientras que la prevalencia de sobrepeso y obesidad

infantil en México es de 19.8% y 14.6%, respectivamente [12].

En la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de Medio Camino 2016 se
reporta que la prevalencia de sobrepeso es de 39.2% y de obesidad de 33.3%, de este
porcentaje 2.9% corresponde a obesidad mdrbida. Ademas, la prevalencia de sobrepeso
es mayor en hombres (41.7%) que en mujeres (37.0%); por el contrario, la prevalencia de
obesidad es mayor en el sexo femenino (38.6%) que en el masculino (27.7%). Asimismo, la

obesidad mérbida es 2.4 veces mds alta en mujeres que en hombres [13].

En México, las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte, seguidas
por la DT2, ambas condiciones estan relacionadas con la obesidad; mientras que las

enfermedades hepaticas representan la quinta causa de muerte [12]

Cabe mencionar que la prevalencia de NAFLD se incrementa cuando la poblacién presenta

factores de riesgo metabdlicos como obesidad, DT2 u otros componentes del SM [14, 15].

Mundialmente se ha reportado un amplio rango de prevalencias de NAFLD en sujetos con
obesidad, desde 40 hasta 98% [16-19]; en relacién a México, en el norte del pais, se ha
encontrado que el 58% de pacientes con NAFLD, confirmada por biopsia, presentan alguin

grado de obesidad [20].

Con respecto a la DT2, también se han reportado diversas prevalencias que van desde el
30 al 75% [6, 21-24]; y en México se tiene una incidencia de DT2 en el 26% de los
pacientes diagnosticados con NAFLD confirmada por biopsia hepatica [20]. Ademas, la DT2
incrementa la prevalencia y severidad de NAFLD [14], por ejemplo, los individuos
diabéticos presentan mas riesgo a desarrollar cirrosis comparado con aquellos sujetos que

no tienen esta comorbilidad [9].
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Asimismo, se ha reportado que al menos un 33% de los sujetos con NAFLD tienen SM [15,
25], en sujetos obesos con criterios para SM la prevalencia de NAFLD es de 67% [26],
mientras que la prevalencia de esta enfermedad en poblacion mexicana con SM, es de

83% [27].

Cabe mencionar que el SM estd definido como la presencia de una combinacion de al
menos 3 de los siguientes criterios: obesidad central, hipertension arterial,
hipertrigliceridemia, disminucién de HDL e hiperglicemia [8, 9, 28]; y se tiene reportado
que la prevalencia de NAFLD incrementa con el numero de componentes presentes del
SM [15], ademas del 80-90% de los pacientes con NAFLD presenta al menos uno de los
componentes de SM [15, 25]. Por ejemplo, se ha evidenciado una prevalencia de NAFLD
del 20 hasta mds del 90% en individuos con dislipidemia [16, 17, 21, 24, 29, 30]. En
México, se ha reportado hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, y dislipidemia mixta en

el 48, 63 y 42%, respectivamente, de pacientes con NAFLD diagnosticada por biopsia [20].

1.3. Prevalencia de la enfermedad por higado graso no alcohdlico en poblacién con
obesidad mérbida

Como se menciond anteriormente, la prevalencia de NAFLD incrementa con el nimero de
componentes presentes del SM; asi mismo, esto también sucede con el grado de
obesidad, en donde a mayor grado de obesidad, mayor sera la prevalencia de NAFLD. Por
ejemplo, en la obesidad clase Ill u obesidad mérbida, la prevalencia de NAFLD es superior
al 71% [9, 29] y puede incrementarse hasta mas del 90% [9, 22, 27, 31-33] dependiendo
de la poblacién de estudio. En estadounidenses obesos mérbidos, la prevalencia de NAFLD

es de 73-97%, mientras que en brasilefios obesos mdrbidos es de 76.6% [27].

La obesidad clase lll se establece en individuos con un indice de masa corporal (IMC)

mayor o igual a 40, o mayor a 35 con comorbilidades (hipertensiéon arterial, DT2,

dislipidemia) [32, 34-36].
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Existe evidencia de la prevalencia de los estadios del espectro de NAFLD en este tipo
poblacién, como se muestra en la Figura 1. En obesos mérbidos NASH se presenta en 20 al
55% de esta poblacidn [9, 21, 26, 32]. Por otro lado, se tiene reportado que entre el 6 y
10% de los individuos con obesidad morbida tienen fibrosis o cirrosis asociada a NASH [9,
21]; sin embargo, Losekann y colaboradores reportan que la prevalencia de fibrosis es del

12% y la de cirrosis del 2%, en sujetos obesos mérbidos que presentan NASH [32].

Cabe mencionar que se ha considerado que NAFLD/NASH es la principal causa de cirrosis

criptogénica [1, 30].

5%
\ (P20 A (¢
Y c
ipidos he . B
4 Esteatohepatitis aua Carcinoma
Esteatosis (NASH) Cirrosis hepatocelular

Figura 1. Prevalencia de NAFLD. A partir de factores de riesgo como obesidad, Rl, hipertensién y
dislipidemia, se desarrolla esteatosis hepatica, el progreso continla a NASH, después a
fibrosis/cirrosis y finalmente en hepatocarcinoma celular (HCC). Los porcentajes mostrados en la
imagen se refieren al porcentaje de sujetos que desarrollan los diferentes estadios del espectro

de NAFLD. Tomada y modificada de Dietrich y colaboradores [10].

2. Caracteristicas morfoldgicas del higado

El higado es un drgano con una arquitectura considerablemente organizada,
generalmente se reportan 3 conceptos de unidad estructural: lobulillo hepatico, lobulillo
portal y acino hepatico; sin embargo, en la caracterizacidon histolégica en biopsias

hepaticas la mas utilizada es el acino hepatico, éste se puede apreciar en la Figura 2.
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Figura 2. Microarquitectura del acino hepatico. Triada o drea portal: Vena porta (azul),
conducto biliar (verde) y arteria hepatica (rojo). El acino hepatico con forma de elipse y
abarca de una vena central a otra, se divide en 3 zonas, zona 1 (rojo), zona 2 (verde) y

zona 3 (morado). Imagen tomada y modificada de Ebaid y colaboradores [37].

El acino es una unidad de forma de elipse, en su periferia se ubican espacios portales y
venas hepaticas centrales. Esta unidad funcional es pequefia y se divide en tres zonas; la
zona 1 representa el area alrededor de los tractos portales (también conocida como area
periportal del lobulillo), la zona 3 representa el drea alrededor de la vena central (también
conocida como area pericentral del lobulillo) y la zona 2 es una zona en el centro del acino

entre las zonas 1y 3 [38].

En la microarquitectura hepatica podemos encontrar diferentes células, y se pueden
diferenciar esencialmente 2 tipos: parenquimales y no parenquimales. Las primeras son
células que componen el parénquima hepatico, como los hepatocitos y las células
endoteliales; las segundas son basicamente células residentes del tejido hepatico, dentro
de las cuales estan las células de Kupffer o macrdfagos residentes del higado, células
dendriticas, linfocitos y linfocitos tipo NK, colangiocitos, fibroblastos y las células estelares
(HSC, por sus siglas en inglés, Hepatic Stellate Cells) que son células que en su forma
guiescente funcionan como depdsitos de retinol, mientras que en su forma activada y

como respuesta a agentes hepatotdxicos es la principal célula profibrogénica del higado.
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Las células parenquimales forman parte estructural de la unidad microvascular hepatica,

conocida como sinusoide.

El sinusoide tiene un revestimiento endotelial, distinguido por su fenestracién, y esta
separado de los hepatocitos por el espacio subendotelial de Disse [39]. Es en este lugar

donde se encuentran las HSC, como se aprecia en la Figura 3.

' O / Célula
/ T/ $4 de Kuppfer | EsPacio DE DIsSE |

Figura 3. Estructura del tejido hepatico. En el higado los hepatocitos estan organizados
en hileras o cordones. El espacio subendotelial (espacio de Disse) se encuentra entre los
hepatocitos y las células endoteliales sinusoidales, en esta zona se ubican las células
estelares (azul). Las células de Kupffer (morado) se sitian de manera intrasinusoidal.

Imagen tomada de Friedman y colaboradores [40].
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3. Fisiopatologia de la enfermedad por higado graso no alcohélico

3.1. Caracteristicas histolégicas de la enfermedad por higado graso no alcohélico

NAFLD es una entidad patoldgica que comprende un amplio espectro desde la esteatosis
simple, NASH, fibrosis y cirrosis [8, 22, 41], ésta ultima es la acumulacién excesiva de
matriz extracelular (MEC) como consecuencia final de la fibrosis e incrementa el riesgo

para el desarrollo de hepatocarcinoma celular (HCC) [8, 28, 42, 43], como se muestra en

la Figura 4.
Obesidad, RI, —
SM, DT2 b
Higado normal ’ .

Cambios en
el estilo de
vida

Cirrosis hepatica Hepatocarcinoma celular

Esteatohepatitis |
no alcohdlica
(NASH)

2.8
+ Inflamacioén
+ Balonamiento de hepatocitos

Figura 4. Espectro de NAFLD. La obesidad, RI, SM y DT2 pueden desarrollar esteatosis hepatica si
estos factores de riesgo se eliminan, este proceso puede revertirse, de lo contrario el dafo se
continla hasta progresar a NASH, la cual se caracteriza por inflamacién (flecha negra) y
balonamiento de hepatocitos (delimitada en el cuadrado con bordes negros), posteriormente
esto puede progresar a fibrosis/cirrosis y finalmente HCC. Tomada y modificada de Lavallard y

colaboradores [44].

La esteatosis hepatica es el resultado de la acumulacién de triglicéridos en el higado y se
considera cuando el porcentaje acumulado en el parénquima hepatico es superior a 5%
[15, 45-47], y se presenta en la zona 3 del acino hepatico [45, 48] y ocasionalmente en
zona 1 (patron caracteristico de NAFLD pedidtrico) [45]. En NAFLD, usualmente se
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presenta de forma macrovesicular, aunque también puede observarse esteatosis

mediovesicular o microvesicular, ésta Ultima es poco comun en esta patologia [45, 47, 49].

La esteatosis macrovesicular puede observarse como gotas o vacuolas grandes de lipidos
en el parénquima hepdtico [45, 49]; ademas, estas vacuolas, pueden ocupar casi por
completo el interior del hepatocito y empujan su nucleo hacia la membrana [45, 47, 50,

51], como se puede observar en las Figuras 5A y 5B.

La esteatosis mediovesicular se puede observar como una mezcla de pequefias y grandes
gotas de lipidos, y estas pequefias vacuolas pueden ser distinguidas unas de otras en el
citoplasma del hepatocito, [45, 47] Figura 5B y 5C. Mientras que en la esteatosis
microvesicular, el citoplasma del hepatocito es ocupado por numerosas vacuolas
pequefias, dandole a la célula una apariencia espumosa [45-47], Figura 5D. En la cirrosis, la

esteatosis puede desaparecer parcial o completamente [47].

e - i : : )
Figura 5. Imagenes representativas de las caracteristicas microscépicas (esteatosis) de NAFLD. A. Con
un aumento de 10X se observa la esteatosis macrovesicular (flechas amarillas) cerca de la vena central.
B. Con un aumento de 40X se observa la esteatosis macrovesicular (flechas amarillas) como gotas
grandes blancas dentro de los hepatocitos empujando el nicleo hacia la membrana, y mediovesicular
(flecha azul) como gotas de diferentes tamafios dentro del hepatocito. C. Con un aumento de 40X se
denota esteatosis mediovesicular (flechas azules), como gotas de diferentes tamafios dentro de los
hepatocitos, y esteatosis macrovesicular (flecha amarilla). D. Con un aumento de 40X se visualiza un
hepatocito balonado (flecha roja), donde el nicleo se encuentra comprimido contra la membrana
plasmatica del hepatocito, y esteatosis microvesicular (flecha verde) como pequefias gotas blancas

dentro del hepatocito, dandole a la célula apariencia de célula espumosa. VC: Vena central.
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Por otro lado, NASH, presenta rasgos histolégicos caracteristicos como son la inflamacién
y el balonamiento o balonizaciéon de hepatocitos [45, 49], como se puede visualizar en la
Figura 6, y la presencia de ambos es necesaria y suficiente para establecer el diagndstico

de NASH en el espectro de NAFLD [45].

