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|. ABREVIATURES

AASLD: associacié americana per I'estudi de la malaltia hepatica
Acetil-CoA: coenzim acetil A

ABCA1: “ATP binding cassette subfamily A member 1”
ABCG1c: “ATP-binding cassette sub-family G member 1”
ACC1: “acetyl-CoA carboxylase 1”

ADN: acid desoxiribonucleic

ARN: acid ribonucleic

AUROC: area sota la corba

ALT: alanina aminotransferasa

AST: aspartat aminotransferasa

ApoB: Apoproteina B

BOAT7: proteina 7 que conté el domini O-acetiltransferasa lligat a la membrana
Cer: ceramides

CH: Carcinoma hepatocel-lular

CPT1A: “carnitine palmitoyltransferase 1A”

CROT: “carnitine O-octanoyltransferase”

ChREBP: proteina d’ unid a elements sensibles a carbohidrats
DAG: diacilglicerols

DAMPs: patrons moleculars associats al dany

DM: Diabetes mellitus

EHNA: Esteatohepatitis no alcoholica.

ES: Esteatosis simple

FABP: “fatty acid-binding proteins”

FDA: Administracio d’aliments i farmacs

FIAF: proteina produida a les cel-lules L intestinals

FFA: acids grassos lliures -> AGL

FA: fosfatasa alcalina

FAS: “fatty acid synthase”

FGF21: factor de creixement de fibroblastes 21
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FXR: receptor X farnesoide
GGT: gamma-glutamil transferasa
GSK-3 B: glucogen sintasa cinasa 3 B
Hb1Ac: Hemoglobina glicosilada
HN: histologia hepatica normal
HSD17B13: 17 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa tipus 13
HSC: ceél-lules estrellades hepatiques
HTA: hipertensio arterial
ICAM-1: molecules d’adhesio intercel-lular
IMC: index de massa corporal
IL-1: Interleuquina 1
IL-6: Interleuquina 6
IRS-1: Substrat receptor d’insulina 1
IRD-2: fosfatidilinositol-3-cinasa associada al substrat receptor d'insulina 2
JNK: Cinasa N-terminal c-Jun
LCN2: lipocalin 2
LPL: lipoproteina lipasa
LPS: lipopolisacarids
cLDL: lipoproteina d’alta densitat
cHDL: lipoproteina de baixa densitat
LOXL2: “lysyloxidase like 2"
LXRb: “liver X receptor b”
MCV: malaltia cardiovascular
MPC-1: proteina quimioterapica 1
MFGNA: Malaltia per fetge gras no alcoholic
MRC: malaltia renal cronica
NHANESIII: Enquesta nacional de Salut i Nutricié transversal
NT: Neurotensina
NK: cel-lules assassines naturals
NF-kB: cadenes lleugeres kappa de les cél-lules B
OMS: Organizacié Mundial de la Salut
OM: Obesitat morbida
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PAI-1: inhibidor d’activador de plasminogen 1
PAMPs: patrons moleculars associats a patogens
PPAR a: receptor a del proliferador actiu de peroxisoma
PN: pes normal
PNPLAS3: proteina 3 que conté el domini fosfolipasa similar a la patatina
Pro-NT: Proneurotensina
PXR: receptor X de I'embaras
RBP4: proteina transportadora de retinol tipus 4
RE: reticle endoplasmatic
SCFA: acids grassos de cadena curta
SREBP-1c: proteina d’ unié a I’element regulador de I'esterol
TAC: Tomografia axial automatitzada
TG: triglicerids
TGRS5: receptor de tipus membrana per a acids biliars
TLR4: receptor “Toll like 4”
TLR9: receptor “Toll like 9”
TMG6SF2: “Transmembrana 6 super family member 2”
TxH: Transplantament hepatic
VDR: receptor de calcitriol
VLDL: lipoproteina de molt baixa densitat
VPN: valor predictiu negatiu
VPP: valor predictiu positiu

8-is0-PGF2a: 8-iso-prostalglandina F2 a urinaria
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Il. RESUM

Aquesta tesis doctoral s’ha realitzat per investigar el possible paper com a biomarcador
pel diagnostic i seguiment de la malaltia per fetge gras no alcoholic (MFGNA) del péeptid
neurotensina (NT) i/o el seu precursor, pro-neurotensina (pro-NT).

La MFGNA s’ha convertit en la causa més freqiient de malaltia hepatica cronica en nens
i adults, associada a I'epidémia mundial de I'obesitat i la sindrome metabolical?. Degut
a aquesta magnitud clinica, s’ha convertit en una prioritat millorar els nostres
coneixements de la seva fisiopatologia i desenvolupar nous tractaments3. Una de les
molecules relacionades amb la fisiopatologia de I'obesitat és la NT. No obstant, la seva
relacié amb la MFGNA ha estat escassament estudiada i les dades sén controvertides.
La NT és un péptid de 13 aminoacids que s’expressa en el sistema nervids central i al
tracte gastrointestinal, predominantment a les cél-lules enteroendocrines de I’ intesti
prim*. Esta involucrada en el metabolisme dels nutrients, particularment en la
degradacid dels greixos a 'intesti prim® i també actua com neuromodulador, al regular
I’efecte anorexigen®. Els nivells plasmatics de pro-NT elevats en deju, s’han associat amb
un major risc de diabetis mellitus tipus 2 (DM2), malaltia cardiovascular i mort’.

Hi ha estudis en humans i animals que suggereixen una relacié entre I'obesitat i [a NT.
S’han trobat nivells plasmatics de NT més baixos en pacients amb obesitat morbida (OM)
que en els controls amb pes normal. A més, després de la col-locacié de la banda gastrica
i la cirurgia de bypass es va observar un augment dels nivells de NT2. Christ-Chain et al.®
van descriure un augment de la pro-NT circulant després del bypass gastric bariatric en
pacients amb obesitat severa; el que suggereix que la regulacié de la secrecié de la NT
s’altera a I'obesitat humana. A més, despres del bypass gastric, hi ha una disminucid
persistent de I'apetit que es correlaciona amb I'augment dels nivells de NT, suggerint
gue aquesta pot ajudar a explicar els efectes persistents de la cirurgia bariatrica sobre
la sacietat.

Pel contrari, un estudi del 2016 va mostra nivells plasmatics més alts de pro-NT en
pacients obesos i amb resistéencia a la insulina, a la vegada que es duplicava el risc de
patir obesitat més endavant en aquells subjectes no obesos. No obstant, no es va
estudiar la preséncia de MFGNA®. Es mostrava aixi una relacié directa entre la NT i
I"augment d’absorcid de greixos intestinals i I’obesitat; suggerint que la NT podria ser un
marcador pronostic d’obesitat futura i un objectiu potencial pel tractament de malalties
relacionades amb I'obesitat.

Degut a que s’han associat els nivells plasmatics de la NT amb la preséncia de obesitat i
sindrome metabolica, essent aquestes circumstancies factors de risc per la MGFNA,
I'objectiu de la present tesi doctoral va ser estudiar la seva relacié amb la preséncia de
la MFGNA i si podia arribar a considerar-se com biomarcador de I’esteatohepatitis no
alcoholica (EHNA).

En aquest sentit, es va realitzar un primer estudi on es van mesurar els nivells plasmatics
de NT en 20 dones amb pes normal i 51 dones amb OM. La cohort es va subclassificar
segons la seva histologia hepatica com OM sense MFGNA (n=18) o OM amb MFGNA
(n=33). El grup de MFGNA va incloure a 15 dones amb esteatosis simple (ES) i 18 dones
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amb EHNA. Per quantificar la NT en plasma, es va utilitzar un immunoassaig multiplex
en sandvitx, amb una plataforma basada en perles magnétiques Luminex.

Es van obtenir uns nivells de NT disminuits significativament en dones amb OM i MFGNA
(36260.85 ng/ml; p=0.001), en comparacié amb dones amb OM i funcié hepatica normal
(116561.95 ng/ml; p=0.001) i amb dones amb pes normal (136862.58 ng/mL; p=0.001).
No es va trobar diferéncies entre les dones amb ES i EHNA (p=0.415). Per tant, la
presencia de MFGNA, perd no I'obesitat, es va associar amb nivells plasmatics baixos de
NT.

Posteriorment al nostre estudi, Barchetta et al.!® van demostrar que subjectes amb
MFGNA, comprovada per biopsia, tenia nivells plasmatics de pro-NT significativament
més elevats que els que no tenien MFGNA. A més a més, els nivells circulants de pro-NT
es correlacionaven positivament amb la presencia i la gravetat de la MFGNA. En pacients
amb OM també es va evidenciar que els nivells circulants de pro-NT es correlacionaven
positivament amb la preséncia i gravetat de la MFGNA i l'evidencia histologica
d’inflamacié del teixit adipds visceral que condueix a una inflamacié sistémica de baix
grau, un augment dels acids grassos circulants, la resisténcia a la insulina i un diposit
aberrant de greix a nivell hepatic!®. Aixi, aquests estudis suggereixen que la NT podria
ser parcialment responsable de la patogénesi de la MFGNA/EHNA a través de I'augment
d’absorcié de greix intestinal i la induccié de condicions proinflamatories en el teixit
adipds'?,

Els resultats discordants entre 'estudi de Barchetta et al.1% i el nostre podien deure’s a
les diferéncies de sexe de la mostra i a la variabilitat d’analitzar els nivells sanguinis de
la NT (inestable) i la pro-NT (estable)®3.

Per tant, vam decidir analitzar els nivells de pro-NT en les dones amb OM i MFGNA per
investigar el paper de la pro-NT en la patogénesi de la MFGNA, i a la vegada, investigar
la seva relacié amb el metabolisme lipidic hepatic.

En aquest segon estudi vam determinar els nivells plasmatics de pro-NT de 56 dones
amb OM i 18 amb pes normal. Totes les pacients amb OM es van subclassificar segons
la histologia hepatica en fetge normal (n=20) i MFGNA (n=36). El grup de MFGNA estava
format per 17 dones amb ES i 19 amb EHNA. Les mostres es van analitzar amb un
immunoassaig de quimioluminescéncia en sandvitx per quantificar pro-NT en plasma i
RT-gPCR per avaluar els nivells de ARNm hepatic de diferents gens relacionats amb el
metabolisme hepatic dels lipids.

Els principals resultats van ser que els nivells de pro-NT eren més alts en pacients obeses
amb MFGNA que en pacients amb OM i sense MFGNA. A més a més, els nivells de pro-
NT eren més alts en pacients amb EHNA que en el grup amb fetge normal. Es va
evidenciar que I’expressio hepatica de gens relacionats amb el metabolisme lipidic estan
alterats en la MFGNA i que encara que els nivells de pro-NT es correlacionaven amb les
lipoproteines de baixa densitat (cLDL), no hi havia associacié amb I'expressié hepatica
dels principals gens relacionats amb el metabolisme lipidic.

Per tant, encara que sén necessaris més estudis per confirmar el paper de la pro-NT en
la progressid de la MFGNA i per avaluar aquesta molécula com a possible diana
terapeutica de I'EHNA, aquesta molécula sembla estar relacionada amb el
desenvolupament d’aquesta malaltia tan prevalent.
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111.INTRODUCCIO

1. MALALTIA DEL FETGE GRAS NO ALCOHOLIC

La malaltia del fetge gras no alcoholic (MFGNA) és la conseqiiéncia de I'acumulacié de
triglicerids i acids grassos lliures en el citoplasma dels hepatocits, en abséncia d'un
consum excessiu d'alcohol o altres causes d'esteatosi secundaria (Taula 1); amb o sense
inflamacié i fibrosi.

Taula 1. Causes més freqlients d'esteatosi hepatica secundaria.

¢ Consum excessiu d'alcohol:
*> 40 g/dia en homes
*> 20 g/dia en dones

« Farmacs: amiodarona, tamoxife, metotrexat, corticoides, carbamazepina, irinocetan, cisplati, 5-FU,
asparraginasa

* Hepatitis C (genotip 3 del VHC)

« Lipodistrofies

« Nutricié parenteral

« Deprivaci6 calorica subaguda o cronica greu

* Sindrome de Reye
» Farmacs: acido valproic, antirretrovirals (zidovudina i didanosina), AAS, AINE (Ibuprofé i naproxé),
amiodarona, cocaina, tetraciclines, vitamina A

« Esteatosis asociada a I'embarag, sindrome de HELLP

« Errors innats del metabolisme: déficits de lipasa acida lisososomica (malaltia de Wolman en nens,
malaltia per acamul de ésters de colesterol als adultos), altres

La MFGNA compren diferents etapes de I'evolucié, depenent del grau d'inflamacié i/o
fibrosi:

a.

Esteatosi simple (ES): Presencia de greix al fetge sense fibrosi i amb inflamacié lleu
o sense (requereix presencia de greix en > 5% dels hepatocits).

Aquesta és la forma més prevalent.

Esteatohepatitis no alcoholica (EHNA): presencia de greix al fetge, balonitzacié
hepatocitaria i inflamaciéd lobulillar. Histoldgicament és indistingible de
I'esteatohepatitis alcoholica. Engloba diferents graus de fibrosi, des de casos sense
fibrosi fins a cirrosi.

Cirrosi criptogénica: La majoria de pacients inicialment definits com a cirrosi
criptogénica eren dones d'entre 50 i 60 anys, amb antecedents d'obesitat, diabetis
mellitus de tipus 2 (DM2) i transaminases discretament elevades. La MFGNA va ser
identificat retrospectivament com una causa subjacent en el 30-75% de la cirrosi
criptogénical*16,

Moltes vegades en l'estat terminal de la malaltia (cirrosi) ja no hi ha dades
d'esteatosi o inflamacid en la histologia. A més, un cop establerta la cirrosi és dificil
avaluar la presencia de factors de risc metabolics concomitants ja que sovint es
modifica |'estat metabolic (alteracié del metabolisme de la glucosa, desnutricid,
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ascites). Per tant, s’ha de considerar I'exposicié passada a factors de risc metabolic
en pacients cirrotics'’.