La inflamacién que se presenta en NASH estda caracterizada por un infiltrado de leucocitos
conformado por linfocitos, macréfagos y células de Kupffer; microgranulomas que son
agregados de leucocitos, como las células de Kupffer, alrededor de hepatocitos dafiados
por ejemplo hepatocitos apoptéticos [46, 49] o lipogranulomas que son agregados
leucocitarios alrededor de gotas de lipidos [46, 50]. El infiltrado inflamatorio puede
localizarse principalmente en la zona 3 del acino hepatico [45, 46], a esto también se le
conoce como inflamacidn lobular (Figura 6A); sin embargo, puede coexistir con este tipo
de inflamaciodn, la inflamaciéon portal que como su nombre lo indica, se localiza en las

areas portales.

El tipo de inflamacion predominante en NASH es la inflamacién lobular, no obstante,
ocasionalmente se puede encontrar abundante inflamacion portal [46], la cual ha sido
sugerida como indicador de un prondstico malo por su asociacion con lesiones histoldgicas

mas severas y de fibrosis [45].

Por otra parte, el balonamiento de hepatocitos [50], presenta el citoplasma claro, no
vacuolar, con una forma redonda, definida por la pérdida de la estructura cuboidal
caracteristica del hepatocito (Figura 6B), se observan frecuentemente en la zona 3 del
acino hepatico [45, 46, 49], donde pueden entremezclarse con fibras de coldgena
perisinusoidales [45]. Los desencadenantes fisiopatolégicos de este proceso no se
conocen bien en la actualidad, pero parecen estar relacionados con el dafio a los
filamentos intermedios intracelulares generado por el metabolismo de los acidos grasos
(AG) [45]; este dafio al citoesqueleto ha sido demostrado por la pérdida de la expresién

normal hepatica de citoqueratina 8 y 18 [46, 52].

21



Figura 6. Imagenes representativas de las caracteristicas microscépicas (inflamacion y
balonamiento de hepatocitos) de NAFLD. A. Con un aumento de 10X, se observa la
presencia de infiltrado inflamatorio (flecha negra) alrededor de una vena central como
acumulaciéon de pequenos puntos morados. B. Con un aumento de 40X, se observa el
balonamiento de hepatocitos (flecha roja) con la pérdida de su forma cuboidal, citoplasma
claro y aumento considerable de su tamafo, y hepatocitos en proceso de balonamiento
(puntas de fecha roja) con caracteristicas de un hepatocito balonado pero sin el tamafio

caracteristico de éste. VC: Vena central.

3.2. Escala de actividad de la enfermedad por higado graso no alcohdlico

Existen diversas escalas para subclasificar a los pacientes con NAFLD dentro del espectro
de ésta enfermedad; en 2005, Kleiner y colaboradores establecieron la escala de actividad
de NAFLD [53], también conocida como NAS (por sus siglas en inglés, NAFLD Activity

Score).

Esta escala se basa en 3 pardmetros a los cuales se les asigna un puntaje de acuerdo a la
severidad del parametro en cuestion: esteatosis, inflamacién y presencia de hepatocitos

balonados.

Con respecto al parametro de esteatosis, éste se puntia de acuerdo al porcentaje
presente en el parénquima hepatico, menos del 5% recibe un puntaje de cero, del 5 al

33% de uno, del 33 al 66% de dos y mas del 66% de tres. El parametro de inflamacién se
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evalla de acuerdo al numero de focos inflamatorios evidenciados en el higado, por cada
20 campos observados, un puntaje de cero cuando no hay ningin foco presente, un
puntaje de uno cuando existen menos de 2 focos, un puntaje de dos cuando hay de 2 a 4
focos en el tejido hepatico, y un puntaje de tres cuando el parénquima hepatico tiene mas
de 4 focos inflamatorios. En cuanto al proceso de balonizacion de hepatocitos, la
puntuacion otorgada a este parametro es de cero si no hay presencia de hepatocitos
balonados, de uno si existen pocos hepatocitos balonados en el tejido hepatico, y de dos

cuando hay abundantes hepatocitos balonados.

Al sumar los diferentes puntajes de los pardmetros se obtiene la escala NAS, como se
puede observar en la Tabla 1, teniendo una puntuacién de 0 para personas sin NAFLD, de
1-2 para aquellos individuos con esteatosis simple, de 3-4 con NASH limitrofe y mayor de 5

con NASH definitivo.

Tabla 1. Puntuaciéon de la escala NAS de acuerdo a los parametros de esteatosis, infiltrado
inflamatorio y balonamiento de hepatocitos

Puntuacion NAS Definicién
0 Sin NAFLD
1-2 Esteatosis simple
3-4 NASH limitrofe
5-8 NASH definitivo

Aunado a esta escala se debe evaluar la presencia de fibrosis y su severidad. La fibrosis es
la acumulacion excesiva de matriz extracelular (MEC), que resulta de una inflamacién
crénica no resuelta. Esta inflamacién desencadena un proceso de reparacion tisular que

conduce a la formacion de tejido cicatrizal [54].

La clasificacion de la fibrosis en NAFLD es dividida en los siguientes estadios: FO o sin
presencia de fibrosis, F1 o con presencia de fibrosis perisinusoidal (acumulacion de MEC
alrededor de los sinusoides hepaticos) o portal (acumulacién de MEC alrededor de las

areas portales), F2 o con presencia de fibrosis perisinusoidal y portal, F3 o fibrosis en
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puente (septos fibrosos entre venas centrales, areas portales o vena central-area portal) y

F4 o cirrosis hepatica, como se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de la fibrosis en NAFLD con base en la escala NAS

Estadio Definicion
FO Sin fibrosis
F1 Fibrosis perisinusoidal o portal

F1A  Fibrosis perisinusoidal leve
F1B  Fibrosis perisinusoidal moderada

F1C  Fibrosis portal

F2 Fibrosis perisinusoidal y portal
F3 Fibrosis en puente
F4 Cirrosis

3.3. Patogénesis de la enfermedad por higado graso no alcohdlico

En 1998, Day y colaboradores [55] propusieron la actual hipotesis de los dos “hits” en

NAFLD [4, 8, 22, 56].

El primer “hit” consiste en la acumulacién AG en el interior de los hepatocitos resultante
del desbalance entre la captacidon y exportacién de lipidos intracelulares, su oxidacion y
potenciada por el incremento de la lipogénesis [10]; mientras que el segundo “hit” es
iniciado por el estrés oxidativo y la resultante lipoperoxidacidn, asi como la produccién de
citocinas pro-inflamatorias (principalmente el factor de necrosis tumoral-a o TNF-a),

ocasionando muerte de los hepatocitos e inflamacién [17, 57].

Con respecto al primer “hit”, la acumulacion de AG es consecuencia del desbalance entre
tres aspectos del metabolismo hepatico de los lipidos; 1) la captacidén de lipidos en los
hepatocitos (incremento en la liberacion de AG del tejido adiposo al higado, también

asociada a la Rl del tejido adiposo), 2) la lipogénesis “de novo”, originada por la Rl
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hepatica, y 3) la remocion de lipidos del tejido hepatico por disminucién de la exportaciéon
de triglicéridos a través de las lipoproteinas de muy baja densidad, (VLDL, por sus siglas en
inglés, very-low density lipoprotein) [42], y por disminucion en la actividad de beta-
oxidacion [21, 58, 59]) [59]. Asimismo, un incremento en la ingesta de lipidos también

puede contribuir a este desbalance.

En relacion al incremento en la liberacién de AG del tejido adiposo al higado, como se
menciond anteriormente, es originada por la Rl [28]. Esta induce acumulacién de lipidos
dentro del hepatocito debido a que el tejido adiposo comienza a presentar resistencia a
los efectos antilipoliticos de esta hormona; conllevando a un incremento de la lipdlisis del
tejido adiposo y por lo tanto, un aumento de la liberacidon de AG al higado [22, 59], dicha
liberacion origina un incremento en el contenido de AG en el higado, como se habia
sefialado previamente, y ésta es la principal fuente de grasa intrahepdtica [21, 60].
Ademas, esta acumulacién de lipidos intrahepatica puede inhibir la fosforilaciéon del
sustrato del receptor de insulina, mediante la activacién de PKCe, contribuyendo al

desarrollo de la Rl hepatica [8, 10].

Por otro lado, la lipogénesis “de novo” o sintesis de lipidos “de novo”, es el proceso por el
cual el higado produce AG de manera enddgena, y es provocada de igual manera, por la Rl
[22], ya que la hiperinsulinemia puede estimular enzimas involucradas en este proceso
[21, 28], incrementando la produccién y almacenamiento de triglicéridos [58]. En NAFLD,
la contribucion de la lipogénesis “de novo” en la acumulacion de lipidos dentro de los
hepatocitos se incrementa hasta un 26%, en sujetos sanos esta contribucién es de menos
del 5% [21, 58, 60]. La hiperinsulinemia también puede inducir una reduccién en la
secrecion de VLDL, lo que igualmente promueve la acumulacién de triglicéridos en el

tejido hepatico [58].
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El segundo “hit” es el dafo en el tejido hepatico, originado por la presencia de estrés
oxidativo, lipoperoxidacidn, disfuncion mitocondrial e inflamacién; lo que posteriormente

conlleva al desarrollo de NASH y subsecuentemente a fibrosis hepatica [4, 17, 19, 22, 56].

Cabe mencionar que el estrés oxidativo es reconocido como el principal participe del dafio
en los hepatocitos y la progresién de NAFLD [61], éste se ha descrito como un desbalance
en el equilibrio entre la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y los sistemas

antioxidantes [62].

ERO y especies reactivas de nitrégeno son producidas normalmente por el metabolismo
celular; sin embargo en NAFLD, la acumulacién de lipidos en el tejido hepatico provoca
una sobreproduccion de radicales libres debido a la oxidacién de éstos en la mitocondria
[62]; estos radicales libres no son equilibrados por los sistemas antioxidantes y generan

daino en los hepatocitos [61]. La mitocondria es la mayor fuente celular de ERO [62].

Altas concentraciones de radicales libres son perjudiciales para varios componentes
celulares, como lipidos, proteinas y acido desoxirribonucleico (ADN) [62]. El estrés
oxidativo puede inducir NASH [62] al generar un ambiente pro-oxidante por la inducciéon
de citocinas proinflamatorias, principalmente el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a, por
sus siglas en inglés) que promuevan la muerte celular de hepatocitos [17, 61]. ERO y
fragmentos de la apoptosis de hepatocitos pueden estimular a los macréfagos residentes

para liberar citocinas proinflamatorias y profibrogénicas [62].

Las células del sistema inmune y el aumento de citocinas proinflamatorias y
profibrogénicas juegan un papel critico en la progresion de NAFLD [10], ya que promueven
la activacién de las HSC, las cuales son la principales productoras de MEC en los procesos

de reparacion tisular en respuesta a una lesién hepatica crénica [62].
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4. Métodos diagndsticos en la enfermedad por higado graso no alcohdélico

Como se menciond con anterioridad, NAFLD carece de sintomatologia [1], y por lo tanto,
realizar su diagndstico dentro del espectro de NAFLD es complicado. Existen 2 tipos de

métodos para realizar su diagndstico: métodos de imagen y marcadores séricos.

4.1. Métodos de imagen

En la actualidad, se tienen diferentes métodos para realizar el diagndstico de NAFLD,
principalmente a través de imagenologia, que incluso son precisos [1] y sensibles [21] para
la deteccion de esteatosis. Por ejemplo, el ultrasonido y la tomografia computarizada son
métodos con 80% y 93% de sensibilidad, respectivamente, siempre y cuando el
parénquima hepdtico tenga al menos 30% grasa [4, 63, 64], lo cual deja a los sujetos con
esteatosis de entre 5-30% fuera del rango diagndstico por estos métodos. Por otro lado,
ninguno de estos métodos puede diferenciar entre esteatosis simple y NASH [1]. El Unico
método diagndstico capaz de diferenciar entre esteatosis simple y NASH es la biopsia
hepatica, la cual se ha considerado el estandar de oro para realizar el diagndstico de
NAFLD [1, 21], no obstante, es un método invasivo [21] y puede llegar a presentar
complicaciones para el paciente; ademas, éste método presenta la desventaja de que las
caracteristicas histologicas pueden no estar distribuidas uniformemente a lo largo del

parénquima hepatico [21].