FACTORS DE RISC PER A LA MFGNA

Els factors que es descriuen a continuacio s'associen amb un augment de 2 o 3 vegades
el desenvolupament de MFGNA i poden ser fonamentals pel diagnostic i pronostic de la
malaltials:

- Sindrome metabolica:

e Obesitat (IMC>30Kg/m? especialment si és de distribucié abdominal
(perimetre de cintura > 102 cm en homes i > 88 cm en dones).

e Diabetis mellitus de tipus 2 i glucemies alterades en deju.

e Hipertensio arterial

e Hipertrigliceridemia

e Disminucid del colesterol HD

- Sobrecarrega ferrica dismetabolica (ferritina 500-1500 mg/I|, saturacid transferida
< 40-50%, ferro intrahepatic > 150 mmol/g)

- Certs polimorfismes genetics (PNPLA3-1148 M, TM6SF2-E167K).

- Altres factors, amb un nivell més baix d'associacié: sindrome d'ovari poliquistic
(hiperandrogenisme funcional ovaric), diabetis mellitus tipus 1, hipotiroidisme
primari, sindrome d'apnea-hipopnea obstructiva del son, hipopituitarisme
anterior, hipogonadisme, reseccié pancreatica-duodenal.

La MFGNA ha estat fortament lligada a I'obesitat. L'Organitzacié Mundial de la Salut
(OMS) defineix com a sobrepés un index de massa corporal (IMC) >25Kg/m? i com a
obesitat un IMC>30Kg/m?. No obstant, en les poblacions asiatiques, 'OMS ha classificat
la poblacid per risc d'afectacions relacionades amb |'obesitat, sent I''MC>27,5Kg/m? un
risc elevat per a aquestes malalties'®. En aquest context, la millor manera d'avaluar el
risc i la progressié de MFGNA és conjuntament amb I''lMC i el perimetre de cintura®?%,
La prevalenca de I'obesitat en adults varia en diferents paisos (Figura 1).

ESPANYA
ARGENTINA = OBESITAT
INDONESIA
FRANCA
ANGLATERRA

IRAN

EGIPTE

MEXIC

INDIA

EUA

o
=
o

20 30 40 50 60 70 80

FIGURA 1. Paisos amb major prevalenca d'obesitat i sobrepées en adults (Poblacio
Mundial 7.505.257.673 i Poblacié Obesa Mundial 774.000.000)%2.
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La prevalenca de la MFGNA és proporcional a I'augment de I'lMC?3. De fet, en individus
molt obesos, sotmesos a procediments de reduccid de pes i cirurgia bariatrica,
augmenta per sobre del 90%23, sent la prevalenca en la poblacié general del 25%. Per
tant, és essencial incloure la gestid del pes en qualsevol estratégia terapéutica contra la
MFGNA.

Paral-lelament a l'augment de la prevalenca de l|'obesitat, la DM2 també esta
augmentant a tot el mén; sent un altre factor de risc important per la MFGNA i EHNAZ,
La prevalenca de DM2 en MFGNA i EHNA supera el 60%%* i, a més a més , sembla
accelerar el curs de la MFGNA i ser un predictor independent de fibrosi avancada,
carcinoma hepatocel-lular i mortalitat?. Per tant, la DM2 en pacients amb EHNA s'ha de
considerar com un factor amb implicacions pronodstiques i com a possible diana
terapeéutica.

La sindrome d'apnea-hipoapnea obstructiva de la son (SAHOS) afecta el 35-45% de les
persones obeses?®. Hi ha evidéncia que la SAHOS podria alterar la historia natural de la
MFGNA, el desenvolupament de EHNA i la seva progressio a fibrosi.

La hipoxia cronica intermitent (esdeveniments repetitius hipoxemics e hipercapnics)
produeix un augment de les citocines proinflamatories, disfuncions endotelials, estrés
oxidatiu, desregulacid del metabolisme i resistéencia a la insulina. A més, la hipoxia
cronica intermitent pot provocar dany hepatic, inflamacid i fibrinogénesit32¢

Estudis epidemiologics i genéetics demostren I'heréncia de la MFGNA i ajuden a entendre
la seva variabilitat en fenotips i el seu risc de progressid. Principalment s’han relacionat
amb la MFGNA tres variants genétiques: PNPLA3, TM6SF2 i els gens de la proteina
reguladora de la glucoquinasa?’. Certs polimorfismes (Taula 2) d'un Unic nucleodtid
(SNPs) situats en els gens PNPLA3 i TM6SF2 confereixen susceptibilitat al
desenvolupament i una major progressio de la MFGNA a etapes més agressives?s,
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Taula 2. Resum de polimorfismes d'un sol nucledtid (SNPs) relacionats amb la MFGNA?®

GENS IMPLICATS EN EL METABOLISME DE LiPIDS | GLUCOSA
Apolipoproteina C Il APOC3 rs2854116, rs2854117

Receptor del peroxisoma-proliferador-activat a PPARaq, rs1800206, PPARY, rs1801282,

Receptor del peroxisoma-proliferador-activat Y PPARGCIA, rs2290602

Coactivador 1- a

Proteina transportadora d'acids grassos FATPS5, rs56225452
Adiponectina ADIPQ rs2241766, rs 1501299
Receptor de leptina LEPR rs62589000, rs6700986
Resistina RETN rs 3745367

GENS IMPLICATS EN LA PATOGENESI DE LA MFGNA

TNF-a, lligant inductor de I’apoptosi relacionat amb el TNF-a  TNF-a rs1800629, rs361525, TRAIL rs6763816, rs
4491934

TLR4 rs 4986790

Receptor de tipus Toll
Enzim superoxid dismutasa 2

Citocrom P450 2E1 SOD2 rs4880
CYP2E1 rs2031920

KLP6 rs3750816
TGF- B1rs1800471
AGIl rs699, AGTR1 rs3772622, rs 37772633

Factor 6 krupple-like
Factor de creixement transofrmant 1

Angiotensina Il, Receptor d'Angiotensina Il

Hi ha un subtipus de MFGNA, anomenada MFGNA magre, que es produeix en individus
no obesos i cobreix diferents etiologies: lipodistrofia congénita o adquirida (tractament
del VIH), factors genétics (polimorfisme en PNPLA3), defectes del metabolisme congenit
(deficieéncia d'acid lisosomic lipasa), trastorns endocrins (sindrome d’ovari poliquistic,
hipotiroidisme, deficiencia hormonal del creixement), farmacs (amiodarona,
metotrexat, tamoxifé), bypass jeju-ileal, deju i rebre nutricié parenteral exclusiva3®3!.

La seva prevalencga als Estats Units és del 7%, mentre que a les zones rurals d'Asia
representa el 25-30%. Els asiatics i els caucasics tenen prevalences similars de MFGNA.
Encara que els asiatics tenen una carrega metabolica inferior a la dels caucasics, es tracta
d'una poblacié amb més preséncia del polimorfisme genétic PNPLA3 rs738409 GG?.

Els pacients amb MFGNA magre, en comparacié amb els pacients obesos, son més joves
i tenen una menor prevalenca de sindrome metabolica (2-48% MFGNA magre vs. 22-
64% MFGNA amb sobrepés o obesitat)32. No obstant aix0, un estudi recent mostra que
comparteixen un perfil metabolic similar, amb presencia semblant de resistencia a la
insulina i dislipémia.3? Una altra dada a tenir en compte, és que els pacients amb MFGNA
magra presenten un major risc de morbiditat i mortalitat i una menor supervivencia que
els pacients amb MFGNA i obesitat, en el temps d'espera per al trasplantament de
fetge?>34,
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1.1 EPIDEMIOLOGIA DE LA MFGNA

Prevalenga i Incidéncia Global

Al 2018, la MFGNA és la forma més comuna de malaltia hepatica cronica al mén 23, Els
resultats d'un metaanalisi format per 86 estudis de 22 paisos, amb una mostra de 8
milions d'individus i un diagnostic per la imatge, mostren una prevalenga global del 25%,
augmentant a tot el mon?(Figura 2).

Nord America
24.13 %

Sud Ameérica
30.45 %

Europa
23.71 %

Asia
27.37 %
L. Orient Mitja
31.79%
™ Africa
‘ 13.48 %

FIGURA 2. Prevalenca global de la MFGNA?Z3

Hi ha poques dades precises sobre la incidencia de la MFGNA en la poblacié general.
Aquest mateix metaanalisi va estimar una incidéncia a Asia de 52.34 per cada 1.000
persones-anys (95% Cl, 28.31-96.77) i una taxa de 28 per cada 1.000 persones-anys (95%
Cl, 19.34-40.57) a Occident?.

L'estandard d'or pel diagnostic de EHNA segueix sent la bidpsia hepatica; pero, aixd no
és factible en estudis poblacionals generals i no hi ha una avaluacié directa de la
incidéncia o prevalenca de la EHNA. No obstant, s'estima una prevalenca global de EHNA
d’un 3-5%, per mitjans indirectes?>.

Aquesta ultima decada, s'ha intensificat el debat sobre si la MFGNA és una manifestacid
hepatica de la sindrome metabolica o si és a l'inrevés; La prevalencga de la sindrome
metabolica ha anat augmentant juntament amb I'augment de la DM2, I'obesitat, les
malalties cardiovasculars i els cancers associats a l'obesitat i malalties hepatiques
avancades (hepatocarcinoma)-3637,

L'augment de la prevalenca d'aquestes malalties esta relacionat amb estils de vida no
saludables, particularment dietes poc saludables. A més, quants més components de la
sindrome metabolica estiguin presents, més sembla augmentar el risc de progressio a
EHNA3839,

Un nombre creixent de publicacions, han relacionat la resisténcia a la insulina, la
MFGNA, la cirrosis criptogénica i I'hepatocarcinoma®®*3, Tot i que la cirrosi, per si sola,
ja és una condicid preneoplasica; tant l'obesitat com la DM2 sén factors de risc

10


https://rovira-my.sharepoint.com/personal/39728656-c_epp_urv_cat/Documents/REDACCIO%CC%81N%20TESIS.CORRECCIO%CC%81N4.docx?web=1

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

NEUROTENSINA I PRONEUROTENSINA COM BIOMARCADOR DE LA MALALTIA PER FETGE GRAS NO ALCOHOLIC .
Beatriz Villar NaddgUrotensinaiProneurotensina com biomarcador de la malaltia per fetge gras no alcoholic |

reconeguts per al carcinoma hepatic, independentment de la presencia o etiologia de la
cirrosi®4,

Les dades de prevalenca de la MFGNA varien en funcié de la poblacié estudiada (edat,
sexe, raca, comorbiditats), diferencies geografiques i metodes diagnostics utilitzats. A
més, la majoria de les dades provenen d'estudis realitzats amb técniques no invasives
(ecografia o ressonancia magnetica).

Vegem les dades de les diferents regions, tot i que la prevalenca global de la MFGNA és
elevada:

Prevalenga a Ameérica

La prevalenga de la MFGNA a Ameérica del Nord és del 24%; mentre que a América del
Sud s’estima en un 30.45%, basada en un diagnostic d'ultrasons?!. Prevalenca marcada
per la prevalenga de I'obesitat: la MFGNA a Peru és del 12.5% (on hi ha una poblacid
obesa del 15%) i al Brasil la prevalenca de MFGNA és del 29%, on hi ha un 35%
d’obesitat’. A més de |'obesitat, també sembla haver una alta prevalenca en la poblacié
hispana mexicana del polimorfisme genetic PNPLA3-1148 M que contribueix al
desenvolupament de la MFGNAZ>%,

Prevalencga a Europa

La prevalenga estimada a Europa és del 20-30% de la MFGNA i aproximadament del 3%
del EHNA®. La prevalenca varia segons els paisos, sent més alta als paisos del sud
d'Europa?.

Un estudi poblacional realitzat a Espanya va mostrar una prevalenga de MFGNA del 33%
en homes i del 20% en dones, avaluant pacients amb ecografia i excloent aquells
pacients que tenien malaltia hepatica d'un altre origen o consum excessiu d'alcohol 8,
Atés que la prevalenca de DM2 en la poblacié espanyola és del 13.8%*, les taxes
estimades de EHNA en aquesta poblacié serien del 5.5-9.7%.

Prevalenca a Asia

Les dades a Asia estan evolucionant. En les Gltimes dues décades, la urbanitzacid en
molts paisos asiatics ha empeés les persones cap a estils de vida més sedentaris i una
sobrenutricid, augurant l'epidémia d'obesitat i, en conseqiiéncia, 'augment de la
MFGNA. La seva prevalenca oscil-la entre el 15% i el 40%, amb un rang de EHNA entre el
2-3%.

La MFGNA magre és més comu als paisos asiatics que als occidentals, creient que afecta
al 8-19% de la poblacid asiatica, sobretot a zones rurals®°.

Els esdeveniments clinics i les taxes de fibrosi avangada sén similars entre la MFGNA
magre i I’associada a l'obesitat, tot i que els pacients amb MFGNA magre asiatic tenen
taxes més baixes d’EHNA, fibrosi hepatica o anomalies metaboliques. Aixo sembla
explicar-se perqué el genotip PNPLA3rs738409 és més comu en asiatics amb MFGNA
sense sindrome metabolica que els caucasics (aixi s’explica que malgrat la menor carrega
metabolica dels asiatics, totes dues poblacions tenen prevalences similars). Les
manifestacions extrahepatiques de la MFGNA a Asia sén similars a occident, incloses les
complicacions dels sistemes cardiovascular, gastrointestinal i renal?.

11
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Prevalenga Orient Mitja i Turquia

Els estudis a I'lran descriuen una prevalenca del 4.1%, amb una prevalenca d’EHNA del
2.9%; mentre que Israel descriu una prevalenca de MFGNA del 30% i Arabia Saudita del
16.6%2>°9,

Prevalenga a I'Africa
La prevalenca i incidéncia a I'Africa és bastant desconeguda, ja que no hi ha molts estudis
epidemiologics. S’estima que la prevalenca del 13.48%:.

Prevalenca a Australia i paisos del Pacific

La prevalenca de la MFGNA a Australia és del 20-30%, sent la malaltia hepatica més
comuna. Australia és un dels paisos amb més poblacié amb sobrepeés i obesitat del mon.
No obstant aix0, a Nova Zelanda la prevalenca de MFGNA és només del 13%. 2

Edat, sexe i etnia
Respecte a I'edat, a mesura que aquesta augmenta també augmenta la prevalencaii la
fibrosi associada a MFGNAZ?’ i el CH>.,

Tot i que és controvertit, el sexe masculi s'ha considerat un factor de risc per a la MFGNA.
La seva prevalenca en homes és el doble que en les dones*>2=>4 No obstant aixo, hi ha
estudis que suggereixen que les dones tenen un major risc de MFGNA?1,23,52,55-58,

Totique I'étniailaraca no es poden considerar un risc per la MFGNA, la prevalenca més
alta s'observa en els hispans, seguida dels blancs no hispans; i la prevalengca més baixa
correspon als afroamericans?>%>°°, Dades més recents suggereixen que aquestes
diferéncies étniques responen a la variacio genética relacionada amb el gen PNPLA3®,

Evolucio clinica

Durant I'dltima decada, s’ha avancat molt en el coneixement de la historia natural de la
MFGNA, tot i que encara falten estudis longitudinals que avaluin les variables cliniques,
bioquimiques i patoldgiques que prediuen la progressié de la fibrosi®’.

La historia natural dependra del diagnostic inicial®®. Aixi, els pacients amb esteatosi
hepatica presenten un curs favorable amb un percentatge baix de casos amb capacitat
d'avancar cap a fases d'inflamacid i fibrosi (EHNA). Fins a un 30-40% dels pacients amb
EHNA tenen fibrosi avangada (definida com a F3-F4 en la biopsia) en el moment del
diagnostic, i fins a un 20% acabara progressant a la cirrosi al llarg de 10-15 anys®.

En comparacié amb altres etiologies, la cirrosi de la MFGNA es diagnostica a una edat
més avancada, probablement degut a un ritme més lent de progressio a la fibrosi (una
mitjana de 14 anys) i també es descompensa més tard a la vida'’. Degut al seu curs
silencids, la insuficiencia hepatica és sovint la primera manifestacio clinica en el moment
del diagnostic de la cirrosi relacionada amb la MFGNA. En les primeres etapes de la
cirrosi (Child-Pugh A), les taxes de mortalitat relacionades amb el fetge sén més baixes
en pacients amb MFGNA. Pero un cop descompensada la cirrosi (Child-Pugh B i C), els
pacients amb MFGNA tenen un deteriorament hepatic rapidament progressiu que
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condueix a una mortalitat, general i relacionada amb el fetge, similar a la cirrosi a causa
d'altres etiologies*°.

La progressié de la MFGNA s'ha descrit en multiples estudis i encara que molts
conclouen que EHNA és una progressié de la MFGNA, les dades recents mostren que no
sembla una relacié lineal, ja que s'han descrit subtipus de MFGNA sense les
caracteristiques histologiques d’EHNA que poden desenvolupar malaltia hepatica
progressiva®. A més, s'ha observat |'existéncia d'una regressio de la malaltia hepatica
en el seguiment durant un periode llarg de temps®. Els factors associats
independentment a la regressio espontania d’EHNA i la fibrosi associada a EHNA no es
coneixen del tot®’. No obstant aix0, els factors associats a la sindrome metabodlica,
especialment la preséncia de DM2, semblen promoure la progressié a EHNA3%. Hi ha
dades actuals que mostren una estreta relacio entre I'augment de la prevalenga de DM2
i la progressio de I'EHNA. De fet, atesa la creixent epidemia mundial d'obesitat i DM2,
s'ha estimat un augment del 178% en morts de causa hepatica relacionades amb I’'EHNA
al 203061,

Les complicacions de la MFGNA/EHNA es descriuen a tot el mon. La taxa de cirrosi és
menor a Asia en comparacié amb els paisos occidentals. S'estima que entre un 10-15%
dels pacients amb MFGNA als Estats Units i Europa tenen fibrosi avancada®.

La NHANES 1l (Enquesta Nacional de Salut i Nutricié Transversal, que inclou més de
12.000 adults) va informar d'un augment de 2.5 vegades la prevalenca de cirrosi
relacionada amb EHNA i un augment de 2 vegades la prevalenca de fibrosi avancada en
MFGNAZ?3,

No obstant, cal senyalar que la primera causa de mort a la MFGNA és la cardiopatia
coronaria, seguida de neoplasies extrahepatiques i la associada al CH. Les comorbiditats
dels pacients condicionen la seva supervivéncia, amb la resisténcia a la insulina i la
sindrome metabolica com a denominador comu?8,

L’EHNA té una mortalitat del 10-12% als 10-15 anys de diagnostic®2.

Mortalitat relacionada amb la malaltia hepatica

Els pacients amb MFGNA, especialment aquells amb EHNA comprovada
histoldogicament, tenen un major risc de mort per causes hepatiques.

Un estudi de 289 pacients amb MFGNA, que van ser seguits durant 150 mesos, va
mostrar que els que tenien EHNA tenien un risc 6 vegades més alt de mort per causes
hepatiques. A més, la mort relacionada amb la malaltia hepatica va augmentar dues
vegades en pacients amb DM2 o EHNA demostrada histologicament?3. Altres estudis
associen independentment la resisténcia a la insulina i la sindrome metabolica amb una
major mortalitat cardiovascular i hepatica®3%383,

Tot i que 'EHNA s'associa amb un augment de la mortalitat relacionada amb el fetge, és
I'etapa de la fibrosi que augmenta el risc de mort en pacients amb MFGNA®3,

El grau de fibrosi es considera el factor predictiu més fort per correlacionar la progressio
de MFGNA amb complicacions que amenacen la vida®. El grau de fibrosi, especialment
la fibrosi sinusoidal de la zona 3, la fibrosi periportal (grau 2), la fibrosi avancada (grau
3) o la cirrosi (grau 4) prediuen de forma independent la mortalitat relacionada amb el
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fetge®%>, Els pacients amb fibrosi F3 o F4 tenien set vegades més risc de CH en
comparacié amb les persones sense patologia hepatica?*.

Tot i que la malaltia cardiovascular és la primera causa de mort en la MFGNA, un estudi
multicéntric recent suggereix que aixo és cert en casos en que la cirrosi no existeix; ja
que en aquell estudi van morir amb complicacions hepatiques el 50% de pacients amb
fibrosi F3, el 73% del que tenien cirrosi incipient i el 100% dels que tenien cirrosi
avancada. Aixo suggereix que la mortalitat hepatica dominara en casos de MFGNA amb
fibrosi avancada?3.

Malalties extrahepatiques i mortalitat associada en MFGNA

La funcid hepatica fonamental és el metabolisme de la glucosa i els lipids, que en el cas
de la MFGNA s'altera, de manera que hi ha un augment significatiu de les malalties
cardiovasculars, malalties renals croniques (MRC) i DM2.

La magnitud del desenvolupament d'aquestes manifestacions extrahepatiques va
paral-lela a la gravetat subjacent de la MFGNA; per tant, els pacients amb EHNA tindran
més risc d'incidents cardiovasculars e incidents relacionats amb MRC o DM2.

La preséncia de la variant genetica del PNPLA3, I'acumulacié de teixit adipds visceral, la
dieta i la microbiota intestinal modifiquen encara més el risc de desenvolupar aquestes
complicacions extrahepatiques?®.

Com ja s'ha comentat anteriorment, la causa de mort de la majoria de pacients amb
MFGNA, especialment en casos de MFGNA magre, esta relacionada amb malalties
cardiovasculars (MCV).

La MFGNA confereix un risc dos vegades major de patir malalties cardiovasculars®®®’,
entre les causes principals tenim?8;

- Augment de la resistencia global i hepatica a la insulina, que determina la
dislipémia aterogénica, amb un augment de la cardiopatia coronaria®®.

- Primers canvis en el metabolisme energétic del miocardi que indueixen canvis
estructurals i funcionals del muscul cardiac (disfuncié i hipertrofia del ventricle
esquerre®, que s'associa amb I'augment de la insuficiéncia cardiaca congestiva
presentada per aquests pacients’®.

- Cinc vegades més risc de fibril-lacié auricular independentment de la sindrome
metabolica i altres factors de risc, com s'ha demostrat en pacients amb DM272,

A més, la preséncia de DM2, el LDL elevat, la sobreproduccié de glucosa hepatica, la
preséncia de factors inflamatoris, la proteina C reactiva, els factors de coagulacid i la
resisténcia a la insulina sén caracteristiques comuns en pacients amb MFGNA i aquests
augmenten el risc de mort de MCV3672,

Tot i que la presencia d’EHNA pot indicar un risc de resisténcia a la insulina, dades
recents suggereixen que |'etapa de fibrosi és la que confereix risc de MCV. En aquest
context, la fisiopatologia subjacent que accelera el desenvolupament de la fibrosi en
MFGNA també pot promoure el desenvolupament de la MCV 73; perd es necessiten més
investigacions sobre aquesta vinculacié?.
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Aixi, la sindrome metabolica s'associa amb un augment de la mortalitat. Es a dir, la
probabilitat de supervivencia disminueix a mesura que augmenta la preséncia de
components de la sindrome metabolica2.

Carcinoma hepatocel-lular i Trasplantament de Fetge

A nivell mundial, el cancer de fetge és el cinqué cancer diagnosticat amb més freqiiéncia
i la tercera causa de mort relacionada amb el cancer.

La taxa d'incidencia de CH en pacients amb MFGNA és de 0.44 per cada 1.000 persones-
any?*. L'obesitat, la DM2 i la MFGNA en abséncia de cirrosi es reconeixen
independentment com a factors de risc per al desenvolupament de CH®*74-77,

Els CH en EHNA es presenten freqlientment com a tumors de major grandaria i pitjor
evolucid que els associats a malalties hepatiques d'altres etiologies?®. També es va
demostrar que els pacients amb MFGNA eren més grans, tenien una supervivéncia
menor, més MCV i més probabilitats de morir del seu tumor primari hepatic; només el
5% dels pacients que van rebre un trasplantament de fetge tenien CH associat a MFGNA.
Els pacients amb CH associats a MFGNA tenien un risc de mort 1.2 vegades superior a
I'any que el CH d'altres etiologies3®. Aixi, els investigadors van concloure que el CH
associat a MFGNA comporta una alta carrega de mortalitat i és la segona causa de
trasplantament de fetge més freqlient als Estats Units i la causa de trasplantament que
més ha augmentat’®,

Tot i que la majoria dels pacients amb CH tenen cirrosi subjacent, hi ha evidencia que
una petita proporcié de casos de MFGNA poden desenvolupar CH abans que sigui
evident la fibrosi hepatica’. Aixi, els pacients amb EHNA i sense cirrosi poden
desenvolupar CH. Calen més estudis per identificar els factors de risc per CH en pacients
amb EHNA no cirrotics?*; perd es recomana un cribratge als pacients, no cirrotics, amb
fibrosi i obesitat (IMC>35 kg/m2) o DM2%,
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1.2. PATOGENESI DE LA MFGNA

Tot i que es creu que I'epidemia de la MFGNA esta impulsada majoritariament pels estils
de vida poc saludables, cal tenir en compte dos grups etiologics®® (Figura 4):

Causes relacionades amb l'estil de vida poc saludable.

Basada en un balang energetic positiu, amb una ingesta calorica més elevada
(especialment glucosa, fructosa i greixos saturats); i amb un comportament
sedentari, que produeix un augment de la massa total i visceral del greix, DM2,
disbiosi intestinal, resisténcia a la insulina i augment de la insuficiencia hepatica.

Causes independents amb [’estil de vida.

L'envelliment i la genetica també juguen un paper important. Nombrosos canvis
genomics i epigenomics heretats i adquirits tenen un efecte acumulatiu sobre el
fenotip d'envelliment®’. A més, es creu que la disminucié de la massa muscular
esquelética i el deteriorament funcional relacionat amb I'edat contribueixen a la
patogénesi de moltes malalties croniques no transmissibles (incloent la
MFGNA)®2.

El declivi hormonal relacionat amb |'edat, en ambdds sexes, es tradueix en una
redistribucio del teixit adipds del cos inferior al cos superior i de diposits
subcutanis a diposits viscerals, augmentant I'emmagatzematge ectopic de lipids
en el fetge83-%,

Els estudis de seqiienciacié d'exomes han proporcionat una forta evidencia que
la variabilitat genetica en PNPLA3, TM6SF2, MBOAT7, GCKR, HSD17B13 i altres
gens s'associa amb la susceptibilitat i progressié de la MFGNA. Aquests gens
estan fortament involucrats en la regulacié de la mobilitzacié de triglicerids de
les gotes lipidiques (PNPLA3), la secrecié de VLDL (TM6SF2), la remodelacio de la
cadena d'acilfosfatidlinositol hepatic (MBOAT7), la lipogenesi de novo (GCKR) o
senyalitzacio de lipids i estradiol bioactius (HSD17B13).
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FIGURA 4. Causes de la MFGNAZ®0, Un estil de vida poc saludable amb un balang positiu
(dieta hipercalorica i comportament sedentari. En aquestes condicions, la
hiperinsulinémia i la hiperglucémia associades a DM2 agreugen la lipogenesi hepatica
de novo. La dishiosi intestinal, mitjancant I'augment de l'alliberament de DAMPs i PAMP,
de lipopolisacarids, I'alliberament desregulat d’acids grassos de cadena curta o short
chain fatty acids (SCFA) i ceramides que indueixen la inflamacid i fibrosi hepatica. A més,
un fenotip similar a la lipodistrofia amb expansié del teixit adipds visceral dona com a
resultat un patré desregulat de citocines, adipocines i un major alliberament d'acids
grassos i ceramides. Una predisposicid genética a I'acumulacié hepatica de lipids,
inflamacid i fibrosi també contribueix a la patogénesi de la MFGNA. DAMPs: patrons
moleculars associats al dany. PAMP: patrons moleculars associats a patogens. GCKR:
proteina reguladora de la glucocinasa A. HSD17B13: 17 beta hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipus 13. BOAT7: proteina 7 que conté el domini O-acetiltransferasa
lligat a la membrana. PNPLA3: proteina 3 que conté el domini fosfolipasa similar a la
patatina. TM6SF2: Transmembrana 6 super family member 2.