Cabe mencionar que los métodos de imagenologia utilizados para el diagndstico de NAFLD
incluyen: ultrasonido, tomografia computarizada, resonancia magnética y espectroscopia
por resonancia magnética de protdén [21, 64], sus sensibilidades y especificidades de estos
métodos se muestran en la Tabla 3. Otro método de imagen recientemente utilizado para
la medicién y cuantificacion no invasiva de esteatosis es la elastografia de transiciéon
(FibroScan) a través de la mediciéon CAP (por sus siglas en inglés, controlled attenuation

parameter), la cual es una medida de la atenuacion del ultrasonido [65]. La atenuacion del
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ultrasonido evalla la esteatosis del higado al convertir la amplitud del ultrasonido en
ondas expresadas en decibeles por metro (dB/m) [65, 66]. Ademas, para la medicidn de
esteatosis mediante el uso del FibroScan, es necesario el uso de una sonda especial para

sujetos con IMC>30Kg/m? [66].

Para realizar el diagndstico de fibrosis en NAFLD se emplean técnicas como: elastografia
de transicion (FibroScan), radiacién acustica por fuerza de impulso (ARFI, del inglés
Acoustic Radiation Force Impulse) [1, 21, 64] y elastografia por resonancia magnética [64].
Estos métodos son precisos para la deteccidon de cirrosis y fibrosis severa; sin embargo,
para la deteccion de estadios intermedios carecen de exactitud [21], ademds de tener
costos elevados. En la Tabla 3 se muestran la especificidad y sensibilidad de la elastografia

de transicién y ARFI.

Tabla 3. Métodos diagndsticos utilizados en la clinica para el deteccion de higado graso no
alcohdlico y otras hepatopatias.

Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Higado graso no alcohdlico
Ultrasonido 60-94 84-95
Tomografia computarizada 72-82 91-100
Resonancia magnética 77-90 82-91
Espectroscopia por resonancia magnética de 80-91 80-87
protén
Cirrosis hepatica
Elastografia de transicidn 89-100 75-100
ARFI 92 92

Tabla tomada y modificada de Almeda-Valdes y colaboradores [21].

4.2. Marcadores séricos

Ademas de estas técnicas de imagen, para hacer el diagndstico de NAFLD y de fibrosis
inducida por ésta, se utilizan paneles de marcadores séricos como el SteatoTest, los
indices de esteatosis hepdtica y de higado graso (FLI, del inglés Fatty Liver Index) [64] para
la deteccidn de esteatosis, mientras que para la deteccién de fibrosis se aplican el indice

de la relaciéon entre la enzima aspartato aminotransferasa (AST) y plaquetas (APRI), la
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puntuacion Fibrosis-4 (FIB-4), FibroMeter NAFLD, FibroTest-FibroSURE, panel mejorado de
fibrosis hepatica (por sus siglas en inglés, Enhanced Liver Fibrosis o ELF) y la puntuacién de
fibrosis de NAFLD, también conocida como NAFLD fibrosis score [64]. Los paneles antes
mencionados no pueden diferenciar entre esteatosis simple y NASH y tampoco en los

estadios intermedios de la fibrogénesis.

Por otra parte, las concentraciones séricas de la alanino aminotransferasa (ALT) han sido
propuestas para usarse clinicamente en la deteccion de NASH [67], donde puede
observarse elevada desde 2 a 4 veces por encima del limite superior de los valores de
referencia [1, 48] en forma persistente en un periodo de seis meses sin una explicacién
obvia [68]; no obstante, las concentraciones de ALT también pueden observarse dentro de
valores de referencia [1]. Por esto ultimo, y su poca sensibilidad (0.30-0.63) y especificidad
(0.38-0.63), comparado con ultrasonido o biopsia hepatica [9], es que las concentraciones
de ALT no son suficientes por si solas para hacer el diagndstico de NAFLD. Asi mismo, en
NASH, los pacientes pueden o no tener elevaciones de esta transaminasa lo mismo que
pacientes con esteatosis, e incluso sujetos sanos después de la ingesta de alcohol o el

consumo de paracetamol.

Se han propuesto otras moléculas para el diagndstico de NAFLD, como citoqueratina-18
(CK18) y el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) detectadas en suero [64], no

obstante, los resultados que se han obtenido sobre estas moléculas son controversiales.

5. Sistema de los factores de crecimiento insulinoide

5.1. Generalidades de las IGFBPs

El sistema IGF tiene distintos componentes: IGF-I, IGF-1I, receptores de IGF | y I, proteinas
de unién a los IGFs (IGFBPs) y proteasas de las IGFBPs (Figura 7); sin embargo, las

funciones de algunas de estas moléculas no han sido dilucidadas completamente.
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Figura 7. Componentes del sistema IGF. En la figura se representan los distintos
componentes del sistema IGF: IGF-I y —Il (blanco), proteinas de unién a IGF de alta afinidad
(negro), proteinas de union a IGF de baja afinidad (gris), proteasas de las IGFBPs vy

receptores de IGF tipo | y II. Imagen tomada y modificada de Hwa y colaboradores [69].

IGF-1 e IGF-lIl son péptidos hormonales estructuralmente similares a la insulina, de
aproximadamente 7 kDa, y altamente homdlogos entre si. Los IGF son mitégenos que
afectan diferentes funciones e interactian con receptores especificos de superficie
celular, IGF-IR e IGF-IIR, asi como con el receptor de la insulina. En las células, IGF-I ejerce
diversas acciones bioldgicas como: proliferaciéon celular, diferenciacién, migracion,

supervivencia, metabolismo, contractilidad, entre otras [69].

En fluidos bioldgicos, los IGF estdan normalmente unidos a sus IGFBPs. Estas proteinas

presentan caracteristicas estructurales similares entre ellas, por ejemplo, poseen un gran

numero de residuos de cisteina altamente conservados [69, 70].
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Las IGFBPs son producidas por una variedad de tejidos incluyendo cerebro, hueso,
musculo y rifién; son encontradas en varios fluidos biolégicos, como liquido amnidtico,
cefalorraquideo, seminal, entre otros [71]; sin embargo, la principal fuente de produccion

de estas proteinas, es el higado [70].

Se han caracterizado seis IGFBPs (IGFBP1-6) que tienen afinidades altas para IGF-I, incluso
mayores que las del IGF-IR con su ligando. Las IGFBPs actuan no sélo como portadores de
los IGFs, prolongando su vida media, también funcionan como moduladores de la

biodisponibilidad y actividad de los IGFs [69].

En cuanto a las funciones de las IGFBPs, esta perfectamente establecido que algunas de
estas proteinas inhiben las acciones de los IGFs, como IGFBP-4 e IGFBP-6 [72], otras las
potencian, por ejemplo, IGFBP-3 [73], mientras que la IGFBP-1 puede inhibir o promover

la accidn de IGF-l dependiendo de su procesamiento post-traduccional [69, 74].

Las acciones de las IGFBPs son moduladas por proteasas de IGFBPs, que dependen a su
vez de activadores e inhibidores de proteasas. Estas proteasas son capaces de escindir a
las IGFBPs en formas que pueden o no reducir significativamente su afinidad por IGF [70,

71].

Otro componente del sistema IGF son las proteinas relacionadas a las IGFBP (IGFBP-rP),
estas proteinas presentan secuencias similares de aminoacidos, ricas en cisteina y también

pueden unirse a IGF, pero con baja afinidad [69, 75].

Las IGFBP-rP estan implicadas en diversas funciones celulares, como crecimiento,
adhesién, migracién y sintesis de MEC; y en diferentes procesos bioldgicos incluyendo:
desarrollo, diferenciacién, reproduccidon, angiogénesis, cicatrizacion de heridas,

inflamacidn, fibrosis y tumorogénesis [76].
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La region estructural similar entre las IGFBP e IGFBP-rP es el dominio N-terminal, y es
mediante este dominio por el cual estas proteinas relacionadas a las IGFBP pueden unirse
con baja afinidad a los IGF; asi como a la prolactina, péptido C de la proinsulina, e incluso a

la misma insulina [69, 70].

Las IGFBP-rP tienen 100 veces menor afinidad por los IGF comparadas con las IGFBP, por
lo que la regulacién de la actividad de los IGF no es la principal funcién de estas proteinas
pero pueden estar involucradas en funciones independientes de los efectos directos de

estos factores de crecimiento [69].

IGFBP-rP1 (IGFBP-7) fue la primera proteina comprobada funcionalmente y relacionada
con las IGFBP. El gen que codifica para esta proteina se encuentra en el cromosoma 4q12-
13 [69]. IGFBP-7 puede modular las acciones de la insulina, no sélo por su habilidad de
unirse a ésta sino también por su capacidad de inhibir la autofosforilacién de la subunidad

beta del receptor de insulina [69].

Hay evidencia que sugiere que IGFBP-7 puede actuar como un gen supresor de tumores,
ya que se ha visto asociada al proceso de senescencia, es sobreexpresado en células
senescentes de mama y prostata, no obstante, si el proceso de senescencia no esta

presente en estas estirpes celulares, IGFBP-7 no se sobreexpresa [76].

Cabe mencionar que se ha documentado la regulacién a la baja de la expresiéon de IGFBP-7
en muestras de pacientes con hepatocarcinoma celular (HCC) vy lineas celulares de HCC
comparadas con tejido hepatico normal y hepatocitos. También, se observéd una

correlacién inversa entre la expresion de IGFBP-7 y los grados y estadios de HCC [77].
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5.2. IGFBPs y la enfermedad hepatica por higado graso no alcohdélico

En afios recientes se han relacionado a las IGFBPs con el SM asi como con algunos de los
factores de riesgo para el desarrollo de NAFLD, e incluso una relacién directamente con la

patologia.

En el caso de IGFBP-1, una evidencia preliminar ha descrito que esta proteina puede ser
regulada por la insulina, glucosa, glucagon y el péptido parecido al glucagon 1 (GLP-1) [78].
La insulina y la glucosa suprimen la secrecién de IGFBP-1, mientras que el glucagon y GLP-
1 la estimulan [78]. Recientemente, se ha propuesto a IGFBP-1 como marcador de Rl [78,
79], que es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de NAFLD. Un
estudio demuestra una correlacién positiva entre la concentracion sérica de IGFBP-1 y el
porcentaje de supresién de la producciéon hepatica de glucosa, sugiriendo menor RI
cuando hay mayor concentracion de IGFBP-1 [79]. Borai y colaboradores propusieron
como marcadores de Rl, el delta de las concentraciones séricas de IGFBP-1 después de
una carga de glucosa (diferencia de las concentraciones basal y a las 2 horas), y la relacion
del delta de las concentraciones séricas de insulina entre el delta de IGFBP-1 [80]. Aunado
a esto, existe un estudio en donde se observa la disminucidon de las concentraciones
séricas de IGFBP-1 en sujetos con higado con esteatosis diagnosticado por ultrasonido,

comparado con sujetos sin esteatosis [81].

IGFBP-1 no sélo se ha asociado a procesos metabdlicos sino también en otros procesos
como la regeneracién hepatica, ya que IGFBP-1 es uno de los genes y proteinas que se
expresan mas elevada y rdpidamente durante este proceso [82, 83]. Asi mismo, cuando
existe una deficiencia de IGFBP-1, |la regeneracién hepatica es perjudicada después de una
hepatectomia parcial; sin embargo, es sobreexpresada en respuesta a una reseccion
hepatica [82, 83]. Ademas de estas evidencias, existe un estudio donde se ha relacionado
un incremento de las concentraciones séricas de IGFBP-1 con el proceso fibrogénico en

pulmén [84].
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Por otra parte, se ha reportado que la sobreexpresion de IGFBP-2 esta asociada con una
reduccion de la susceptibilidad a la obesidad, una mejora de la sensibilidad a la insulina, y
confiere resistencia al desarrollo de obesidad y Rl [85]. También se ha descrito que esta
sobreexpresidén puede proteger contra el desarrollo de obesidad y DT2, y se ha sugerido
que este efecto es a través de la inhibicién de la adipogénesis y modulacién de la

sensibilidad de la insulina mediante IGFBP-2 [78].

Ademas, se ha demostrado que pacientes con SM tienen bajas concentraciones de IGFBP-
2, asociadas con hiperglucemia, lo que sugiere a IGFBP-2 como un posible marcador de
SM [86]. En otro hallazgo reciente, se muestra que hay disminucién en la expresion de
IGFBP-2 en ratones susceptibles a obesidad inducida por una dieta hipercaldrica,

comparada con ratones resistentes a obesidad inducida con la misma dieta [87].

Por otro lado, no hay evidencia que indique una asociacidon de IGFBP-2 con la fibrosis
hepatica; no obstante, hay algunos estudios que sugieren la participacién de esta proteina
en la fibrogénesis en otros érganos como el pulmon [84, 88], en los cuales se ha visto un
incremento de IGFBP-2 en el suero [84] y lavados broncoalveolares de pacientes [88] con

fibrosis pulmonar idiopatica.