La MFGNA esta fortament associada a comorbiditats metaboliques, com I'obesitat, la
DM2 i la dislipémia. El fetge secreta proteines ("hepatocines"), metabolits i ARN no
codificants que actuen com a factors autocrins o paracrins, que influeixen en el
metabolisme d'altres teixits. En la MFGNA, la secreci6 de diverses proteines hepatiques
s'altera i exerceix efectes pleiotropics sobre el metabolisme lipidic i de glucosa, aixi com
sobre I'accié i secrecié d'insulina (Figura 5). Les hepatocines en el muscul esquelétici el
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teixit adipds afecten vies implicades en la inflamacio, la lipogénesi/lipolisi i I'oxidacid
d'acids grassos, i poden promoure la resisténcia a la insulina. A més, algunes hepatocines
influeixen en la secrecié d'insulina a nivell pancreatic, afectant independentment la
captacié de glucosa i el metabolisme en teixits periférics®®,

FETGE SANG TEIXIT ADIPOS
Ad tfjﬂ . -Acciéinsulina
A Activina E w2 2 CInflamacié
J/ Adropina - Lipolisi
Acci6 insulina 1 ANGPTL 4 - Oxidacid d’acids grassos
Inflamacié 1 EDPth i,
o ctodisplasina
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Ligc‘)ﬁsi MFetuina A TEIXIT MUSCULAR

P Fetuina B
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A SeP - Deteccié de glucosa

- Secrecio d’insulina

J» SHBG
P TSK

FIGURA 5. Processos metabolics generals influenciats per hepatocines en la MFGNAZ2,

Els lipids generats en el fetge i els seus metabolits poden funcionar com a molecules de
senyalitzacid per regular I'accié de la insulina i altres processos metabolics (Figura 6).
Els acids grassos (AG) son absorbits per hepatocits i es poden convertir en acilcarnitina,
mitjancant I'oxidacié en les mitocondries. L'acilcarnitina es pot secretar del fetge i induir
resisténcia a la insulina en teixits periferics.

Els cossos cetonics, produits durant I'oxidacio d'acids grassos en les mitocondries, també
poden ser secretats pels hepatocits, alterant el metabolisme oxidatiu i afectant la
sensibilitat a la insulina en els teixits periféerics.

El fetge juga un paper important en el metabolisme de les lipoproteines: absorbeix les
restes dels quilomicrons de la circulacid i secreta lipoproteines de molt baixa densitat
(VLDL), que transporta triglicerids (TG) i altres lipids als teixits periféerics.

El colesterol, sintetitzat a nivell hepatic o absorbit de lipoproteines, es pot convertir en
acids biliars, que son secretats i afecten el flux biliar i el metabolisme periferic, activant
diferents receptors en I'absorcié de lipids intestinals.

Finalment, el fetge secreta exosomes que transporten metabolits (per exemple,
ceramida o lisofosfatidicolina) que condueixen a l'activacié de cél-lules estrelladesia la
fibrosi de forma paracrina.
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Els canvis que es produeixen en aquestes vies en la MFGNA, es mostren en la segiient
figura amb fletxes vermelles (augmentar 4 o disminuir ) o ? en cas de ser
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FIGURA 6. Secrecid metabolica hepatica®®. Les diferents vies de secrecié estan
codificades amb diferents colors a l'esquema. Acetil-CoA: coenzim acetil A. Cer:
ceramides. LPC: lipopolisacarids. RE: reticle endoplasmatic. FXR: receptor X farnesoide.
PXR: receptor X de I'embaras. VDR: receptor de calcitriol. TGR5: receptor de tipus
membrana per a acids biliars.

La patogenesi de la MFGNA no es coneix del tot. La hipotesi més acceptada avui dia és
la del "cops multiples o multiple-hit" (Figura 7)%’, que considera I'associacié de diferents
factors nocius sobre subjectes genéticament predisposats a patir MFGNA. Aguests
factors inclouen la resistencia a la insulina, les hormones secretades pel teixit adipds, els
factors nutricionals, la microbiota intestinal i els factors genétics i epigenétics?®.
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FIGURA 7. Patogénesi de la MFGNA?°, AGL: acids grassos lliures.
El primer pas es produeix amb l'acumulacié de greix en els hepatocits com a gotes

lipidiques en el citoplasma, produint una ES. Es tracta d'un estat reversible associat a
I'emmagatzematge anormal de TG®2,
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L'esteatosi hepatica pot representar una condicid vulnerable per al segon cop, que causa
inflamacié hepatica i necrosi, i pot progressar a la fibrosi i la cirrosi hepatica. L'oxidacié
excessiva d'AG pot provocar estres oxidatiu amb formacié de radicals lliures i disfuncié
mitocondrial, donant lloc a un estat de lipotoxicitat®®,

La resposta immunitaria a la lipotoxicitat promou processos inflamatoris, que poden
conduir a la fibrogénesi i a la progressid de la MFGNA®’. A nivell hepatic, les vies
inflamatories s'activen a través de cél-lules Kupffer, neutrofils i cél-lules assassines
naturals (NK); aixi com la produccié de citocines proinflamatories (interleuquina (IL-
6),TNF-a i IL-1). D'altra banda, la lipotoxicitat també activa una resposta inflamatoria en
el teixit adipds i la desregulacio de I'adiponectina i la induccié de la leptina®-°2,

Aquest segon cop també inclou I'apoptosi i la endotoxéemia bacteriana derivada de
I'intesti. La microbiota intestinal pot canviar el metabolisme lipidic a nivell sistemic, ja
que pot passar de l'oxidacié a la sintesi de novo °3°°. La MFGNA s'associa amb el
sobrecreixement bacteria a l'intesti prim i una major permeabilitat, que causa
endotoxémia i activacid de les cél-lules Kupffer®®.

L'etapa necroinflamatoria, tipica de I’ EHNA, produeix I'activacio de cel-lules estrellades
hepatiques (responsables de la fibrogénesi) i l'activacié de cél-lules progenitores
(promotors de I'hepatocarcinogénesi)®>°7:%8,

El tercer cop inclou factors genetics. Diversos estudis han demostrat I'agregacio familiar
i les variabilitats racials en la prevalenca de la MFGNAZ.

Ara aprofundim en cadascun d'aquests punts:
Relacio entre la MFGNA i la sindrome metabolica

Lipogenesi hepatica i major entrada d'acids grassos lliures

La MFGNA es caracteritza per I'acumulacio excessiva de TG en hepatocits. Els TG es
sintetitzen a partir d'acids grassos (AG) i glicerol.

L'AG prové de la seva absorcio a la circulacid general o de la lipogénesi hepatica de novo
de glucosa. Els AG es catabolitzen principalment per B-oxidacidé a les mitocondries o
peroxisomes, emmagatzemant |'excés en forma de TG com a gotes lipidiques en els
hepatocits. Els TG dels hepatocits son hidrolitzats o secretats en la circulacié com VLDL.
La suspensio de qualsevol d'aquestes rutes afavoreix |'esteatosi hepatica®.

La B-oxidacid d'AG esta regulada principalment pel receptor a del proliferador de
peroxisoma activat (PPARa). Uns nivells baixos de PPARa s'han associat amb MFGNA
JEHNA®,

La hiperglucemia afavoreix la lipogenesi de novo, regulada per la insulina a través de la
proteina d'unié a elements reguladors de I'esterilitzacié (SREBP-1c).

El 60% d'AG en el fetge s'origina en teixit adipds blanc'®; la disfuncié dels adipocits pot
provocar el desbordament d'AG i l'aparicié de MFGNA/EHNA. Els pacients amb
lipodistrofia sovint presenten MFGNA/EHNA, marcada resisténcia a la insulina i EHNA
amb fibrosi avancada'®; destacant la importancia de I'eix adipds-hepatic a I'aparicié de
MFGNA/EHNA.
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La composici6 de la dieta influeix en el desenvolupament de I'esteatosi hepatical®.

Un estudi recent realitzat en persones no diabétiques, amb obesitat, va mostrar que la
sobrealimentacié amb greixos saturats augmentava el contingut de TG intrahepatics®.
Els greixos saturats també induien resisténcia a la insulina i endotoxémia, a la vegada
gue augmentaven significativament els nivells plasmatics de ceramides, que també
propicien a la resisténcia a la insulina. Aquestes dades suggereixen que el greix saturat
té un paper en la lipogenesi hepatica en subjectes no diabétics.

La fructosa dietética també estimula la lipogénesi i I'acumulacié de greix hepatic'®. En
un estudi d’intervencid, on es va instaurar una dieta baixa en carbohidrats i alta en
proteines, en subjectes obesos i amb MFGNA, es va observar una reduccio significativa
del greix hepatic i una millora dels factors de risc cardiometabolics. Aquesta troballa es
va associar amb una disminucié de la lipogenesi hepatica de novo, un augment de les
concentracions de B-hidroxibutirat seric i I'alteracié de la microbiota.

Aixi, la lipogenesi hepatica de novoi la interaccié entre dieta i microbiota tenen un paper
important en el desenvolupament de la MFGNA1%,

Mecanismes inflamatoris; principal determinant de la progressio de la
MFGNA a EHNA

Els TG emmagatzemats com gotes lipidigues no son prou toxics per als hepatocits.
Diversos estudis demostren I'abséncia de correlacid entre el grau d'acumulacié de TG i
la gravetat de la MFGNA; a més, |'estatohepatitis s'atenua amb la progressio de la
fibrosil®. Per tant, és probable que els precursors o intermediaris del TG siguin
perjudicials per als hepatocits (per exemple, el palmitat, el diacilglicerol i la ceramida).

El palmitat augmenta l'estrés oxidatiu en el reticle endoplasmatic, donant lloc a
I'activacid de c-Jun N-terminal quinasa (JNK) i la lipoapoptosi.

El diacilglicerol activa la proteina quinasa C i interromp la senyalitzacié d'insulina.

La ceramida regula I'expressio de la SREBP-1 i afavoreix la produccié de palmitat. A més,
les cel-lules riques en greixos sén propenses a la peroxidacid lipidica, que condueix a
disfuncions mitocondrials i del reticle endoplasmatic. L'augment del colesterol també
provoca disfuncidé mitocondrial i I activacié de l'inflamasoma (Complexe multiproteic
d’alt pes molecular que activa les caspasses inflamatories i les citocines de la familia de
la IL-1).

Aixi, la lipotoxicitat és una de les principals causes de lesié d'hepatocits en EHNA®,

Els hepatocits danyats alliberen mediadors proinflamatoris, que a la vegada, activen la
cel-lularitat immunitaria i les cel-lules Kupffer. Aquestes cel-lules activades alliberen
molecules bioactives que danyen encara més els hepatocits o augmenten la seva
sensibilitat als lipopolisacarids derivats de microbiota o acids biliars secundaris,
augmentant la mort cel-lular i la inflamaci¢ %7108,

En definitiva, I'acumulacié de greix hepatic estimula la produccié de citocines
inflamatories’®. L'EHNA activa la patogénesi de la sindrome cardiometabdlica,
mitjancant ['alliberament sistemic de diversos mediadors d'estrés inflamatori,
protrombotic i oxidatiu'®>10(Figura 8).
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FIGURA 8. Paper de lainflamacié i I'estrés oxidatiu en la patogénesi de la MFGNA/EHNA.
Sota les condicions de resistencia a la insulina, els AGL alliberats per la inflamacié del
teixit adipds influeixen en la inflamaciéd. A més, els AG absorbits a nivell hepatic
disminueix I'activitat dels sistemes antioxidants i produeix radicals lliures d'oxigen, la
qual cosa indueix I'estrés oxidatiu*!,

El factor nuclear potenciador de les cadenes lleugeres kappa de les cél-lules B (NF-kB) i
la cinasa N-terminal c-Jun (JNK) sén les principals senyals intracel-lulars implicades en el
mecanisme que uneix la MFGNA i la inflamacié.

L'activacid de NF-kB condueix a una major transcripcié de diversos gens, com els de
molécules d'adhesié intercel-lular (ICAM-1) i la proteina quimioterapica 1 (MCP-1),
associada al desenvolupament de |'arteriosclerosi.

En un altre context, INK agreuja la resisténcia a la insulina mitjancant la fosforilacid i la
degradacio del substrat receptor d'insulina 1 (IRS-1) i contribueix a disminuir la senyal
intracel-lular del receptor d'insulina!?,

L'activitat elevada d’enzims hepatics pot reflectir una inflamacié, que danya la
senyalitzacid d'insulina localment i sistematicament. En la MFGNA també es detecta alts
nivells de citocines inflamatories, com la proteina C-reactiva!?.

En Il'estudi longitudinal multiétnic de I'arteriosclerosi, els nivells IL-6 es van associar
significativament amb la quantitat de greix hepatic (avaluat per TAC) després d'ajustar-
se per altres factors de risc per a |'arteriosclerosi?’/113,
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Els receptors immunes tipus Toll (TLR) poden activar vies proinflamatories. TLR2 i TLR4
indueixen la resistencia a la insulina, fonamental en la patogénesi de la MFGNA,
I'obesitat i la sindrome metabolical’*. EI TLR4 s'activa mitjancant acids grassos i
endotoxémia, que acaba activant la NF-kB i provocant un major alliberament de
citocines inflamatories (IL -6, IL-1B, TNF-a i MCP-1), que juguen un paper important en
la fisiologia de la sindrome metabolical®.

Lipotoxicitat en el desenvolupament de la MFGNA
La lipotoxicitat condueix a la MFGNA per dos mecanismes:

a) L'augment de la concentracid hepatica de diacilglicerols (DAG), produeix un
augment del greix saturat hepatic. Les activitats dels complexos mitocondrials,
de la cadena respiratoria, disminueixen en el teixit hepatic dels pacients amb
EHNA. La lipoapoptosi en hepatocits és caracteristica de 'EHNA.

b) L’ estrés oxidatiu produeix una sobreactivacié de la senyalitzacié de la cinasa c-
Jun N-terminal / proteina c-Jun (c-JNK/c-Jun), que indueix la mort cel-lular en
I"'EHNAS,

L'estrés oxidatiu metabolic i la inflamacié indueixen la progressié de I'EHNA, ja que

la resisténcia a la insulina i la disminucié de I'activitat de la fosfatidilinositol-3-cinasa

associada al substrat receptor d'insulina 2 (IRD-2), dirigeixen el flux d'AG a vies que
augmenten els metabolits, com DAG i ceramides!?’.

Paper de la resisténcia a la insulina en el desenvolupament de la MFGNA

i la sindrome cardiometabolica

La resisténcia a la insulina és el mecanisme fisiopatologic clau en el desenvolupament
de la MFGNA (Figura 9). Els nivells d'alanina aminotransferasa (ALT), aspartat
aminotransferasa (AST) i gamma-glutamil transferasa (GGT) sén indicadors de salut
hepatocel-lular i la funcid hepatica anormal s'associa amb I'aparicié de DM2.

Molts estudis han demostrat que els nivells elevats d'aquests enzims hepatics s'associen
al desenvolupament de la resisténcia a la insulina i la sindrome metabolica''®1%°, Altres
estudis han demostrat que els nivells hepatics de DAG s'associen a la resisténcia a la
insulina, jugant un paper clau en el desenvolupament de la MFGNA a través del
deteriorament de la senyalitzacid d'insulinal?®1?2, Altres estudis suggereixen que
I'augment de ceramides a nivell hepatic és el principal mediador de la resisténcia a la
insulina hepatica en el context de la MFGNA, sense definir clarament el mecanisme pel
qual es produeix!?°.

Per tant, I'acumulacié d'AG en el fetge indueix una resisténcia a la insulina, la qual cosa
contribueix a augmentar la produccié endogena de glucosa; actuant com a estimul per
augmentar encara més la resisténcia a la insulina a nivell general i produint
arterioesclerosi accelerada®?31%4,

La MFGNA esta relacionada amb la resisténcia a la insulina i la produccié de molts factors

de risc cardiometabolic; existint una relacié bidireccional entre elles i és dificil establir la
relacié causa/consequéncia entre els factors de risc cardiometabolic i la MFGNA. 12,
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Factors Obesitat Factors ambientals
genetics (Greix visceral) (Tabac, Alcohol, Dieta)
MALALTIA PER FETGE GRAS
NO ALCOHOLIC

RESISTENCIA A LA INSULINA

A

Baix grau d” inflamacié

A

ATEROGENIA
DISLIPEMIA

Estres oxidativa

Estres del RE

v

Esteatohepatitis no
alcoholica

RESISTENCIA A LA

INSULINA

B @
CIRROSIS HEPATICA ALTERACIO DEL
1/0 METABOLISME DE LA
HEPATOCARCINOMA - GLUCOSA | DM2
ARTERIOESCLEROSI |
MALALTIA CARDIOVASCULAR

FIGURA 9. Factors relacionats amb la MFGNA/EHNA i la sindrome cardiometabolica'!?l.
RE: reticle endoplasmatic

D'altra banda, la sarcopénia s'associa amb la MFGNA i la DM2. Els pacients sarcopenics
tenen dos o tres vegades més risc de la MFGNA8%1%6_ |3 irisina (mioquina secretada pel
muscul esquelétic) disminueix la resisténcia a la insulina, augmentant la despesa
energetica corporal i modificant els receptors activats per proliferadors peroxisomics

alfa (PPARa), que tenen un paper crucial en la B-oxidacié d'acids grassos en el fetge!?!-
123,127-129
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En resum, la MFGNA esta involucrada en fluxos metabolics i processos inflamatoris; cada
vegada més postulant-se com a component de la sindrome cardiometabolica basada en
la resisténcia a la insulina hepatica i periféricat’.

Alteracions en el metabolisme lipidic en la MFGNA/EHNA

Com s'ha comentat anteriorment, el fetge té un paper important en la sintesi,
emmagatzematge i alliberament de lipids; a més de ser un lloc important d’aclariment
d'insulina. L'AG en excés (per ingesta o procedent de teixit adipds visceral) i la seva
eliminacid hepatica alterada condueix a una major acumulacid de greix hepatic i
resisténcia a la insulina. Aixi, els AG i els seus metabolits juguen un paper important en
I'aparicid i progressio de la lipotoxicitat hepatica, resultant en EHNA30.131,

Els hepatocits contenen gotes lipidiques a la llum del reticle endoplasmatic, on s'acoblen
particules VLDL. Cineticament, els AG deterioren la supressio VLDL1 induida per insulina
i augmenten les particules VLDL 1 riques en TG en pacients amb resisténcia a la insulina
o MFGNA.

L'augment de VLDL1 redueix els precursors VLDL i disminueix la degradacié de
I'apolipoproteina B (ApoB). Els AG també augmenten l'activitat de la glucosa-6 fosfat,
augmentant aixi la glucosa basal produida al fetge i augmentant la resisténcia a la
insulina hepatica. A més, els AG activen JNK, que augmenta la resisténcia a la insulina
mitjancant la fosforilacié de I'IRS-1 i I'IRS-211%, D'altra banda, la SREBP - 2 s'altera en els
hepatocits de la MFGNA, sent un factor important en I'homeostasi lipidica i relacionada
amb la funcié autofagica'l.

En resum, I'augment d'AG i la formacié de VLDL1 sén mecanismes patologics clau en
I'alteracié del metabolisme lipidic dels subjectes amb MFGNA o en la resisténcia a la
insulina'®2. El metabolisme aberrant de lipids i adipocits disfuncionals recluten a nivell
hepatic, poblacions cel-lulars del sistema immunitari, inclosos els macrofags, que
contribueixen al desenvolupament de la malaltia cardiovascular!3,

Estres oxidatiu en la MFGNA i la sindrome cardiometabolica

La MFGNA pot amplificar |'estrés oxidatiu i la inflamacio sistémica que condueix al
desenvolupament de DM2 i malalties cardiovasculars. Molts estudis clinics troben
marcadors d'estres oxidatiu en pacients amb MFGNA, com I'homocisteina, el péeptid
derivat de NOX2 soluble (NOX2-dp) i la 8-iso-prostalglandina F2 a urinaria (8-iso-
PGF2a)!L.

Altres factors en la relacio entre la MFGNA i les malalties

cardiometaboliques

Els pacients amb MFGNA tenen nivells baixos d'adiponectina, que s'associen a la
resisténcia a la insulina, disfuncid endotelial, aterosclerosi i esdeveniments
cardiovasculars34,

També s'associa amb el desenvolupament de la MFGNA/EHNA, l'estrées del reticle
endoplasmatic (definit com I'acumulacié de proteines desplegades o mal desplegades),
fet que s'ha relacionat amb el desenvolupament o progressié de l'arterioesclerosi.
L'estrés del reticle endoplasmatic, condueix a un augment del glucogen sintasa cinasa 3
B (GSK-3B) i una activacié de caspasses que promouen l'apoptosi de les cel-lules
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endotelials vasculars, conduint al desenvolupament accelerat d’esteatosi hepatica i
aterosclerosi®®*,

N

activador de plasminogen-1 (PAI-1)) estan fortament associats amb la MFGNA28134,

Aixi, I'acumulacié de greix ectopic hepatic i la posterior alteracié de vies metaboliques
(la inflamacio, el metabolisme lipidic, I'homeostasi de glucosa i I'oxidacid), provoquen
disfuncié bioldogica en organs i teixits vitals relacionats amb la sindrome
cardiometabolica®331%,

Paper de la microbiota intestinal en la MFGNA i la sindrome

cardiometabolica

La microbiota intestinal esta formada principalment per bacteries, virus i fongs; amb
diverses funcions, com la nutricié de I'hoste, la mineralitzacié ossia, la regulacié del
sistema immunitari, el metabolisme xenobiotic, la proliferacio de cél-lules intestinals i la
proteccid contra patogens!®.

La microbiota és especifica d'un individu i altament resistent als canvis. No obstant aixo,
es pot veure afectada per diversos factors, intrinsecs i extrinsecs, com la genética del
subjecte, els habits alimentaris, els antibiotics i els canvis ambientals®¥’. La microbiota
intestinal comprén al voltant de 1.000 especies diferents, perd els Firmicutes i els
Bacteroides representen més del 90% del total®38,

L'alteracié en la composicié -quantitativa o qualitativa- de la microbiota habitual, es
coneix com a disbiosi intestinal’3¥4°, Generalment, aquest procés inclou un canvi
desfavorable en la composicid dels bacteris, amb una reduccié dels autoctons
(Firmicutes) i el creixement d'altres taxons (Bacteroidetes, Actinobacteries)***.

El fetge i l'intesti estan estretament relacionats. Els canvis ambientals en l'intesti
influeixen en el fetge a través de la circulacié del portal.

La disbiosi intestinal té un paper en la patogenesi de la MFGNA i els trastorns
cardiometabolics'*. Els pacients amb MFGNA o EHNA tenen un creixement bacteria
patologic en l'intesti prim, amb una proporcié més baixa de bacteris de la familia
Ruminococcaceae i Bacteroides, mentre que tenen una major proporcio de Clostridium
coccoides; en comparacié amb controls sans o amb ES34,

Revisarem les diferents vies vinculants entre la microbiota, |'alteracié metabolica i la
MFGNA:

1. Els SCFA, el principal producte després de la fermentacié d'hidrats de carboni per
la microbiota intestinal, sdn precursors de la lipogenesi i la glucogenesi hepatica.
L'augment d’ energia extreta de la dieta, en forma de SCFA o hidrats de carboni,
es transforma en esteatosi hepatical36:142,

2. La disminucio del factor d'adipocits induits pel deju (FIAF, proteina produida en
cél-lules L intestinals) millora I'activitat de la lipoproteinlipasa (LPL) i la
transcripcié de la carbohydrate-responsive element binding protien (ChREBP) i
SREBP-1, la qual cosa condueix a una major acumulacié de greix hepatic43.
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3. L'esgotament de colina, per un augment dels metabolits toxics (per exemple, la
trimetilamina), provoca esteatosi i inflamacié a nivell hepatic4*.

4. La disbiosi intestinal augmenta la produccié de lipopolisacarids (LPS) i citocines
proinflamatories mediades per Toll like receptor (TLR4 i TLR9), promovent aixi la
inflamacid hepatica i la fibrosi139:140 145146,

5. Els canvis en la composicio de la microbiota intestinal produeixen radicals lliures
d'etanol i oxigen, la qual cosa augmenta la permeabilitat intestinal i el transport
de productes proinflamatoris al fetge, augmentant la inflamacié hepatica i la
fibrosi'#’.

Aixi, I'augment de I'acumulacid de greix hepatic i la inflamacié promoguda per la disbiosi
intestinal, afavoreix I'obesitat i la resisténcia a la insulina, sent ambos factors de risc per
la sindrome cardiometabolicai la MFGNA (Figura 10)!?,

DISBIOSI INTESTINAL

NFimicutes | Bacteroides

v v v v v
LPS
Citocines inflamatories
(mediadas por TLR4 y
TLR9)

Produccié etanol Esgotament de colina “PLPL, ChREBP, SREBP-1  SCFAs
Radicals lliures d’oxigen MMetabbdlits toxics JFIAF Absorcid de carbohidrats

MPermeabilitat intestinal a
productes proinflamatoris

.

INFLAMACIO | ACUMULACIO DE LIPOGENESI |

FIBROSI HEPATICA GREIX HEPATIC

N \

GLUCOGENESI HEPATICA

OBESITAT | RESISTENCIA A LA INSULINA

MFGNA | SINDROME CARDIOMETABOLICA

FIGURA 10. Enllacos de disbiosi intestinal en la MFGNA i la sindrome cardiometabolica®.
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Mecanisme de fibrogeénesi

Els hepatocits danyats i les cél-lules immunitaries activades també promouen I'activacio
de cél-lules estrellades hepatiques (HSC).

Durant la reparacid/regeneracio d'hepatocits d'un procés normal, els hepatocits sans
ocupen esporadicament els buits creats per la mort cel-lular. La mort cronica
d'hepatocits o alteracid en la regeneracio condueix a la substitucio alternativa per fibres
i matriu extracel-lular, causant importants cicatrius i remodelacions de l'arquitectura
normal dels ldbuls hepatics*®. L'activacié de I'HSC és clau en la fibrogénesi hepatica de
qualsevol etiologia, pero és bastant especifica de I’ EHNA que es troba principalment en
I'espai perisinusoidali®®,
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1.3 DIAGNOSTIC | ESTADIATGE DE LA MFGNA

Avaluacio clinica de la MFGNA

La majoria dels subjectes amb MFGNA sén clinicament asimptomatics durant I'etapa
pre-cirrotica. Poden queixar-se de fatiga i molésties en I'hipocondri dret. En I'exploracié
fisica poden presentar hepatomegalia i obesitat!#.

A mesura que la malaltia avanca, poden océrrer fendmens de descompensacio hepatica
(per exemple, ictericia, ascites, edema, sagnat gastrointestinal i encefalopatia)®°. Les
caracteristiques cliniques es desenvolupen amb la gravetat de la malaltia; per tant, no
son crucials pel diagnostic en fases primerenques de la MFGNA. Cal buscar altres signes
o caracteristiques cliniques, relacionades amb la sindrome metabolica (com la
hipertensid, DM2 i I’ obesitat abdominal) per guiar el diagnostic de la MFGNA.

La definicid i confirmacid diagnostica de MFGNA és en ultima instancia histologica. No
obstant aix0, en la practica clinica s'utilitzen criteris clinics no invasius per simplificar el
diagnostic i el tractament de pacients amb MFGNA?,

Pel diagnostic de MFGNA és necessari evidenciar I'existéncia d'esteatosi hepatica.
Gairebé dos tercos de les persones amb obesitat i DM2, i la meitat dels pacients amb
hiperlipidemia i hipertensié tenen esteatosi hepatica en ecografia abdominal. La
presencia de caracteristiques de la sindrome metabolica s'ha associat amb MFGNA més
greu, amb una major probabilitat d’EHNA i fibrosi hepatica?> 1.

Sovint, en la practica clinica, se sospita la MFGNA quan un pacient amb caracteristiques
de sindrome metabolica té un augment en els nivells d'aminotransferasa serica. Pero
gairebé el 80% dels pacients amb MFGNA no presenten alteracions dels enzims
hepatics®®. A més, els nivells d'aminotransferasa disminueixen a mesura que avanca la
MFGNA i apareix la fibrosi, la qual cosa fa que la bioquimica hepatica es normalitza en
estadis avancats de la malaltia>®.