Con respecto a IGFBP-3, se ha observado en ratones knockout (KO) para IGFBP-3, las
concentraciones de glucosa e insulina son significativamente mas altas comparadas con
ratones silvestres, y estos roedores presentaban un incremento en la produccién hepatica

de glucosa (gluconeogénesis, glucogendlisis) [89].

Asimismo, se han asociado altas concentraciones de IGFBP-3 con algunos componentes

del SM como triglicéridos elevados, hipertension y glucosa alterada en ayuno [90]. Se ha

sugerido que una relacién baja IGF-I/IGFBP-3 puede ser un marcador de progresion de
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NAFLD, ya que esta relacién se correlaciond negativamente con la presencia de fibrosis en

sujetos con NAFLD diagnosticada por biopsia hepatica [91].

Cabe mencionar que varios autores reportan una disminucién de las concentraciones
séricas de IGFBP-3 en pacientes con cirrosis hepdtica [92-94] y su relacidon con variables
asociadas a la severidad de la enfermedad hepdatica [95-97], asi como a un peor prondstico
a largo plazo en pacientes ambulatorios con cirrosis y a corto plazo en paciente

hospitalizados con descompensacién aguda debida a la cirrosis hepatica [95].

En el caso particular de IGFBP-4, no existe evidencia que relacione a esta proteina con
factores de riesgo para el desarrollo de NAFLD; sin embargo, se le ha asociado con la
regeneracion hepatica. Después de 24 horas de una hepatectomia parcial, existe un

incremento de IGFBP-4 a nivel de RNA mensajero y de la proteina en circulacién [98].

Existe un estudio en el que se ha relacionado a la IGFBP-5 con NAFLD, sujetos con NAFLD
diagnosticada por ultrasonido, niveles séricos elevados de ALT y biopsia hepatica,
presentan un incremento de la concentracién de IGFBP-5 comparada con sujetos control.
Asimismo, IGFBP-5 se encuentra elevada en circulacién en sujetos que presentan NASH

con un mayor grado de fibrosis, comparada con los sujetos control [99].

Ademas, existen estudios que asocian a la IGFBP-5 con el proceso fibrogénico, en érganos
como piel [100], pulmén [101] e intestino [102]; y en higado, se le ha relacionado con Ia
supervivencia de las HSC activadas, que son las principales productoras de MEC durante la

fibrogénesis [103].

Por otro lado, se ha reportado el aumento de la concentracién sérica de IGFBP-6 en
sujetos con diabetes tipo 1, comparado con sujetos control pareados en sexo y edad; y en
aquellos individuos con DT2 que presentaban complicaciones (nefropatia, retinopatia,

neuropatia, amputacion, ceguera, entre otros), tenian incrementados significativamente
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los niveles séricos de IGFBP-6 comparados con los que no presentaban complicacion
alguna [104]. Actualmente no existe evidencia de la participacion de esta proteina en la
fibrosis hepatica; sin embargo, se ha evidenciado que en pacientes con HCC, IGFBP-6 esta
regulada a la baja, comparada con pacientes que sélo presentan hepatitis debida a

diferentes etiologias [105].

Liu y colaboradores [106] reportan una elevacion de los niveles séricos de IGFBP-7 en
sujetos con SM y RI, comparados con los sujetos control; y también se correlacioné una
mayor concentracion de IGFBP-7 con parametros asociados al SM como el radio cintura-
cadera, HDL y LDL [106]. Otra evidencia relevante es el incremento de la metilacion en el

gen lgfbp7 en hombres con DT2, comparada con sujetos controles no diabéticos [107].

Con relacién a la fibrosis hepatica, existe un estudio que demuestra que IGFBP-7 induce la

produccién de MEC mediante la activacion de las HSC y presenta actividades

profibrogénicas in vitro [108].
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VI. Planteamiento del problema

México es uno de los paises con mayor prevalencia de obesidad en su poblacién, que es
un factor de riesgo ampliamente relacionado con el desarrollo de DT2, hipertensién
arterial y NAFLD; las 2 primeras entidades se han asociado con SM, mientras que la ultima
es considerada su manifestacién hepatica. En afos recientes, NAFLD ha ido
incrementando su prevalencia debido al estilo de vida moderno; y el progreso de este
padecimiento puede desembocar en NASH vy fibrosis hepdtica, inclusive en cirrosis, siendo

esta ultima una de las principales causas de muerte en nuestro pais.

El diagndstico oportuno de NAFLD favorecera la toma de decisiones y estrategias
terapéuticas para evitar el progreso a NASH vy fibrosis/cirrosis. Sin embargo, hasta ahora la
carencia de herramientas bioquimicas especificas y sensibles, aunada a la falta de

sintomas en la enfermedad hace muy dificil el diagndstico oportuno.

Por esta razén es importante la identificacién de nuevos biomarcadores en suero para

NAFLD v sus diferentes estadios. El presente trabajo pretende contribuir en el estudio de

las IGFBP como potenciales biomarcadores de NAFLD.
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VIl.  Justificacion

La evidencia existente sefala una participacion de las IGFBPs como factores que conllevan
al desarrollo de NAFLD, por ejemplo, la Rl y SM, y estudios preliminares demuestran que
es posible que estas proteinas puedan identificar diferentes grados de dafio hepatico en
modelos experimentales, por lo que las IGFBPs en conjunto podrian servir como

biomarcadores potenciales para el diagndstico de NAFLD.
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VIIl.  Hipédtesis

Las IGFBPs pueden ser reguladas por la insulina y modificar sus concentraciones séricas en
la enfermedad hepatica, mientras que la Rl y obesidad contribuyen al desarrollo de
NAFLD, por lo cual las concentraciones séricas de IGFBPs se modificaran en NAFLD y en

fibrosis asociada a la misma, en pacientes obesos mérbidos.
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IX. Objetivos

a. Objetivo general

Evaluar a las IGFBPs como potenciales biomarcadores de NAFLD, en pacientes con

obesidad mérbida programados para cirugia bariatrica.

b. Objetivos especificos

e Evaluar las concentraciones séricas de las IGFBPs (1-7) en pacientes obesos
morbidos programados para cirugia bariatrica.

e Determinar el grado de severidad de NAFLD en el que se encuentran los pacientes
al momento de la cirugia bariatrica, tanto en NAFLD como en la fibrosis hepatica.

e Asociar las concentraciones de IGFBPs con el grado de severidad de la enfermedad
hepatica de los pacientes.

e Evidenciar si los parametros bioquimicos se relacionan con el grado de severidad

de la enfermedad hepatica de los pacientes.
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X. Material y Métodos

a. Sujetos

Se reclutéd un grupo pacientes obesos modrbidos en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “Salvador Zubirdn”, programados para cirugia bariatrica, de 18 a 55
afos, con IMC 2 40Kg/m2, panel viral negativo, sin cirrosis y con AUDIT (Alcohol Use
Disorders Identification Test, por sus siglas en inglés) menor a 8 para eliminar a los
pacientes con criterios de consumo riesgoso de alcohol. El tamafio de muestra fue
calculado con el software G*Power v3.1 con un poder estadistico de 80, un error alfa de
0.2, un tamano del efecto de 0.5, obteniendo un total de 37 casos. A todos los sujetos se
les solicitd la firma de un consentimiento informado donde se explicd detalladamente la
importancia del proyecto, asi como en qué consistiria su participacion. La participacion de
los pacientes radicé en donar una muestra de sangre y tejido hepatico, obtenidas al

momento de la cirugia baridtrica.

En la Tabla 4 se presentan los criterios utilizados para la seleccidon de los pacientes

incluidos en el estudio.

Tabla 4. Criterios utilizados para la seleccion de pacientes.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion Criterios de eliminacién
e Pacientes obesos mérbidos e Presencia de cirrosis e Que deseen retirarse del
programados para cirugia e Diagnédstico positivo para protocolo
bariatrica hepatitis virales e Muestra hepatica
e Sin otras hepatopatias e Consumo riesgoso de insuficiente o dafada
e Edad: 18 a 55 aiios alcohol (AUDIT>8) e Que no se les haya
e Que no se tenga firmado el realizado la cirugia
consentimiento informado bariatrica

b. Estudios bioquimicos clinicos

Se recolectaron muestras de sangre con 12 horas de ayuno previo a la intervencién

quirurgica, de las cuales se obtuvo el suero para asi poder realizar las determinaciones de
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los diferentes analitos. La glucosa fue cuantificada utilizando el método de glucosa
oxidada, las cuantificaciones de triglicéridos y colesterol total fueron realizadas
empleando un método enzimatico, las concentraciones de c-HDL fueron cuantificadas
usando acido fosfotungstico y Mg*, mientras que la insulina en plasma fue determinada
por radioinmunoensayo. HOMA-IR fue calculado con las determinaciones de glucosa e
insulina en ayuno. Todas las pruebas bioquimicas fueron efectuadas empleando
procedimientos estandarizados en el Departamento de Endocrinologia del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”.

c. Estudios histoldgicos

Al momento de la cirugia se colect6 una muestra de higado, el cual fue fijado en
paraformaldehido al 4% en PBS estéril y posteriormente incluido en parafina. Se
obtuvieron cortes seriales de 5 um. Se realizaron técnicas histoldgicas como tinciones de
hematoxilina-eosina (H-E) y tricromica de Masson para determinar el espectro de la

enfermedad y la presencia de fibrosis hepatica debida a NAFLD.

d. Clasificacion de NAS

La clasificacion de los 46 pacientes reclutados se realizé con base en la escala NAS,
obteniendo 4 subgrupos: Control, Esteatosis simple, NASH limitrofe y NASH definitivo; de
acuerdo a la puntuacidon obtenida en los 3 parametros evaluados en la tincion H-E
(porcentaje de esteatosis, numero focos inflamatorios y balonamiento de hepatocitos),

como se menciono anteriormente (Tabla 1)

De igual manera, se clasificé a los pacientes por el grado de fibrosis que presentaron, a
través de la tincion tricromica de Masson, y de acuerdo a la escala de Kleiner-Brunt (Tabla
2) [53]; y se realizé la comparacién con la puntuacién de fibrosis de NAFLD [109], como se

muestra en el Anexo |.
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e. Sujetos Control

Dentro de este grupo de pacientes obesos mérbidos reclutados encontramos pacientes
que no presentaron caracteristicas histoldgicas de NAFLD, los cuales representaron al
grupo control. Lo anterior es debido a la prevalencia de NAFLD en este tipo de poblacion,
ya que se ha reportado una prevalencia de esta patologia del 71 al 90%, por lo cual se
esperd obtener entre un 10 y 29% de pacientes incluidos en el estudio que no presentaran

caracteristicas histolégicas de NAFLD.

Dicho grupo estuvo conformado por 11 pacientes obesos moérbidos programados para
cirugia bariatrica, los cuales representaron a nuestro grupo control dentro del estudio. En
resumen, en el estudio se incluyeron un total de 46 pacientes obesos morbidos
programados para cirugia baridtrica, teniendo 35 pacientes con NAFLD y 11 pacientes

control.

f. Cuantificacion de IGFBPs en suero

Se realizd la cuantificacion de las proteinas IGFBP presentes en el suero de los pacientes
mediante el kit de arreglo en suspension (Milliplex®, HIGFBPMAG-53K, Millipore), el cual

es un multianalisis cuantitativo de perfiles proteicos.

El ensayo se realizé6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante, con previa preparacién
del protocolo (mapa de la placa) y curva estdndar. La metodologia se detalla en el

Anexo |l.

g. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados por pruebas no paramétricas, ya que las
variables a analizar presentaron distribucidon no gaussiana. Para realizar la comparacion de

los parametros bioquimicos y las concentraciones de las IGFBPs entre los pacientes
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control y con NAFLD, asi como con y sin Rl, se utilizd la prueba estadistica U de Mann

Whitney.

Mientras que para comparar las concentraciones de IGFBPs y las diferentes pruebas
bioquimicas entre los controles y los diferentes grupos del espectro de NAFLD (Esteatosis,
NASH limitrofe y NASH definitivo) se aplicd la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de Dunn. Los datos demograficos y bioquimicos se muestran mediana y rango
intercuartil 25-75 (RIQ 25-75) y las concentraciones de las IGFBPs estan representadas
graficamente por mediana, minimo y maximo. Todas las pruebas estadisticas fueron
realizadas con el programa GraphPad Prism versién 6.01 y se consideré a p<0.05 como

significativa.

h. Consideraciones éticas

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigaciéon del Hospital General
de México y por el Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.
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Xl. Resultados

A. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes incluidos en el estudio

Se reclutaron en total 80 pacientes obesos mdrbidos programados para cirugia bariatrica,
de los cuales se eliminaron 34 pacientes del estudio por presentar alguno de los criterios
de exclusion o de eliminacién, quedando incluidos sélo 46 pacientes con obesidad

morbida programados para cirugia bariatrica, como se muestra en la Figura 8.