L'ecografia es recomana com a metode de diagnostic de primera linia per avaluar
I'esteatosit®>1%3, mentre que els biomarcadors de sérum i els panells de biomarcadors
son eines alternatives quan els métodes d'imatge no estan disponibles en estudis de
cribratge a gran escala®°1154.155,

La MFGNA pot desenvolupar-se en individus sense caracteristiques de la sindrome
metabolica, que normalment tenen una base genética en la patogenesi de |'esteatosi i
la inflamacid hepatica. Actualment, es centra en el polimorfisme d'un sol nucleotid en
PNPLA3 1148M (o rs738409), que esta present en aproximadament el 20% de la
poblacid. Aquest polimorfisme produeix un defecte en la hidrolisi dels TG i una secrecié
defectuosa de VLDL, que condueix a l'esteatosi i la inflamacié hepatica. En individus
homozigots s'observa un augment de |'esteatosi hepatica en comparacié amb els no
portadors d'aquesta variant®°®.
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Quan se sospita MFGNA, és important descartar causes alternatives d'acumulacié de
greix hepatic o disfuncio hepatica. Aixo implica una historia completa i un examen per
descartar la ingesta d'alcohol, avaluar medicaments, antecedents familiars i risc
d'exposicié a etiologies viriques. S'ha de realitzar una exploracié bioquimica hepatica
amb serologies d'hepatitis B i C, autoanticossos hepatics, immunoglobulines, alfa-1-
antitripsina, ferritina i concentracions de ceruloplasmina en pacients <50 anys!>%,

DIAGNOSTIC HISTOLOGIC

La prova “gold standard” pel diagnostic de la MFGNA continua sent la biopsia hepatica,
per diferenciar esteatosi simple i EHNA. No obstant aix0, cal tenir en compte que es
tracta d'un meétode invasiu, sotmes a petites complicacions i a errors
inter/intraobservador. La MFGNA requereix la preséncia de greix en >5% dels
hepatocits, havent descartat causes secundaries d'esteatosi. A 'EHNA, també hi ha
d'haver danys hepatocitaris (balonitzacid, cossos d’apoptosi, necrosi litica) i inflamacié
lobulillar (tipicament fibrosi sinusoidal de la zona 3).

Després del diagnostic, es pot avaluar la gravetat de la MFGNA. Encara que alguns
biomarcadors poden quantificar I'esteatosi hepatica amb una precisidé variable, la
guantitat absoluta d'esteatosi no és important des del punt de vista pronostic de la
malaltia®. De fet, en estadis avancats de la MFGNA (cirrosi), I'esteatosi desapareix.
Aquest fet es creu que és la principal causa subjacent de la majoria dels casos de cirrosi
criptogeénica®’.

Posteriorment, cal quantificar 'activitat i la fibrosi a través dels sistemes de classificacié
histologica: NASH-CRN (nord-america, més utilitzat en estudis terapéutics) i SAF (score
europeu que avalua l'esteatosi, I'activitat inflamatoria i la fibrosi)*8.

La quantificacié del grau de fibrosi és la caracteristica més important, ja que diversos
estudis I'han relacionat amb la mortalitat per causa hepatica i la mortalitat per qualsevol
causa en pacients amb MFGNA, independentment de la presencia i gravetat d'altres
trets histologics®>6.

Taula 3. NASH-CRN: Classificacid Activitat MFGNA18

Esteatosi (%) Inflamacié lobulillar Balonitzacio
0:5< 0: No 0: No
1:5-32 1: < 2 focus 1: Suau
2:33-66 2:2 -4 focus 2: Abundant
3:>66 3:> 4 focus
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Taula 4. Classificacié CRN Fibrosis Stagin: Estudi del grau de fibrosi®

Estadi Grau de fibrosi

0 Sense fibrosi

1a Fibrosi perisinusoidal lleu (zona 3)

1b Fibrosi perisinusoidal moderada (zona 3)
1c Fibrosi/portal periportal exclusivament
2 Zona de fibrosi 3 + periportal/portal

3 Ponts de fibrosi

4 Cirrosi

DIAGNOSTIC NO INVASIU DE MFGNA

Metodes serologics

Fatty liver index (FLI): és el panell biomarcador més utilitzat. Inclou IMC, circumferéncia
de cintura, GGT i TG'*2. La puntuacid varia de 0 a 100. Els pacients amb FLI > 60 tenen
molta probabilitat de tenir MFGNA, mentre que els que tenen FLI < 30 estan exclosos
d'aquest diagnostic!®. FLI distingeix malament |'esteatosi moderada-severa de
I'esteatosi lleu'>®,

Hepatic steatosis index (HSI): panell de biomarcadors, on es registren I'/MC, la diabetis
i la relacié ALT/AST. HSI< 30 descarta MFGNA i els valors > 36 diagnostiquen MFGNA.
Com a inconvenients, la precisié disminueix en nens obesos i, com la FLI, no distingeix
entre esteatosi moderada-severa i lleu®?,

La limitacid clau de la FLI i I'HSI és I'Us d'un estandard de referéencia suboptim, tots dos
diagnostiquen el fetge gras a través de |’ecografia; i aix0 pot ser depenent de I'operador
e insensible per la esteatosis lleut>’.

NAFLD liver fat score (NFS): Inclou la preséncia de sindrome metabolica, DM2, insulina
serica en deju, AST i relacié AST/ALT. Té bona precisid pel diagnostic del fetge gras
(AUROC0.86-0.87), que es defineix com un contingut de greix hepatic > 5.56% (utilitzant
I'espectroscopia de ressonancia magnetica de protons com a estandard de
referéncia)'®’. No obstant aixo, la inclusio del nivell d'insulina sérica limita el seu Us clinic,
ja que no es tracta d'una prova rutinaria.

StatoTest: s'utilitza per a la deteccio d'esteatosi. Utilitza 9 parametres bioquimics (alfa-
2-macroglobulina, apolipoproteina Al, haptoglobina, bilirubina, GGT, ALT, glucosa, TG i
colesterol), IMC, genere i edat. Presenta un AUROC de 0.8 per identificar >5% de
contingut de greix hepatic en pacients amb malaltia hepatica cronica provada per
biopsia>’. No obstant aix0, no pot distingir entre els diferents graus d'esteatosi i té un
cost elevat i una disponibilitat limitada'>’. També es necessiten més estudis per validar
el seu Us per diferenciar pacients amb MFGNA de pacients sans'®2.
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Puntuacié de cribratge NAFLD: és el model de puntuacid més facil per identificar
MFGNA amb els seglients parametres: edat, glucosa, IMC, TG, ALT/AST i acid uric*2. En
un estudi de 48.489 pacients, utilitzant I'estandard d'ecografia, es van identificar valors
de tall de 32 per als homes i 29 per a dones, amb un AUROC de 0.82 i 0.86
respectivament®®?,

Un altre sistema de puntuacié és el NAFLD Ridge Score, que inclou nivells d'ALT, HDL,
TG, HbAlc, recompte de globuls blancs i la presencia d'hipertensid. Aconsegueix un
AUROC de 0.79-0.8 amb I'estandard d'or suboptim de I'espectroscopia de ressonancia
magnética de protons®®°. No permet avaluar canvis en el greix hepatic al llarg del temps
i esta limitat en el camp de la recerca®®’.

En resum, hi ha diferents panells de biomarcadors validats i capacos de determinar la
preséncia d'esteatosi amb alta especificitat, encara que sense capacitat per determinar
la gravetat i que es basen en estandards d'or suboptims (ecografia i espectroscopia de
ressonancia magnetica de protons), i pocs panells sén validats per grups
independents®>?, Entre ells, destacar el HSI i el FLI, validats independentment!®. Aquests
panells de biomarcadors poden ser utils en el cribratge MFGNA en poblacions de risc,
com DM2 o obesos?®162,

Metodes de processament d'imatges

Ecografia: és el metode diagnostic de primera linia per avaluar la esteatosi, mostrant un
fetge hiperecogeénic®2. Es una técnica no invasiva, lliure de radiacid, facilment disponible
i barata. Una metaanalisi recent va mostrar que, en comparacié amb la histologia, tenia
una sensibilitat combinada del 85% i una especificitat del 94% per a |'esteatosi moderada
a severa'®?, En canvi, no van detectar esteatosi per sota del 20%%3 i tenia un mal
rendiment en la esteatosi de I'obesitat morbida>®. A més, I'avaluacid es veu afectada en
casos de fibrosi severa, on s'incrementa |'ecogenicitat hepatica®, i en la variabilitat
interobservador.

Per superar aquestes limitacions, s'han desenvolupat técniques d'ecografia més
avancades. El parametre d'atenuacié controlada (CAP) utilitza ultrasons amb
el-lastografia controlada per vibracions per mesurar el grau d'atenuacié de I'ecografia
per greix hepatic'®!. Els resultats es mesuren en dB/m, en un rang de 100-400 dB/m. Hi
ha dues sondes, M i XL, depenent de les diferents estructures corporals dels pacients'®’.
Aixi, el CAP pot detectar graus més lleus d'esteatosi en comparacié amb |'ecografia
convencional i continua tenint una bona correlacié amb les bidpsies hepatiques?®®.

Per detectar la MFGNA en estadis incipients s’han utilitzat técniques quantitatives com
la relacié d'intensitat ecografica hepatica/renal combinada amb ultraso (US) i |a taxa
d’atenuacié del eco hepatic per ultrasons, per avaluar I’esteatosi quantitativament6,
Ambdues mesures mostren un rendiment lleugerament millor que [|'ecografia
convencional per avaluar l'esteatosi hepatica amb un 95% de sensibilitat, un 100%
d'especificitat, pero un VPN que segueix sent baix (un 72% per US amb relacid
hepatica/renal i un 67% per a la taxa d'atenuacié hepatica per US)'6416¢,

Tomografia axial computeritzada (TAC): De la mateixa manera que |'ecografia, la TAC
esta ampliament disponible, és facil de realitzar i precisa per detectar esteatosi
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moderada-severa. Pero tampoc és fiable per detectar nivells baixos d'esteatosi hepatica.
A més, presenta radiacidé ionitzant i aix0 fa que no sigui adequat per al seguiment
longitudinal de pacients amb MFGNA®1,

Ressonancia magnética (RM):La ressonancia magneética (imatge i espectroscopia) té una
alta capacitat diagnostica i permet quantificar amb precisié el greix intrahepatic, fins i
tot en fases lleus d'esteatosi hepatica.

S'han desenvolupat diferents meétodes amb una precisié superior a la ressonancia
magnetica convencional, que determina ['esteatosi mitjangant I'estimacié del
percentatge de greix hepatic: fraccid de protons visibles per ressonancia magnetica
lligada al greix en relaci6 amb tots els protons visibles de ressonancia magnetica
hepatical®’. Aquesta tecnologia és més precisa que la CAP per detectar tots els graus
d'esteatosi en pacients amb MFGNA (AUROC 0.99)%8, No obstant aix0, I'espectrometria
de ressonancia magnética (RMS) sol prendre mostres d'una porcié hepatica i la RM-
PDFF té una menor precisié diagnostica de |'esteatosi si hi ha fibrosi o esteatosi
moderada/severa®’. S6n molt Gtils per a estudis terapéutics i assajos?®.

En resum, es recomana |'Us de I'ecografia com a métode diagnostic de primera linia per
avaluar I'esteatosi, mentre que els biomarcadors de serum i els panells de biomarcadors
son eines alternatives quan les eines d'imatge no estan disponibles en estudis de
cribratge a gran escalal®’. Es necessiten estudis futurs per desenvolupar panells
biomarcadors no invasius per identificar MFGNA, ja que els existents es validen a través
de poblacions relativament petites o amb criteris d'or suboptims.

La RM-PDFF funciona excel-lentment per diagnosticar MFGNA i també és una bona eina
per detectar amb precisid els canvis en el contingut de greix durant la progressié de la
malaltia®®. Perd és una técnica costosa, que requereix molt de temps, i depenent del
dispositiu, dificultant I'aplicacio generalitzada.

Es necessiten eines més eficaces, factibles i facils de realitzar per diagnosticar MFGNA,
especialment per a l'esteatosi incipient®>2.

DIAGNOSTIC NO INVASIU DE EHNA

Actualment no hi ha cap meétode disponible, fiable i no invasiu per identificar la
progressid de I'esteatosi a I’'EHNA. El risc d’EHNA augmenta amb el nombre de factors
de risc metabolics, que es poden utilitzar per identificar individus d'alt risc*°2.

La patogenesi de la lesid hepatica en EHNA és complexa i implica nombroses alteracions
hormonals, cel-lulars i moleculars. Aquesta complexitat ha portat a la investigacio de
multiples biomarcadors que reflecteixen les vies de malaltia subjacents, incloent
I'apoptosi hepatocel-lular, la inflamacid, I'estrés oxidatiu i la senyalitzacié anormal de les
adipocines®’.

Els nivells d’AST serica segueix sent el parametre sanguini més utilitzat per a I'avaluacié

de la malaltia hepatica cronica, inclosa I’'EHNA; no obstant aixo, els nivells d'ALT aillats
sén poc predictius de EHNA i es correlacionen millor amb els nivells de TG hepatics!’%171,
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Biomarcadors

Citoqueratina 18 (CK18): és una proteina de filament intermedi, que s'escindeix durant
el periode de mort cel-lular. Inclou CK18 M30 i CK18 M65. Una metaanalisi de 25 estudis
va concloure que M30 i M65 havien agrupat AUROC de 0.82 i 0.80, mentre que la
sensibilitat i |'especificitat agrupades eren el 75% i el 77%, i el 71% i el 77%,
respectivament,'’2. Altres estudis van trobar que la combinacié de sindrome metabodlica,
ALT i CK18 en una poblaciéo amb obesitat morbida podria aconseguir un AUROC de 0.88;
en comparacié amb un AUROC de 0.74 si s’utilitza només CK18'73; de la mateixa manera,
que la triple combinacié d'adiponectina, CK18 i IL-6 va aconseguir un AUROC de 0.90,
una especificitat del 85.7% i una sensibilitat del 84.5%!7%. No obstant aix0, els resultats
s'han de verificar en estudis futurs.