¢ Se eliminaron 2
pacientes porque no
se realizaron la

80 pacientes
reclutados para

cirugia bariatrica cirugia bariatrica
.'/.-F
78 pacientes * Se excluyeron 32 pacientes por
reclutados para presentar consumo riesgoso de

cirugia bariatrica alcohol

46 pacientes e Pacientes
reclutados para incluidos en

cirugia bariatrica el estudio

-

Figura 8. Diagrama de flujo de los pacientes reclutados e incluidos en el estudio.
Las caracteristicas demograficas (sexo, edad, peso, talla e IMC) de los pacientes incluidos

en el estudio, asi como el porcentaje de pacientes con DT2, HA y SM, se muestran en la

Tabla 8.
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Tabla 5. Caracteristicas demograficas de los pacientes obesos mérbidos incluidos y programados

para cirugia bariatrica

Pacientes incluidos (n=46)

Sexo (M/H) 29/17
Mujeres, n (%) 29 (63.1)
Hombres, n (%) 17 (36.9)

Edad [afios] 41 (34-48)

Peso [Kel (101%327.1)
Talla {m] (1.515.—613.68)
IMC [Kg/m’] (4015-552.7)
DT2, n (%) 20 (43.5)
HA, n (%) 26 (56.5)
SM, n (%) 23 (50)

Los resultados se muestran en Mediana y Rango intercuartil
25-75 (R1Q25-75). Las unidades se denotan entre corchetes.
DT2: Diabetes Tipo 2, HA: Hipertension Arterial, SM: Sindrome

Metabdlico.

B. Histologia

Para poder evidenciar el dafio hepatico en los pacientes obesos mérbidos incluidos en el
estudio, se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina (H-E) y tricrémica de Masson a las

biopsias hepaticas obtenidas al momento de la cirugia bariatrica.

a) Microarquitectura hepdtica

Se observo la microarquitectura hepatica y se clasificd a los pacientes dentro del espectro
de NAFLD a través de la escala NAS. En la Figura 9, se exhiben las imagenes

representativas de las tinciones H-E de los grupos Control (A) y NAFLD: Esteatosis (B),
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NASH limitrofe (C) y NASH definitivo (D). En el grupo Control (Figura 9A) no se distinguen
caracteristicas histoldogicas de NAFLD mientras que en el grupo Esteatosis (Figura 9B) se
observa la presencia de esteatosis simple, indicada con flechas amarillas, como gotas

blancas.

En la Figura 9C (grupo NASH limitrofe) se muestran algunas caracteristicas de NASH, con
flechas amarillas se denota la existencia de esteatosis y con una flecha negra la
manifestacion de infiltrado inflamatorio, sin embargo no se aprecia el balonamiento de
hepatocitos. En la Figura 9D (grupo NASH definitivo) con las flechas amarillas se indica la
presencia de esteatosis, mientras que con la flecha negra y roja se sefalan el infiltrado
inflamatorio y balonamiento de hepatocitos, respectivamente, siendo éstas Uultimas

caracteristicas necesarias para poder hacer la determinacién de NASH.
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Figura 9. Imagenes representativas de las tinciones H-E de los pacientes incluidos. Se
observan caracteristicas histolégicas de NAFLD, como acumulacién de lipidos o
esteatosis (flechas amarillas), inflamacion (flechas negras) y balonamiento de
hepatocitos (flecha roja). Control (A) y NAFLD: Esteatosis (B), NASH limitrofe (C) y NASH
definitivo (D).
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b) Presencia de fibrosis

Se examind la presencia de fibrosis a través de la tincién tricromica de Masson y se
clasificd, con la escala de Kleiner-Brunt [53], a los pacientes dependiendo del grado de
severidad de la misma. En la Figura 10 se muestra este tipo de tincién de los diferentes
grupos obtenidos de los pacientes reclutados: F1C, F2 y F3, en las que se hace notoria la

fibrogénesis en color azul-morado.

En el grupo F1C (Figura 10A) se observa principalmente un incremento en la acumulacidn
de matriz extracelular en las areas portales o fibrosis portal (puntas de flechas negras) y la
manifestacion de esteatosis (puntas de flechas amarillas). Para el grupo F2 (Figura 10B) se
denota la presencia de fibrosis portal y perisinusoidal (puntas de flechas rojas) que es la
acumulacién de MEC en los sinusoides hepaticos, ademds de un ensanchamiento de los
sinusoides y esteatosis (puntas de flechas amarillas). El grupo F3 (Figura 10C) no sdlo se
destaca una mayor acumulacion de MEC, también fibrosis en puente (puntas de flechas
verde-agua) que se define como areas portales unidas entre si o con venas

centrolobulillares, por fibras de coldgena, y esteatosis (puntas de flechas amarillas).
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ca de Masson de los pacientes

incluidos. Se observan imagenes de la tincidn tricrdmica de Masson en los cortes histoldgicos de las
biopsias hepadticas, el estadio F1C se muestra en las imagenes A. 8X y B. 20X, el estadio F2 en las
imagenes C. 8X y D. 20X y el estadio F3 en las imagenes E. 8X y F. 20X, que evidencian los cambios
microscopicos provocados en el higado, principalmente acumulacion excesiva de MEC, esteatosis y
desorganizacién de la arquitectura hepdtica. Las puntas de flechas negras denotan acumulacién de
MEC en las areas portales (fibrosis portal). Las puntas de flechas amarillas sefialan la presencia de
esteatosis. Las puntas de flechas rojas sefialan la acumulacién de MEC alrededor de los sinusoides
hepaticos (fibrosis perisinusoidal). Las puntas de flechas verde-agua sefialan la acumulacién de

MEC entre una vena central y un area portal.

C. C(lasificacion de los pacientes incluidos

Los 46 pacientes incluidos se clasificaron con base en la escala NAS y se obtuvieron 11
pacientes que no presentaban caracteristicas histolégicas de NAFLD, y 35 pacientes con
NAFLD. Estos 35 pacientes fueron clasificados dentro del espectro de NAFLD, resultando 4
pacientes con esteatosis, 20 con NASH limitrofe y 11 con NASH definitivo, como se puede

apreciar en la Tabla 9.
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Cabe mencionar que el tamafio de muestra calculado para este estudio fue de 37 casos,
ante la diferencia entre los pacientes calculados y los incluidos en el estudio, se realizé un
analisis para evaluar su sensibilidad empleando la n reclutada utilizando el software

G*Power v3.1, obteniendo que no se afectaba el tamafio del efecto.

Tabla 6. Nimero de pacientes incluidos y clasificados dentro del espectro de la enfermedad por

higado graso no alcohdlico (NAFLD) con base en la escala de actividad de NAFLD (NAS).

Puntacion NAS NAFLD No. de pacientes reclutados
0 Sin NAFLD 11
1-2 Esteatosis 4
3-4 NASH limitrofe 20
5-8 NASH definitivo 11

NASH: Esteatohepatitis no alcohdlica

Ademas, en los pacientes con NAFLD se clasificd a estos pacientes con base en la escala
Kleiner-Brunt [53], para determinar el grado de fibrosis que presentaban, obteniendo 4

pacientes en un estadio F1C, 19 en F2 y 12 en F3, como se observa en la Tabla 10.

Tabla 7. Numero de pacientes incluidos y clasificados con base en la escala Kleiner-Brunt para

determinar el grado de fibrosis.

Estadio NAFLD No. de pacientes reclutados
FO Sin fibrosis 0
F1C Fibrosis portal 4

Fibrosis portal y

F2 perisinusoidal

19

F3 Fibrosis en puente 12

D. Datos demogrdficos de los pacientes incluidos y clasificados

Para visualizar las caracteristicas demograficas de la poblacion estudiada se obtuvieron

datos como edad, peso, talla, sexo e indice de masa corporal (IMC). En las Tablas 8A y 8B
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se muestran los datos demograficos de los pacientes incluidos en el estudio y se
observaron diferencias entre los grupos control y NASH limitrofe en el peso y talla de los
pacientes, encontrando valores mas altos en aquellos pacientes pertenecientes a este

ultimo grupo.

Asimismo, se visualizaron diferencias significativas en el IMC, observando que en los
pacientes con NASH definitivo el IMC es mayor que en los controles y los pacientes con

NASH limitrofe.

Cabe mencionar que en los datos demograficos también se incluyé el porcentaje de
pacientes que presentaban DT2, HA y SM, observando que el porcentaje de pacientes que
tienen DT2 incrementa dentro del espectro de NAFLD, conforme aumenta la severidad de
la enfermedad, aunque esto no se vea reflejado en el niumero total de pacientes con

NAFLD.

Otros hallazgos interesantes en esta poblacién de pacientes obesos mérbidos, es que hay
un mayor nimero de pacientes con HA en el grupo control y un mayor porcentaje de

pacientes con SM en el grupo de pacientes con NASH limitrofe.
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Tabla 8A. Datos demograficos de los pacientes incluidos.

Controles Pacientes con
(n=11) NAFLD (n=35) P
Sexo
Mujeres, n (%) 9(82) 20 (57) 0.172
Hombres, n (%) 2 (18) 15 (43) 0.172
Edad [afios] 42 (35-48) 41 (33-47) 0.661
101.5 130.7
Peso [Kg] 0.052
(96-132) (112-141.7)
1.62 1.66
Talla [m] 0.167
(1.50-1.64) (1.56-1.73)
2 40.7 47.2 0.056
IMC [Kg/m 1 (37.8.47.3) (41.2-53.1) '
DT2, n (%) 6 (55) 14 (40) 0.494
HA, n (%) 8 (73) 18 (51) 0.302
SM, n (%) 5 (45) 18 (51) >0.999

Los resultados se muestran en Mediana y rango intercuartil 25-75 (RIQ 25-75).
Las unidades se denotan entre corchetes. IMC: indice de Masa Corporal, DT2:

Diabetes Tipo 2, HA: Hipertensién Arterial, SM: Sindrome Metabdlico.
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Tabla 8B. Datos demograficos de los pacientes incluidos y clasificados con base en la escala NAS.

Espectro de la enfermedad por higado graso no

Controles alcohdlico (NAFLD, n=35)
(n=11) Esteatosis NASH limitrofe NASH definitivo P
(n=4) (n=20) (n=11)
Sexo
Mujeres (%) 9 (82) 4 (100) 7 (35) 9 (82) 0.064
Hombres (%) 2 (18) 0 13 (65) 2 (18) 0.064
Edad [afios] 42 (35-48) 41 (28-46) 40 (34-47) 41 (26-58) >0.999
101.5 112.4 131.2* 129.7
Peso [Kg] *0.048
(96-132) (74.4-135.8)  (111.3-146.7) (119.5-159.5)
1.62 1.57 1.68*, 1.55 *0.013
Talla [m] #
(1.50-1.64)  (1.45-1.62) (1.63-1.74) (1.52-1.68) 0.033
2 40.7 44.6 45.0" 53.1* *0.009
IMC [Kg/m 1 (378.473)  (35.2-53.1) (40.4-51.9) (49.0-57.4) #0.004
DT2 (%) 6 (55) 1(25) 7 (35) 6 (55) >0.999
HA (%) 8 (73) 2 (50) 11 (55) 5 (45) >0.999
SM (%) 5 (45) 2 (50) 11 (55) 5 (45) >0.999

Los resultados se muestran en Mediana y Rango intercuartil 25-75 (RIQ25-75). Las unidades se denotan
entre corchetes. IMC: indice de Masa Corporal, DT2: Diabetes Tipo 2, HA: Hipertension Arterial, SM:

Sindrome Metabdlico. *vs Controles, *us NASH definitivo

E. Datos bioquimicos de los pacientes incluidos

Se estudid el estado metabdlico de los pacientes cuantificando diferentes pardmetros
bioquimicos, por ejemplo: quimica sanguinea (glucosa, urea y creatinina), perfil de lipidos
(colesterol total, triglicéridos, c-HDL y c-LDL) y hepatico (albumina, proteinas totales, AST,
ALT, globulinas, fosfatasa alcalina y bilirrubinas). Los datos de quimica sanguinea y HOMA-
IR de los pacientes incluidos se pueden observar en las Tablas 9A y 9B, en estos
parametros no se encontraron diferencias en los parametros de glucosa, urea y creatinina
entre los distintos grupos, a pesar de que algunos de los valores de glucemia, se
encuentran fuera del valor de referencia; sin embargo, el HOMA-IR fue significativamente
mayor en los pacientes con NAFLD, NASH limitrofe y definitivo comparado con los

controles.
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Tabla 9A. Quimica sanguinea de los pacientes incluidos.

, Controles Pacientes con
Parametro p
(n=11) NAFLD (n=35)
82.0 95.0
Glucosa [mg/dL] 0.199
(78.0-98.0) (84.0-116.0)
2.3 3.2%
HOMA-IR *0.006
(1.4-2.7) (2.5-5.5)
29.1 30.6
Urea [mg/dL] 0.794
(22.7-35.5) (24.4-34.0)
Creatinina mujeres 0.75 0.73
0.315
[mg/dL] (0.73-0.84) (0.63-0.78)
Creatinina hombres 0.80 0.91 0.228
[mg/dL] (0.75-0.84) (0.80-1.00) '

Los resultados se muestran en Mediana y rango intercuartil 25-75 (RIQ 25-75).

Las unidades se denotan entre corchetes. *p<0.05

Tabla 9B. Quimica sanguinea de los pacientes incluidos y clasificados con base en la escala NAS.

Espectro de la enfermedad por higado graso no
alcohdlico (NAFLD, n=35)

Parimet Controles NASH
arametro
(n=11) Esteatosis NASH limitrofe o P
definitivo
(n=4) (n=20)
(n=11)
82.0 104.0 95.5 93.0
Glucosa [mg/dL] >0.913
(78.0-98.0) (89.8-124.3) (81.3-117.0) (84.5-117.5)
2.3 3.8 3.2% 3.8*
HOMA-IR *<0.05
(1.4-2.7) (1.6-6.6) (2.5-4.4) (2.5-10.1)
29.1 23.2 321 28.0
Urea [mg/dL] >0.299
(22.7-35.5)  (22.0-28.9) (27.5-34.1) (24.0-43.6)
Creatinina 0.75 0.73 0.77 0.68
) >0.999
mujeres [mg/dL] (0.73-0.84) (0.66-0.77) (0.55-0.78) (0.60-1.12)
Creatinina 0.80 0.89 0.94 0.593
hombres [mg/dL]  (0.75-0.84) (0.79-1.02) (0.91-0.96) '

Los resultados se muestran en Mediana y rango intercuartil 25-75 (RIQ 25-75). Las unidades se denotan

entre corchetes. *¥vs Controles.

De igual manera, en las Tablas 10A y 10B se evidencian los datos del perfil de lipidos de los

pacientes incluidos y clasificados, en estos parametros no se encontraron diferencias
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entre los distintos grupos, algunos valores bioquimicos se encontraron fuera de valores de

referencia en todos los grupos.

Tabla 10A. Perfil de lipidos de los pacientes incluidos.

Parametro Controles (n=11)  Pacientes con NAFLD (n=35) p
144.0 166.5
Triglicéridos [mg/dL] 0.320
(104.8-168.3) (109.5-226.3)
Colesterol total 196.0 172.0 0.119
[mg/dL] (170.0-215.8) (156.8-189.8) )
46.0 40.5
c-HDL [mg/dL] 0.230
(35.8-53.5) (33.8-46.3)
142.0 116.0
c-LDL [mg/dL] 0.133
(107.0-148.3) (89.0-124.5)

Los resultados se muestran en Mediana y rango intercuartil 25-75 (RIQ 25-75). Las unidades se
denotan entre corchetes. HDL: lipoproteina de alta densidad, por sus siglas en inglés, High
Density Lipoprotein. LDL: lipoproteina de baja densidad, por sus siglas en inglés, Low Density

Lipoprotein.

Tabla 10B. Perfil de lipidos de los pacientes incluidos y clasificados con base en la escala NAS.

Espectro de la enfermedad por higado graso no

, Controles alcohdlico (NAFLD, n=35)
Parametro
(n=11) Esteatosis NASH limitrofe ~ NASH definitivo
(n=4) (n=20) (n=11)

Triglicéridos 144.0 219.0 164.5 158.0 50.999
[mg/dL] (104.8-168.3) (129.0-319.0) (111.8-263.3) (105.0-185.0) '
Colesterol total 196.0 192.0 171.5 169.0 50.852
[mg/dL] (170.0-215.8) (148.0-203.0) (158.3-184.8) (144.0-189.0) '

46.0 46.0 37.0 43.0
c-HDL [mg/dL] >0.757
(35.8-53.5) (37.0-48.0) (31.8-46.0) (33.0-47.0)
142.0 111.0 118.0 118.0
c-LDL [mg/dL] >0.729
(107.0-148.3)  (85.0-112.0) (93.0-123.0) (80.0-129.0)

Los resultados se muestran en Mediana y rango intercuartil 25-75 (RIQ 25-75). Las unidades se
denotan entre corchetes. HDL: lipoproteina de alta densidad, por sus siglas en inglés, High Density

Lipoprotein. LDL: lipoproteina de baja densidad, por sus siglas en inglés, Low Density Lipoprotein.
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Por otro lado, los datos del perfil hepatico de los pacientes incluidos y clasificados se
muestran en las Tablas 11A y 11B. Interesantemente, se encontraron diferencias
significativas en las bilirrubinas (indirecta, directa y total) entre los pacientes con NAFLD y
el grupo control, estando incrementadas en los pacientes obesos mérbidos con NAFLD; de
igual manera, todas las bilirrubinas aumentaron en los pacientes con NASH limitrofe y
definitivo comparadas con aquellos pacientes que no presentaban caracteristicas
histolégicas de NAFLD. Estas elevaciones se observaron a pesar de que algunas de estas
bilirrubinas, por ejemplo, la bilirrubina indirecta se encuentra dentro de valores de
referencia, o como es el caso de las bilirrubinas directa y total, ligeramente por arriba del

limite superior de los valores de referencia.

También se encontraron diferencias significativas en las transaminasas entre el grupo de
NAFLD y control hallandose elevadas en los pacientes obesos mérbidos que presentaban
la enfermedad; de manera similar, los pacientes con NASH limitrofe presentan elevaciones
de estas enzimas comparado con los controles. Asi mismo, en el grupo de NASH definitivo
se advirtié un incremento de la ALT comparado con el grupo control. Estas diferencias
fueron observadas a pesar de la amplia dispersidn de las determinaciones de estas

transaminasas en los pacientes incluidos en el estudio.
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Tabla 11A. Pruebas de funcion hepatica de los pacientes incluidos.

Parametro

Albumina [g/dL]

AST [UI/L]

ALT [UI/L]

Bilirrubina Indirecta
[mg/dL]
Bilirrubina Directa
[mg/dL]
Bilirrubina Total
[mg/dL]

Proteinas totales [g/dL]

Globulinas [g/dL]

Fosfatasa alcalina [UI/L]

Controles
(n=11)
4.4
(4.1-4.5)
19.0
(16.0-29.0)
21.0
(17.0-32.0)
0.30
(0.23-0.38)
0.08
(0.04-0.09)
0.36
(0.26-0.46)
7.4
(7.1-7.7)
3.2
(2.7-3.3)
72.0
(57.0-83.0)

Los resultados se muestran en Mediana vy

Pacientes con NAFLD

(n=35) P
4.4
0.952
(4.0-4.6)
26.0% *0.032
(19.0-57.0)
35.0° *0.003
(25.0-65.5)
0.49% *<0.001
(0.33-0.60)
0.15* *0.001
(0.09-0.24)
0.65% *<0.001
(0.41-0.92)
7.3
0.696
(7.0-7.8)
3.1
0.973
(2.8-3.3)
73.0
0.889
(58.0-88.5)

rango intercuartil 25-75 (RIQ 25-75). Las

unidades se denotan entre corchetes. AST: Aspartato aminotransferasa. ALT: Alanino

aminotransferasa. *p<0.05
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Tabla 11B. Pruebas de funcion hepatica de los pacientes incluidos y clasificados con base en la

escala NAS.
Espectro de la enfermedad por higado graso no
, Controles alcohdlico (NAFLD, n=35)
Parametro - — — p
(n=11) Esteatosis NASH limitrofe NASH definitivo
(n=4) (n=20) (n=11)
. 4.4 4.2 4.4 4.4
Albumina [g/dL] >0.999
(4.1-4.5) (3.7-4.4) (4.2-4.6) (3.7-5.0)
19.0 19.5 28.5% 27.0
AST [UI/L] *0.016
(16.0-29.0) (14.0-175.0) (20.2-57.5) (18.0-60.5)
21.0 20.5 38.5%* 35.0*
ALT [UI/L] *<0.05
(17.0-32.0) (13.5-89.0) (28.5- 70.3) (22.5-61.0)
Bilirrubina Indirecta 0.30 0.37 0.53* 0.40* *<0.05
[mg/dL] (0.23-0.38) (0.33-0.46) (0.39-0.76) (0.29-0.49) )
Bilirrubina Directa 0.08 0.16 0.17* 0.14* *<0.05
[mg/dL] (0.04-0.09) (0.07-0.23) (0.09-0.25) (0.09-0.28) '
Bilirrubina Total 0.36 0.52 0.70* 0.56* *<0.05
[mg/dL] (0.26-0.46) (0.41-0.67) (0.55-0.97) (0.39-0.87) '
Proteinas totales 7.4 7.4 7.2 7.7
>0.999
[g/dL] (7.1-7.7) (6.8-8.0) (7.0-7.8) (7.0-8.0)
3.2 3.3 3.1 3.2
Globulinas [g/dL] >0.963
(2.7-3.3) (3.1-3.6) (2.7-3.2) (2.8-3.7)
Fosfatasa alcalina 72.0 65.0 73.5 83.0 50.559
[UI/L] (57.0-83.0) (54.3-80.3) (50.3-87.3) (72.0-92.0) '

Los resultados se muestran en Mediana y rango intercuartil 25-75 (RIQ 25-75). Las unidades se
denotan entre corchetes. AST: Aspartato aminotransferasa. ALT: Alanino aminotransferasa.*vs

Controles.

F. Cuantificacion de las IGFBPs en los pacientes incluidos

Para observar el comportamiento de estas proteinas en NAFLD, se cuantificaron las
concentraciones séricas de las IGFBPs de la 1 a la 7 en los pacientes obesos mérbidos
clasificados inicialmente por la presencia (NAFLD) o ausencia (grupo control) de
caracteristicas histolégicas de la enfermedad, como se menciond antes. Esto lo podemos
apreciar en la Figura 11, donde no se vieron diferencias significativas en ninguna de las

IGFBPs, entre los pacientes sin NAFLD y aquellos que presentan la patologia.
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Ademads de la clasificacion inicial, se realizaron otras clasificaciones de los pacientes
incluidos, una de ellas fue de acuerdo a la presencia o ausencia de Rl. Esto se determiné a
través del indice HOMA-IR, tomando como punto de corte HOMA-IR>2.4. En la Figura 12
se muestran las concentraciones séricas de las IGFBP-1-7 de los pacientes incluidos en el

estudio y clasificados de acuerdo al criterio anterior, y no se encontraron diferencias

Figura 11. Concentraciones séricas de las IGFBPs en los pacientes incluidos y clasificados en

controles y NAFLD. Se clasificaron a los pacientes de acuerdo a la presencia o ausencia de

caracteristicas histolégicas de NAFLD. El grupo control estd conformado por aquellos

pacientes incluidos que no presentan caracteristicas histolégicas de NAFLD. A. IGBP-1. B.

IGFBP-2. C.

IGFBP-3. D.

IGFBP-4. E.

analizaron con U de Mann Whitney.

significativas entre los grupos.

IGFBP-5. F.
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Figura 12. Concentraciones séricas de las IGFBPs en los pacientes de acuerdo a la
presencia o ausencia de la Rl. Se clasificaron a los pacientes con base en la R,
considerando un HOMA-IR>2.4 como punto de corte. A. IGBP-1. B. IGFBP-2. C. IGFBP-3.
D. IGFBP-4. E. IGFBP-5. F. IGFBP-6. G. IGFBP-7. Los resultados se analizaron con U de Mann

Whitney.