També hi ha estudis que han examinat la diferéncia de precisié de CK18 en les diferents
etapes de fibrosi de la EHNA, semblant ser capacos de predir la gravetat!’>.

Marcadors d'inflamacié: CXCL10 és una citocina proinflamatoria implicada en la diabetis
i l'obesitat, que sembla diferenciar amb precisio entre EHNA i I'esteatosi simple. TNF-a
i IL-8,marcadors inflamatoris comuns, combinats amb piroglutamat mostren una
sensibilitat del 91% i una especificitat del 87%%7°.

Adipocitocines i altres hormones: el Factor de creixement de fibroblast 21
(FGF21),secretat pel fetge, és un altre biomarcador potencial per a EHNA. Un estudi va
informar que I'FGF21 tenia un AUROC de 0.62, i els dos punts de tall de 126 i 578 pg/mL
tenien una sensibilitat i especificitat> 90% per diagnosticar EHNA, pero el VPP i el VPN
de FGF21 eren moderats (0.59-0.78) i baixos (0.49-0.60), respectivament®’’. Per millorar
VPP i VPN, FGF21 es va combinar amb CK18, que va millorar VPP al 82% i VPN al 74%*>2.

Es va demostrar que I'adiponectina va disminuir en pacients amb EHNA8, amb un
AUROC de 0.71 per diagnosticar EHNA'74, Pero si es combina amb CK 18 M65 i IL-8
I’AUROC augmenta fins a 0.9074, Altres adipocitocines, com la leptina i la resistina,
poden ser marcadors potencials per diagnosticar EHNA, pero es necessiten més estudis
de validacio®2.

Ferro séric: és una proteina comuna associada als radicals d'oxigen, que contribueix a la
necroinflamacié i la fibrosi. El Ferro séric va ser més alt en pacients amb EHNA que en
aquells que tenien només esteatosi simple’%180,

Panells de biomarcadors
Degut a la modesta precisié dels marcador de forma individual pel diagnostic d’ EHNA
s'han estudiat combinacions de marcadors per augmentar la seva utilitat diagnostica®®’.

"NASH Test": Combina 13 parametres per classificar els pacients en EHNA, EHNA limit i
no EHNA. Un estudi amb 257 va aconseguir un AUROC de 0.79 per a EHNA, 0.69 per al
limit EHNA i 0.77-0.83 per a no EHNA 181,

"NASH ClinLipMet score":combina AST, insulina en deju i el genotip PNPLA3 en
rs738409, a més de factors basats en la sindrome metabodlica, aconseguint un AUROC
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de 0.87 i una sensibilitat del 75%. Pero es limita a la investigacid a causa de I'alt cost de
determinar PNPLA3 i la insulina en deju*®2.

Hi ha altres panells de biomarcadors, limitats per petites mostres d'estudi i mancats de
validacié d'un grup independent®>2,

Meétodes d'imatge per a EHNA

Es dificil utilitzar técniques d'imatge rutinaria per distingir entre 'EHNA i 'esteatosi
simple. La preséencia d'inflamacio associada a |'esteatosi identifica aquells pacients amb
MFGNA amb més risc de fibrosi i progressié de la malaltia. La preséencia de fibrosi és un
signe indirecte d'inflamacid.

Amb les técniques habituals d'imatge (ecografia, TAC, RM, elastografia) I'esteatosi
simple no es pot distingir de I'esteatohepatitis?®. Hi ha algunes técniques d'imatge com
I'ecografia amb contrastos especials, la ressonancia magnetica de la imatge amb la
tecnica DeMILI i la tomografia per emissié de positrons (PET), que en estudis preliminars
suggereixen una possible utilitat per detectar la inflamacié en pacients amb EHNAZ.

La RM multiparametrica utilitza ressonancia magneética convencional combinada amb
dues o més tecniques quantitatives (T1, T2 i PDFF) per intentar avaluar la inflamacio
hepatica i la fibrosi, sent un métode no invasiu. LiverMultiScan (LIF) és una tecnica de
ressonancia magnetica parametrica que ha demostrat una alta precisié diagnostica, en
comparacié amb la histologia, en la deteccid de fibrosi i inflamacié*®2. Aquesta tecnica
no es veu afectada per |'adipositat central i pot diferenciar quines parts del fetge es
veuen afectades. Les puntuacions de LIF >1.4 diagnosticarien EHNA amb una sensibilitat
del 91% i especificitat del 52%8%; no obstant aix0, encara no han estat validades en grans
cohorts ni s'ha analitzat el cost-benefici de la técnica®’.

Nous biomarcadors
Molts biomarcadors potencials per a EHNA estan en estudi®>2.

MicroARN circulants: Perfils d'expressio de miARN especifics s'associen amb la MFGNA.
Un metaanalisi va mostrar que miR-34a tenia un AUROC moderat de 0.78%3%; que MiR-
122 tenia un AUROC agrupat de 0.64-0.70 per diferenciar EHNA i esteatosi simple'®*; en
aquest sentit, Auguet et al.'® van demostrar una correlacié positiva entre miR122
circulant, la inflamacio lobulillar i la inflamacié hepatocel-lular amb un AUROC de 0.76
per distingir EHNA i ES'®. S'ha obtingut un AUROC més alt de 0.83 amb la combinacié
de miR-122, -192 i -21 amb CK18-Asp396 per diagnosticar EHNA, mentre que el tall
optim va donar una sensibilitat i especificitat moderades?*®®,

Compostos organics volatils a I’alé: estan estretament relacionats amb I'estrés oxidatiu,
la inflamacié i la malaltia hepatica®®2. L'analisi de tres compostos exhalats (1-propanol,
3-metil-butanonitril i n-tridecano) sembla tenir un AUROC de 0.77, VPP del 81% i VPN
del 82% per diferenciar EHNA i no EHNA &7,

Hi ha altres estudis centrats en marcadors lipidics, protedmics, metabolomics i
microbiomes, perd que necessiten majors estudis per validar el seu Gs*2.
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En resum, CK18 és un biomarcador popular per a EHNA, pero la seva precisié varia en
els estudis actuals, amb una precisio modesta. Els panells de biomarcadors tenen bons
resultats en el diagnostic de EHNA, pero la majoria no es validen en grups separats. Els
metodes d'imatge i els biomarcadors genétics tenen una alta precisié per al diagnostic
d’EHNA, perod per a la practica clinica sén métodes complexos i cars!>?, Per tant, es
necessiten més estudis i, en l'actualitat, la biopsia hepatica continua sent el “"gold
standard" per al diagnostic d’EHNA, la qual cosa comporta un problema per al maneig
de pacients amb MFGNA (realitzar biopsies en série al llarg del temps és molt car i
inacceptable per a la majoria de metges i pacients)®>?.

DIAGNOSTIC NO INVASIU DE FIBROSI RELACIONADA AMB LA
MFGNA

L'etapa de fibrosi augmenta la mortalitat global en individus amb MFGNA. Un estudi de
Hagstrom H et al'®® va mostrar que la preséncia d’EHNA no augmenta el risc de
mortalitat especifica per fetge o mortalitat global, verificada per biopsia. La fibrosi de
les etapes 2, 3 i 4 va augmentar el risc de mortalitat global en 1.6, 3.04 i 6.53 en
comparacié amb la fibrosi de I'etapa 0 i 18, Per tant, és urgent identificar la fibrosi
incipient mitjancant metodes no invasius efectius.

A més, el diagnostic i la posada en escena de la fibrosi hepatica sén essencials per
detectar aquells pacients amb MFGNA, que es presenten amb fibrosi avangada o cirrosi
i que han de ser gestionats per un servei de gastroenterologia o hepatologia, avaluant
complicacions relacionades amb el fetge: ecografies semestrals +/- sérum alfa-
fetoproteina per al control de CH i gastroendoscopia, per identificar i tractar les varius
esofagiques®>?.

Biomarcadors patentats de fibrosi

Aquests biomarcadors son el peptid N amino terminal del procolagen Il (PIIINP), la
proteina precursora C3 (PRO-C3), I'acid hialuronic (AH) i els inhibidors tissulars de les
metaloproteinases de la matriu tipus | (TIMP1).

El PIHINP, un marcador comu de fibrogenesi, funciona bé per diagnosticar fibrosi
significativa (F2) amb un AUROC de 0.81'%. El PRO-C3, és un tipus de PIIINP, que ha
demostrat un AUROC de 0.75-0.83 pel diagnostic de fibrosi avancada (F3) i 0.76 per a la
cirrosi (F4)1°0.1°1,

El AH és un element essencial en la matriu extracel-lular i té un AUROC de 0.87, 0.89 i
0.92 per F2, F3 i cirrosi, respectivament®2,

El TIMP1, reflecteix la remodelacié de la matriu tissular i té un AUROC de 0.74 per
diagnosticar F21%°,

Per millorar la precisio d'ells, es van combinar entre ells i/o associar altres variables:

"ELF test": combina AH, PIIINP, TIMP-1 i I'edat®. Utilitzant un punt de tall de 9.8,
aquesta prova identifica F3 amb un VPP del 72% i una VPN del 97%3,
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Un altre model, que inclou PRO-C3, edat, plaguetes i DM 2 aconsegueix un AUROC de
0.86 a 0.87 i una VPN de 0.97 per identificar F3%°°,

No obstant aix0, es necessiten estudis futurs per validar aquests biomarcadors en un
grup independent superior!>?,

Biomarcadors no patentats de fibrosi o panells de biomarcadors

APRI: index de relacié AST/plaquetes. Inicialment es va desenvolupar per avaluar la
gravetat en I'hepatitis cronica C, pero en un metaanalisi recent va mostrar un AUROC de
0.7 per a la fibrosi significativa i de 0.75 per a la fibrosi avancada i la cirrosi en la
MFGNA'®. Com desavantatge de baixa especificitat per a la fibrosi avancada?®.

FIB-4: inclou I'edat, recompte de plaquetes, ALT i AST per avaluar la gravetat de la fibrosi.
Va ser dissenyat per avaluar la fibrosi en pacients amb VHC i VIH2, perod té un AUROC
de 0.75 per al diagnostic de fibrosi significativa, un 0.8 per fibrosi avancada i un 0.85 per
cirrosi, en pacients amb MFGNA?®,

Hi ha diferents llindars basats en I'edat per excloure la fibrosi avancada. El punt de tall
per a F3 és > 2.67, sent precis per diagnosticar-lo per sobre del llindar i descartar-ho per
sota del llindar; pero té un mal rendiment diagnostic per el rang de puntuacié intemig.
A més, és inexacte per als menors de 35 anys?°. Per millorar I'especificitat i reduir la taxa
de falsos positius, es va recomanar un punt de tall baix de 2 per a pacients d'edat
avangada > 65 anys, amb una sensibilitat del 77% i una especificitat del 70%. A més, un
estudi japonés recent de 1050 pacients amb MFGNA, confirmat per biopsia, va
recomanar punts de tall d'1.88 i 2.67 pels subjectes de 60-69 anys i de 1.95i 2.67 per a
> 70 anys®®.

Les directrius cliniques recomanen el seu Us en pacients amb baix o alt risc de fibrosi
avancada o cirrosit>2,

Puntuacié de fibrosi MFGNA (NFS): El panell de biomarcadors més comu, incloent
I'edat, IMC, hiperglucemia, relacié AST/ALT, recompte de plaquetes i I'albimina sérica.
Hi ha diferents llindars basats en |'edat per excloure la fibrosi avancada. Té un AUROC
de 0.72 per a cirrosi significativa, 0.73 per a la fibrosi avancada i 0.83 per a la cirrosi. Per
sota del punt de tall de < 1.455 descarta I'afectacio amb una sensibilitat del 75% i una
especificitat del 93%, amb un VPP del 63% i un VPN del 96%. En canvi, per sobre de >
0,676 fa diagnostics de fibrosi avangada amb una sensibilitat del 19% i una especificitat
del 100%, amb VPP del 100% i una VPN del 89%%°.

D'aquesta manera, es pot utilitzar per identificar aquells pacients amb baix o alt risc de
fibrosi avancada o cirrosi segons les directrius cliniques>2. Mal rendiment pel rang de
puntuacié intermitja®®?,

Puntuacio BARD: Avalua la gravetat de la fibrosi a través d'una puntuacié facil que inclou
IMC, AST, ALT i DM2. Té un AUROC de 0.64 per a fibrosi significativa, 0.73 per a fibrosi
avancada i 0.70 per a cirrosi. Té una baixa especificitat per al diagnostic de fibrosi i cirrosi
significativa i esta influenciada per la interpretacié de I'lMC de diferents grups étnics*>2,

Aquests indexs no soén estrictament necessaris per al diagnostic (tenen capacitat
suboptima per diagnosticar I'esteatosi i/o la inflamacid), pero son utils per estimar el
grau de fibrosi. Els indexs NFS i FIB-4 (amb punts de tall adequats a I'edat) sén els més
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validats en MFGNA. Ambdues sén Utils per descartar la presencia de fibrosi avancada
(alt valor predictiu negatiu), especialment en poblacions de menor prevalencga, com la
poblacié general. Per tant, poden ser una solucid per al cribratge de MFGNA en
poblacions amb baix risc de fibrosi avancada, en entorns ambulatoris o hospitalaris?®.

Nous biomarcadors

Metilacio de I'ADN séric : es va postular que el promotor de PPARy en plasma va tenir
un bon rendiment per diagnosticar la fibrosi avangada, amb un AUROC de 0.91 i un valor
de tall de 0.81, que va proporcionar un VPP del 91% i un VPN del 87%%>. D'aquesta
manera, aixo seria superior al rendiment diagnostic de NFS, pero es necessita la validacié
de més grups independents®®?,

Metodes de processament d'imatges

El-lastografia de transicié (FibroScan): Basada en la reduccidé de I'elasticitat secundaria
a la deposicio de teixit fibrotic en el parenquima hepatic a mesura que avanca la fibrosi.
Proporciona una mesura de rigidesa hepatica mitjancant ecografia d'eco polsat, amb un
rang d'1.5 a 75 kPa. Un major valor d'ona de tall indica una major rigidesa hepatica. La
tecnica ha estat validada per diverses etiologies de la malaltia hepatica cronica, incloent
la MFGNA®>152,

Es molt util per descartar fibrosi significativa i per confirmar la cirrosi, perd és menys
fiable per a etapes intermedies. Inicialment, la sonda M va mostrar una aplicabilitat del
80%, presentant exploracions fallides especialment en pacients obesos. No obstant aixo,
I'experiencia de I'escaner i I'is de la sonda XL en pacients obesos ha augmentat la seva
aplicabilitat fins al 95-98%.