Otra clasificacidn utilizada fue, con base en la escala NAS, en la cual los pacientes con
NAFLD fueron clasificados dentro del espectro de la enfermedad como esteatosis, NASH
limitrofe o NASH definitivo. En la Figura 13 se visualizan las concentraciones séricas de las
IGFBP-1 a la -6 de los pacientes incluidos y clasificados de acuerdo a lo anterior; en estas
proteinas no se encontraron diferencias significativas entre los grupos, sin embargo, al
cuantificar a la proteina IGFBP-7 en el suero de los pacientes obesos mérbidos (Figura 14),
se observd que se encontraba incrementada en los pacientes con NASH limitrofe

comparada con aquellos pacientes que sélo presentaban esteatosis.
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Figura 13. Concentraciones séricas de las IGFBP-1 a la 6 en el espectro de NAFLD en los
pacientes incluidos. El grupo control estd conformado por aquellos pacientes reclutados que
no presentan caracteristicas histolégicas de NAFLD. A. IGBP-1. B. IGFBP-2. C. IGFBP-3.
D. IGFBP-4. E. IGFBP-5. F. IGFBP-6. Los resultados se analizaron con Kruskal-Wallis seguida de

la prueba de Dunn.
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Figura 14. Concentraciones séricas de IGFBP-7 en el espectro de NAFLD en los pacientes
incluidos. El grupo control estda conformado por aquellos pacientes reclutados que no
presentan caracteristicas histoldgicas de NAFLD. Los resultados se analizaron con Kruskal-

Wallis seguido de una prueba de Dunn, *p<0.05 vs esteatosis.
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También se clasificd a los pacientes de acuerdo al estadio de la fibrosis hepatica con base
en la escala de Kleiner-Brunt. En la Figura 15 podemos observar las concentraciones
séricas de las IGFBPs de la 2 a la 7 en los pacientes obesos mdrbidos incluidos y
clasificados, donde no se vieron diferencias significativas en ninguna de las IGFBPs, entre
los grupos, a pesar de la evidencia existente donde se demuestra que algunas de estas

proteinas se han visto implicadas en el proceso fibrogénico o con moléculas esenciales

para éste.
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Figura 15. Concentraciones séricas de las IGFBP-2 a la 7 en los pacientes incluidos y
clasificados de acuerdo a la escala de Kleiner-Brunt. Se clasificd a los pacientes de acuerdo a
la severidad del proceso fibrogénico con la escala de Kleiner-Brunt. A. IGBP-2. B. IGFBP-3. C.
IGFBP-4. D. IGFBP-5. E. IGFBP-6. F. IGFBP-7. Los resultados se analizaron con Kruskal-Wallis

seguido de una prueba de Dunn.

Por otro lado, en la Figura 16 se visualiza una disminucion de las concentraciones séricas
de IGFBP-1 en los pacientes obesos mérbidos que tienen fibrosis perisinusoidal y portal

comparadas con aquellos pacientes que presentan sdlo fibrosis portal.
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Figura 16. Concentraciones séricas de IGFBP-1 en los pacientes incluidos y clasificados

0.
j I
E 9
2 e
- *
o 4
g 2_ - _I_ S——
0 |
F2

de acuerdo a la escala de Kleiner-Brunt. Se clasificé a los pacientes de acuerdo a la
severidad de la fibrosis con la escala de Kleiner-Brunt. Los resultados se analizaron con

Kruskal-Wallis seguido de una prueba de Dunn, *p<0.05 vs F1C
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XIl. Discusion

El estudio de la familia de proteinas IGFBP en el curso de NAFLD en obesos modrbidos
mostrd por una parte que IGFBP-7 se incrementa en los pacientes con NASH limitrofe
comparada con los pacientes que tienen sélo esteatosis, mientras que IGFBP-1 disminuye

en la etapa F2 de fibrosis respecto a la F1.

La prevalencia de NAFLD, encontrada en este estudio, en poblacién mexicana con
obesidad moérbida es de aproximadamente 76.1%, la cual se encuentra dentro de las
prevalencias reportadas en este tipo de poblacién (obesidad madrbida), que va del 70 a

mas del 90% [7, 20, 25, 27, 29-31].

Cabe mencionar que de estos 46 pacientes incluidos, la mayoria eran mujeres, lo cual
concuerda con lo reportado por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT) de
Medio Camino 2016, que indica que la obesidad mdrbida es 2.4 veces mas alta en el sexo

femenino que en el masculino [13].

El analisis histoldgico hepatico evidencid las caracteristicas microscépicas que deben de
ser observadas en cada uno de los estadios del espectro de NAFLD, asi como la presencia
de fibrosis en estos pacientes, lo que permitié clasificarlos dentro del espectro de la

enfermedad y por el progreso de la fibrosis.

La primera clasificacion realizada fue con base en la presencia de las caracteristicas
histolégicas de NAFLD, generando los grupos control y NAFLD, los cuales fueron
representados por el 239 % y 76.1% de la poblacién incluida en el estudio,
respectivamente. Lo anterior concuerda con algunas publicaciones realizadas en poblacion
similar a la examinada en este estudio, las cuales reportan la presencia de NAFLD del 64.6
al 77.8% en sujetos con obesidad morbida programados para cirugia bariatrica [36, 110-

112]
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Posteriormente, aquellos pacientes que tenian NAFLD se subclasificaron en 3 grupos:
Esteatosis, NASH limitrofe y NASH definitivo, de acuerdo al espectro de éste, y se encontrd
que el 11.4% de estos pacientes con NAFLD presentaban esteatosis simple, lo cual
concuerda con lo evidenciado en la literatura, ya que se ha reportado la presencia de
esteatosis simple, diagnosticada por biopsia hepatica, en 7.7 y 20.8% en poblacién con
obesidad madrbida [112, 113]. Asi mismo, el 31.4% de los pacientes con NAFLD incluidos en
el estudio, tenian NASH, coincidiendo con lo observando en estudios preliminares, donde
obtuvieron que el 27 [113] y 34% [112] de sujetos obesos mdrbidos presentaban NASH,

diagnosticada por biopsia hepatica.

En la subclasificacion se observaron diferencias significativas entre grupos en algunas
caracteristicas demograficas, encontrando que los pacientes con NASH limitrofe tienen
mayor peso corporal que los pacientes del grupo control, no obstante, su IMC no es
estadisticamente diferente del IMC del grupo control pero si fue significativamente menor

que el de los pacientes con NASH definitivo.

Otra diferencia significativa encontrada entre los grupos es el aumento del IMC en los
pacientes con NASH definitivo comparado con los sujetos del grupo control, algunos
estudios muestran resultados similares a éste, donde los sujetos obesos mdrbidos con
NAFLD diagnosticada por biopsia, incluyendo sujetos con esteatosis simple y NASH,
presentan un mayor IMC comparado con los individuos obesos mérbidos sin NAFLD [36,
112]; sin embargo, hasta el momento no existe evidencia que senale una asociacién

directa entre el IMC y la severidad de NAFLD pero si con su prevalencia.

Con respecto a las comorbilidades, la prevalencia de DT2 encontrada en este estudio fue
de 40% en los pacientes con NAFLD y con obesidad mérbida, lo cual coincide con lo
reportado en diferentes estudios realizados en pacientes programados para cirugia

bariatrica que documentan un amplio rango de prevalencia de DT2 que va desde 20 al
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75% en sujetos con NAFLD [21, 23]. Por otra parte se observd que esta prevalencia es
superior a la observada en un estudio realizado al norte del pais en poblacién que incluia
sobrepeso y obesidad en la que se encontré que 26% de los pacientes con NAFLD

presentaba DT2 [114].

Dentro del espectro de NAFLD, se encontrdé que el grupo que presentaba mds pacientes
con DT2 era el de NASH definitivo, esto podria asociarse con un mayor deterioro del

metabolismo de glucosa y lipidos, y por lo tanto una mayor severidad de NAFLD.

Con relacién a la hipertensidn arterial, el grupo control fue el que presentd la mayor
cantidad de pacientes con esta alteracidn cardiovascular, sin embargo, esto no se visualizdé
en la proporcion de pacientes que presentaron SM, siendo la hipertension arterial uno de
sus componentes; mientras que el grupo con NAFLD tiene una menor cantidad de
pacientes con hipertensiéon arterial pero un mayor porcentaje de pacientes con SM, esto
nos podria sugerir que estos pacientes obesos mérbidos con NAFLD son mas afectados
por el componente metabdlico que por el cardiovascular; no obstante, no se puede
descartar que puedan presentar a mediano o largo plazo, alguna otra enfermedad

cardiovascular como insuficiencia cardiaca, arritmias, entre otras.

Asimismo, se ha reportado que un tercio de los pacientes con NAFLD presentan SM [15,
25]; sin embargo, en este estudio se observd que el 51% de los pacientes con NAFLD con
obesidad modrbida presentaban SM. Este incremento de la poblacidon que presenta SM
posiblemente sea debido a las caracteristicas de los pacientes estudiados, porque tienen
un mayor grado de obesidad que los estudios mencionados [15, 25], y presentan al menos

2 componentes del SM.

Por otro lado, los parametros bioquimicos de quimica sanguinea y perfil de lipidos, no
mostraron diferencias entre los pacientes obesos mérbidos que presentan NAFLD de

aquellos que no, ni tampoco entre los diferentes estadios del espectro de la enfermedad,;
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no obstante, hay pacientes que presentan algunas de estas pruebas bioquimicas fuera de
valores de referencia, estas elevaciones pueden ser asociadas al grado de obesidad que
presentan los pacientes como se ha visto en otros estudios con pacientes obesos
morbidos [32-34, 111, 115]. Por ejemplo, en este estudio se observé que la mediana de
triglicéridos de todos los grupos, con excepciéon del grupo control, se encuentra fuera de

valores de referencia.

Se observé un incremento de las transaminasas (AST, ALT) en el grupo NAFLD comparado
con el grupo control, a pesar del amplio rango evidenciado; sin embargo, la mediana de
ambas enzimas en el grupo NAFLD se encuentra dentro de los valores de referencia, esto
puede ser debido a la presencia de pacientes que no tienen incrementadas estas enzimas,
como se ha documentado anteriormente [1, 48], resultando que la mediana de estas
transaminasas quede dentro de valores de referencia. Esta diferencia entre en los
pacientes con y sin NAFLD nos podria sugerir la presencia de la enfermedad, no obstante,
en la préctica clinica es necesaria la elevaciéon de ALT mas de 2 veces el valor superior del
rango de referencia y en forma persistente por al menos 6 meses (sin explicacion
aparente), para que se pueda realizar el diagndstico de NASH [1, 48, 67, 68]; por lo cual,
estas transaminasas no son suficientes para realizar el diagnéstico de la patologia, ya que

no todos los pacientes presentan dicha alteracidn.

Dentro del espectro de NAFLD, se observd un incremento de AST y ALT en los pacientes
con NASH limitrofe comparadas con los pacientes del grupo control estas diferencias
observadas se encuentran dentro de valores de referencia; esto como se menciond
anteriormente, podria indicar la presencia de NAFLD, sin embargo, el rango intercuartil
evidencia que no todos los pacientes de este grupo presentan dicha alteracion y por lo
tanto, estas transaminasas no son capaces de identificar la presencia de NASH
eficazmente comparadas con la biopsia hepatica, la cual se considera el estandar de oro

para realizar el diagndstico de NAFLD [1, 21].
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De manera similar, se encontrd elevacion de las concentraciones de ALT en pacientes con
NASH definitivo comparados con el grupo control, aunque esta diferencia no se observd
en los niveles de AST. ALT es la enzima que se ha considerado como uno de los principales
hallazgos clinicos para realizar el diagnostico de NAFLD/NASH [48, 116, 117], y se propone
gue la elevacidon en mas de 2 veces el valor de referencia puedes ser un signo de NASH. Sin
embargo, los pacientes que presentan NASH pueden o no tener elevacién significativa de
esta enzima asociada a la enfermedad [1, 10, 26, 110], lo que hace dificil el diagndstico no

solo de NASH sino también de NAFLD.

Las alteraciones observadas en las transaminasas en los grupos de NASH limitrofe y
definitivo probablemente sean por un mayor dafio hepatico debido a la presencia de

infiltrado inflamatorio en el higado.

Por otra parte, se encontraron incrementadas las bilirrubinas (indirecta, directa y total) en
los obesos mérbidos con NAFLD, y dentro del espectro de NAFLD, en los pacientes con
NASH limitrofe y definitivo, comparados con el grupo control; sin embargo, este
incremento se mantiene dentro de valores de referencia o ligeramente por arriba de
éstos. Este incremento en las bilirrubinas en los sujetos con NASH limitrofe y definitivo,
puede ser debido a la esteatohepatitis (inflamacién en el parénquima hepatico) presente

en estos pacientes y que conlleva a un mayor dafio hepatico.

Por todo lo anteriormente mencionado, podemos sugerir que los pardmetros bioquimicos,
por ejemplo las transaminasas y bilirrubinas, no son suficientes para realizar el diagndstico
de NAFLD ni para asegurar la severidad de la enfermedad, ya que pueden o no presentar

alteraciones fuera de los valores de referencia [1, 10, 26, 110].

El nimero de sujetos obesos mérbidos en los diferentes estadios de la enfermedad es
variado, y el grupo con menos sujetos es el de esteatosis, esta cantidad de pacientes en

este grupo concuerda con lo evidenciado por otros autores, donde el niumero de sujetos
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en este grupo es menor comparado con los grupos de NASH limitrofe y definitivo [99,
118]. Estos autores también evidencian que dentro del espectro de NAFLD la mayor
prevalencia se encuentra en NASH definitivo [99, 118], sin embargo, en este estudio el
grupo con mas pacientes es el de NASH limitrofe; esto podria deberse a que previo a la
cirugia bariatrica y toma de muestra, los pacientes son sometidos a una dieta balanceada
y actividad fisica para bajar cierto porcentaje de su peso corporal, lo que podria revertir la
severidad de NALFD, dando como resultado que los pacientes pasen de un estadio de

NASH definitivo a su estadio inmediato anterior como es NASH limitrofe.

Los resultados obtenidos de las proteinas de unién al factor de crecimiento insulinoide de
la1lala7(IGFBP1-7) no muestran diferencias entre los pacientes obesos mérbidos con y
sin NAFLD, esto contrasta con la evidencia reportada, donde se han visto alteraciones de
estas moléculas en NAFLD en sujetos con sobrepeso y obesidad grado |, y podria deberse a
que la poblacién estudiada es metabdlicamente muy diferente a otras poblaciones

reportadas en la literatura [81, 91, 99].

Las concentraciones de IGFBPs de la 1 a la 7 no cambian entre aquellos sujetos obesos
morbidos que no presentan Rl de los que si tienen esta alteracidn metabdlica, a pesar de
gue algunas de estas proteinas, por ejemplo, IGFBP-1 puede ser regulada por la insulina
[78] y ha sido asociada a su sensibilidad o resistencia [79, 80], mientras que IGFBP-7 se ha
relacionado con la regulacién de esta hormona [69] y con algunos componentes del SM

[106].

Los resultados de las concentraciones séricas de IGFBP1-6 muestran que estas proteinas
no diferencian entre los estadios del espectro de NAFLD. IGFBP7, por su parte, esta
incrementada en los pacientes que presentan NASH limitrofe comparada con aquellos que
tienen esteatosis simple. Cabe mencionar que este es el primer indicio que se tiene con

respecto a la capacidad que puede tener una molécula, en este caso IGFBP7, para poder
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diferenciar entre sujetos con NASH y esteatosis simple, lo anterior sugiere que IGFBP-7

podria ser un posible biomarcador para esta patologia.

Se ha documentado el papel de IGFBP-7 en diversos procesos celulares, por ejemplo, en el
proceso de senescencia celular o como gen supresor de tumores [76, 77]; en este estudio
encontramos un incremento de las concentraciones de esta proteina en los sujetos con
NASH limitrofe comparadas con las de los sujetos que sdélo tenian esteatosis, esto es
presumiblemente debido al desarrollo de senescencia celular en estos pacientes, ya que
los pacientes obesos mdérbidos con NASH limitrofe presentan produccion de ERO y por lo
tanto, estrés oxidativo, lo que conlleva a un mayor dafio en los hepatocitos [57, 119]. El
incremento del estrés oxidativo en los pacientes con NASH limitrofe, comparados con los
pacientes con esteatosis simple, podria favorecer el desarrollo del proceso de
senescencia, ya que se conocen que algunas de sus causas son: estrés oxidativo, dafio
irreparable al DNA, acortamiento de los telémeros debido a una replicacién exhaustiva,

entre otros [120].

Asimismo, existen algunos estudios que han asociado el proceso de senescencia celular
con NAFLD [121, 122], y dentro de éstos se encuentra un estudio realizado en Inglaterra
en pacientes con NAFLD, donde muestran un incremento de la fosforilacién de la histona
H,AX (y-H,AX) y de p21 en hepatocitos de pacientes con la patologia [121, 123]. Estas
moléculas se han visto involucradas con un dafio irreparable al DNA y acortamiento de los
teldmeros, respectivamente; no obstante, esta posible asociacién entre el proceso de
senescencia celular y NAFLD no se ha estudiado en los diferentes estadios del espectro de

la enfermedad.

En la fibrosis hepatica, las concentraciones séricas de la IGFBP-2 a la 7 no permitieron
diferenciar entre los 3 estadios de fibrosis que se estudiaron, a pesar de que algunas de
estas proteinas se han visto alteradas en la cirrosis hepatica [92-94] o en fibrosis asociadas

a otros organos [84, 88, 100-102]. No obstante, no podemos confirmar o negar su posible
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participaciéon en la fibrogénesis relacionada a NAFLD debido a que no se tienen todos los
estadios del proceso fibrogénico en esta patologia, y estas moléculas podrian verse

incrementadas o disminuidas en F1A o F1B.

Por otro lado, las concentraciones de IGFBP-1 se encontraron disminuidas en el suero de
pacientes con un grado F2 o fibrosis portal y perisinusoidal, comparadas con aquellos
pacientes que sdlo tenian fibrosis portal (F1C), esto es similar a lo encontrado en un
estudio reportado en el 2015 por nuestro grupo de trabajo, donde observamos que la
expresion de esta proteina disminuia en el estadio F2 de la fibrogénesis hepatica inducida
por tetracloruro de carbono en un modelo murino, comparada con un estadio F1, estos
estadios se caracterizan por la manifestacién de fibrosis portal con presencia de escasos
septos y solo fibrosis portal, respectivamente [124]; esto nos puede sugerir que IGFBP-1
podria diferenciar un estadio temprano en la fibrogénesis hepatica, como lo es la fibrosis
portal, de un estadio con mds dafio como lo es la fibrosis portal con fibrosis perisinusoidal

O con escasos septos.

Es importante mencionar que actualmente, no hay métodos diagndsticos no invasivos
disponibles que nos permitan diferenciar entre esteatosis simple y NASH, ni tampoco
entre los diferentes estadios de la fibrosis asociada a NAFLD; por lo cual, IGFBP-7 e IGFBP-
1 podria ser consideradas como candidatos de biomarcadores de NAFLD y la fibrosis
asociada a ésta, sin embargo, se requieren mas estudios de estas proteinas en otro tipo de
poblaciones como obesidad grado | y Il con NAFLD, incluso con sobrepeso y normopeso,

para confirmarlas como posible biomarcadores de NAFLD.

De igual forma, en futuros estudios se debe de considerar no sdlo el tipo de poblacion sino

también el tamafio de muestra para cada uno de los estadios dentro del espectro de

NAFLD y en la fibrogénesis relacionada a ésta.
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Xlll.  Conclusiones

Los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas nos indican que éstas son poco
eficientes para realizar el diagndstico de NAFLD y de sus diferentes estadios dentro del
espectro, ya que no todos los sujetos con la patologia, incluyendo aquellos pacientes de
los estadios mas avanzados de la enfermedad, presentan elevaciones fuera de valores de
referencia ni tampoco el incremento significativo de algunas pruebas del perfil hepatico,

que se utilizan en la clinica para el diagndstico de NAFLD.

Las concentraciones obtenidas de IGFBP1-7 no mostraron diferencias entre los pacientes
obesos mdrbidos con y sin NAFLD, ni denotaron una asociacién entre los pacientes obesos
morbidos con y sin Rl. Tampoco se mostraron diferencias en las concentraciones de las
IGFBPs de la 1 a la 6 en suero, en los diferentes estadios del espectro de NAFLD, ni en las
concentraciones de las IGFBP-2 a la 7 en la fibrosis hepatica relacionada a NAFLD, por lo
cual podemos decir que estas proteinas no son capaces de diferenciar a los sujetos obesos

morbidos con y sin Rl o NAFLD, ni entre sus estadios de ésta ultima.

Los resultados obtenidos muestran diferencias en las concentraciones séricas de IGFBP-7
entre los pacientes obesos mérbidos con esteatosis simple y los que presentan NASH
limitrofe; también se observaron diferencias en las concentraciones de IGFBP-1 en el
suero de pacientes que tenian fibrosis portal y perisinusoidal, de aquellos pacientes con
solo fibrosis portal, por lo anterior podriamos proponer a IGFBP-7 e IGFBP-1 como
posibles biomarcadores para el diagndstico de NAFLD vy fibrosis relacionada a NAFLD,

respectivamente.
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XV.  Anexo |I: Comparacion entre puntuacion de fibrosis de NAFLD y biopsia hepatica.

Comparacion del grado de fibrosis en los pacientes incluidos; obtenido mediante la escala de

Kleiner-Brunt, a través de la biopsia hepatica y calculado con la puntuacién de fibrosis de

NAFLD en linea [125] por medio de parametros bioquimicos como edad, IMC, albumina, AST,

ALT, plaquetas y presencia de diabetes/glucosa alterada en ayuno.

ID
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XVI.  Anexo ll: Metodologia de la técnica arreglo en suspensiéon multiple.

El ensayo se realizdé con previa preparacion del protocolo (mapa de la placa) y curva
estandar, como se detalla a continuacién: primero se prepard la placa agregando 200 pL
de Assay Buffer en cada pozo, agitdndola por 10 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente decantdndola, después se afiadieron 25 uL de Assay Buffer a los pozos del
blanco y las muestras de suero, 25 uL de los estdndares o controles a los pozos
establecidos para éstos, 25 pL de Serum Matrix a los pozos del blanco, estdndares y
controles, 25 uL de las muestras a los pozos de las muestras y 25 uL de la mezcla de

esferas a cada pozo, a continuacidn se incubd en agitacion toda la noche a 42C.

Al término de la incubacidn, se realizaron lavados. Después de los lavados, se agregaron
50 pL del anticuerpo de deteccién en cada pozo y la placa se incubd por 30 minutos a
temperatura ambiente. Enseguida se adicionaron 50 pL de estreptavidina-ficoeritrina en
cada pozo y se volvié a incubar por 30 minutos a temperatura ambiente, a continuacién se
realizaron 3 lavados, se agregaron 100 pL de Sheath Fluid en cada pozo y se realizd la

lectura de la placa en el equipo Luminex 200® (Bioplex 200, Bio-Rad).

En la Tabla T1 se muestran las concentraciones de las curvas estandar realizadas para este

ensayo.

T1. Concentraciones de las IGFBPs en la curva estandar.

, IGFBP-1 IGFBP-2, IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6 IGFBP-7
Estandar (g/my)  1OFBPSe/ml) (ng/ml) (ng/ml)  (ng/mL)
(ng/mL)
Estandar 1 0.03 0.34 0.69 1.37 0.14 0.07
Estandar 2 0.10 1.03 2.06 412 0.41 0.21
Estandar 3 0.31 3.09 6.17 12.35 1.23 0.62
Estandar 4 0.93 9.26 18.52 37.04 3.70 1.85
Estandar 5 2.78 27.78 55.56 111.11 11.11 5.56
Estandar 6 8.33 83.33 166.67 333.33 33.33 16.67
Estandar 7 25 250 500 1000 100 50
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Para garantizar la fiabilidad del ensayo se utilizaron controles de calidad (Tabla T2) y los
valores obtenidos para las IGFBPs estuvieron dentro del rango esperado; ademas, la

sensibilidad para cada proteina se presenta en la Tabla T3.

T2. Rango de los valores esperados de los controles de calidad y valor obtenido.

Analito Control Limite inferior Limite superior Valor obtenido
(ng/mL) (ng/mL)

GFBP-1 ||| 01'27 05.997 (2):2;
GFBP-2 ||| ij 63'58 391?287
IGFBP-3 ||| i'f 95'3 25;213

- 7 a7
GFBPS ||| 371 12680 22366.4032

s p .15
¥ s st

T3. Sensibilidad del ensayo para cada IGFBP

Analito Sensibilidad (ng/mL)
IGFBP-1 0.01
IGFBP-2 1.09
IGFBP-3 0.15
IGFBP-4 0.96
IGFBP-5 9.87
IGFBP-6 0.12
IGFBP-7 0.07
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