Perque els resultats siguin fiables, es requereixen almenys 10 mesures de les quals > del
60% son valides amb baixa variabilitat, mesurades per un IQR <0.3*2, Els punts de tall <
8-8.5 kPa serveixen per descartar la fibrosi avancada (F3), amb la sonda M. Pero per
confirmar la presencia de fibrosi avangada, s'han proposat punts de tall elevats, > 18-20
kPa'®®, amb alta especificitat i VPP*’.

Els nous models de FibroScan incorporen la capacitat de mesurar i quantificar I'esteatosi
(utilitzant el Parametre d'Atenuacié Controlada, CAP). Una metaanalisi recent proposa
un punt de tall de 250 dB/m? per identificar pacients amb esteatosi'’. Es pot utilitzar
especialment en poblacions d'alta prevalenca, com I'obesitat o els diabétics?®.

El-lastografia d'ones cisalles (SWE): Un nou metode integrat d'ecografia convencional
gue proporciona un mapa de color en temps real en 2D basat en I'elasticitat hepatica.
Aquesta tecnica s'ha de realitzar en apnea i la regié del mapa de colors ha d'estar lliure
de grans vasos i almenys 15 mm per sota de la capsula. Sembla tenir un alt rendiment
diagnostic de fibrosi en pacients amb hepatitis cronical®®. En pacients amb MFGNA, hi
ha un AUROC de 0.86 per a fibrosi significativa, un 0.89 per a la fibrosi avancada i un
0.88 per a la cirrosi. Les mesures no es veuen afectades per |'obesitat ni per la preséncia
d'ascites!®2. Hi ha resultats que van demostrar que era millor que FibroScan, pero la seva
precisid es veu afectada per la variacié interobservador i la ingesta d'aliments. Per tant,
es recomana radidlegs experimentats i un deju d'almenys 2h%.
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ARFI: Es una altra tecnica d'imatge basada en ultrasons, que es basa en la velocitat de
propagacio d'ones per avaluar la rigidesa dels teixits. La técnica utilitza una sonda
d'ultrasons estandard i no es basa en cap compressid externa, la qual cosa redueix la
dependeéncia de I'operador. L'ARFI és precis a I'hora d'avaluar la fibrosi de rang moderat-
sever en pacients amb malaltia hepatica cronica. Malauradament, en pacients amb
MFGNA, l'esteatosi i la inflamacié associada poden causar interferéncies i donar
imprecisions2%,

El-lastografia per ressonancia magnética (MRE): métode no invasiu, que mesura la
rigidesa hepatica mitjancant I'is de contrast de fases modificades. Pot avaluar tot el
fetge amb una alta taxa d'éxit, demostrant superioritat sobre tecniques basades en
ultrasons en l'avaluacio de la fibrosi en la MFGNA. No esta afectada per I'esteatosi i es
pot aplicar en pacients amb obesitat, ascites o interposicid intestinal entre el fetge i la
paret abdominal anterior.

Disposa d'un AUROC de 0.87 per al diagnostic de fibrosi significativa, 0.90 per a fibrosi
avancada i 0.91 per a cirrosi?®’. Hi ha dos models: 2D-MRE (freqiiéncia d'ona tallada
60Hz) i 3D-MRE (freqiéncia de tall d'ona 40Hz); aquest ultim amb millors resultats. No
obstant aix0, és una técnica d'alt cost i restringida a centres especialitzats, la qual cosa
la fa en gran part inadequada per a I'Us generalitzat. Un altre inconvenient és que no es
pot utilitzar en pacients amb sobrecarrega hepatica de ferro'>%1>2,

En definitiva, els panells de biomarcadors sén barats, factibles, reproduibles i disposen
de bons VPN per al diagnostic de la fibrosi; no obstant aix0, estan limitats pels seus
baixos VPP. MRE mostra una excel-lent precisié a I'hora d'avaluar la gravetat de la fibrosi,
pero el seu Us es limita a alguns estudis farmacologics, a causa del seu elevat cost i falta
de disponibilitat en la practica clinica. L'elastografia transitoria juntament amb els
panells de biomarcadors s'utilitza ampliament per avaluar la fibrosi, tot i que la seva
eficacia ha de ser avaluada per grups més independents.

Aixi, es recomana la combinacié de biomarcadors de serum amb métodes d'imatge per

avaluar la fibrosi, que poden reduir les bidopsies hepatiques diagnostiques innecessaries
152

METODES DISGNOSTICS PER AVALUAR EL PROGRES |
SEGUIMENT DE LA MFGNA AMB EL TRACTAMENT

Seguiment de la progressio de la malaltia

La MFGNA augmenta significativament el risc de morbiditat, mortalitat i trasplantament
de malalties hepatriques?3. La fibrosi, perd no la esteatosi simple o 'EHNA, van
augmentar el risc de mortalitat en pacients amb MFGNA?2, E| periode de progressid de
la fibrosi en casos d'esteatosi hepatica dura una mitjana de 14.3 anys i 7.1 anys en els
casos de EHNA?2, A més, la majoria dels pacients amb MFGNA estan asimptomatics fins
a una etapa cirrotica i la biopsia repetida no és practica. Per tant, cal aplicar
biomarcadors efectius no invasius per controlar la progressié de la malaltia>?. Hi ha
estudis que avaluen aquests biomarcadors, perd es necessiten més estudis per

40



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

NEUROTENSINA I PRONEUROTENSINA COM BIOMARCADOR DE LA MALALTIA PER FETGE GRAS NO ALCOHOLIC .
Beatriz Villar NaddgUrotensinaiProneurotensina com biomarcador de la malaltia per fetge gras no alcoholic |

determinar quins biomarcadors no invasius son més efectius a I'hora d'avaluar la
progressié de I'lEHNA a la fibrosi'>2.

Seguiment de les respostes al tractament

L'Administracié d'Aliments i Farmacs (FDA) recomana confirmar la millora histologica,
guan es millora I'EHNA, sense empitjorar la fibrosi, o quan la fibrosi millora, sense
empitjorar 'EHNA2%3, No obstant aix0, la necessitat d'una biopsia repetida dificulta el
desenvolupament de farmacs; per tant, cal investigar substituts no invasius per
reemplacar la biopsia. En general, la ressonancia magnética multiparametrica s'ha
utilitzat per avaluar el contingut de greix hepatic en assajos clinics de EHNA?%, pero
requereix més estudis per considerar-lo I'estandard d'or'>2. Els panells biomarcadors
poden ser les eines no invasives ideals per avaluar la resposta durant el procés de
tractament, perd han de ser exactes, disponibles, barats i senzills>2.

En conclusid, en els ultims anys s'han desenvolupat metodes no invasius per avaluar
MFGNA, a partir de biomarcadors de sérum, imatges i fins i tot omiques. L'ecografiaila
ressonancia magnetica multiparameétrica tenen una precisié relativament alta per
diagnosticar MFGNA; l'ecografia té una gran acceptacié clinica per la seva amplia
disponibilitat i baix cost.

Actualment, no hi ha biomarcadors no invasius validats per al diagnostic d’EHNA.
L'el-lastografia transicional esta aprovada per la FDA per avaluar la gravetat de la fibrosi
i podria millorar el seu rendiment diagnostic si es combina amb panells biomarcadors.
També cal investigar la rendibilitat de les avaluacions no invasives per diagnosticar
MFGNA, controlar la progressié de la malaltia i controlar les respostes al tractament!>2,
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ATENCIO PRIMARIA
Anormalitat de la funcid hepatica en pacients amb factors de risc de MFGNA
(DM tipo 2, obesitat, sindrome metabolica)

Fetge gras per ecografia

| Excluir altres causes de malaltia

FATTY LIVER INDEX

hepatica (OH, VHC, VHB...)

(FLI)

FLI >60 o fetge gras per ecografia

FLI < 60

ESTUDI DE FIBROSI HEPATICA
NFS o FIB-4

VPN del 88-95% per descartar fibrosi
avancgada)

(biomarcadors serics simples i economics amb

Seguiment cada 2-3 anys del
FLI

<65anys NFS<1.4i/o FIB-4<1.3
> 65 anys NFS<0.12i/o FIB-4<2

Modificacions en estil de vida i
exercici

NFS/FIB-4 cada 1-2 anys

<65anysNFS>1.4i/oFIB-4>1.3

>65anys NFS20.12i/o FIB-4 22

Derivar a CENTRE
ESPECIALITZAT per
el-lastografia

Sonda M, si distancia entre capsula hepatica-pell <25 mm

EL-LASTOGRAFIA DE TRANSICIO

Sonda XL, per la resta

< 8 kPa

| 1
8-18 kPa > 18 kPa
[

Risc intermig de fibrosi

El-lastografia en un

Considerar biopsia hepatica

Revalorar el-lastografia
Seguient amb MRE ?

Biopsia no mandatoria

any (excluir cuidadosament els factors o de 'EHNA i f deri
de confusié per la rigidesa hepatica i Maneig de 't I factors de risc
disminuir els falsos positius) Descartar varius esofagiques i

carcinoma hepatocelular en cirrosi

Modificacions en I’estil de vida i exercici + Vitamina E (no DM) / Pioglitazonas?

FIGURA 11. Algorisme per la deteccié i avaluacio de la MFGNA 152205
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1.4. TRACTAMENT DE LA MFGNA

La fisiopatologia de la MFGNA/EHNA és complexa i el seu coneixement és incomplet;
en contrast amb [|'hepatitis virica o alcoholica, on hi ha un agent extern clarament
identificable. La MFGNA és una malaltia intrinseca, amb una interaccié molt complexa i
multidireccional de processos metabolics, inflamatoris i fibrogénics. Involucrant
diversos mediadors i teixits, a més de I'hepatic (adipds, muscular, intestinal i fins i tot el
sistema cardiovascular). A nivell hepatic, els hepatocits (especialment els seus organuls
intracel-lulars, com les mitocondries) juguen un paper important, juntament amb les
cel-lules estrellades i altres cél-lules immunitaries en la seva patogénesi®®®,

Ates que la fisiopatologia és complexa, que es dona en una poblacié heterogenia i el
diagnostic/seguiment de la terapia sén dificils de realitzar, |'area de desenvolupament
de farmacs és bastant dificil. Alguns medicaments, actualment homologats per a altres
indicacions, han demostrat eficacia i es poden utilitzar; pero s'esperen resultats de nous
tractaments dirigits a 'lEHNA2%6,

Els pacients amb EHNA, i especialment els que presenten fibrosi, tenen un major risc de
progressid de la malaltia hepatica, alhora que augmenten el risc cardiovascular i de
neoplasies solides??’. Es en aquesta poblacié on s'indicaria el tractament farmacologic.

La MFGNA confereix un risc dos vegades major de patir malalties cardiovasculars®®®’.
Per aix0 tots els pacients amb EHNA han de tenir un estudi de factors de risc
cardiovascular?® amb un perfil de lipoproteines (colesterol total, TG, cHDL, cLDL, ApoB),
un perfil glucemic (glucosa, insulina i index HOMA) i determinacié de la pressié arterial
i un electrocardiograma. A nivell terapéutic seran essencials tres eines?®:

a) Modificacié de I'alimentacid i I'estil de vida.

b) Tractament de la hiperlipidémia aterogénica, segons els criteris i recomanacions
de la poblacié general d'acord amb les directrius europees?®. Les estatines
semblen ser segures i tenen baixa toxicitat hepatica.

c) Tractament de la hipertensié arterial, seguint les recomanacions de la poblacié
general?®,

1.4.1. Alimentacio, activitat fisica i exercici en la gestio de
I’EHNA

La primera linia consisteix en una intervencio sobre I'estil de vida promovent una dieta
mediterrania, un abandonament de I'estil de vida sedentari i un augment de I'activitat
fisica i un exercici aerobic moderat amb I'objectiu d'induir una pérdua de pes que
garanteixi la millora de la malaltia hepatica.

La perdua de pes esta directament i proporcionalment relacionada amb la millora de les
lesions histologiques en pacients amb MFGNA, independentment del tipus d'intervencid
realitzada, ja sigui canvi d'estil de vida o cirurgia bariatrica. La pérdua de pes igual o
superior al 10% indueix altes taxes de millora (>80%), no només de comorbiditats sin6
de totes les lesions histologiques de la MFGNAZ, La pérdua de pes entre un 7-10% en
pacients amb pocs factors de risc també millora les alteracions metaboliques i redueix
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significativament |'esteatosi, la inflamacié i la balonitzacié?®. Pero tot i que les directrius
cliniques reconeixen la pérdua de pes com una bona opcid en la gestié de I'esteatosi,
una revisié narrativa recent, va mostrar que la dificultat clau per a 'EHNA no era
aconseguir la pérdua de pes sind mantenir-la?%°. Els beneficis en la modificacié de I'estil
de vida amb la dieta i I'exercici a llarg termini en la progressié de I’EHNA no s'han
reportat en cap publicacié fins ara?*'.

RECOMANACIONS DIETETIQUES | EXERCICI DURANT UN ANY]|
1. Reduir ingesta de calories: 1200-1800 Kcal/d o disminuir 500-700 Kcal/d
2. Dieta mediaterranea, baixa en greixos o baixa en carbohidrats, segons perfil del pacient.

3. Composicié de la dieta: reduir el consum de sucre i evitar refrescos o carbohidrats
complexes, aixi com els aliments industrials amb fructosa. Reducir els greixos saturats i
colesterol. Augmentar la fibra.

4. Activitat fisica (150-200 min a la setmana) i minimizar el sedentarisme.
5. Es recomana el consum de café amb cafeina i dietes riques en omega-3.

6. Estrategies conductuals per millorar I'adherencia: programes de intervecié a l'estil de vida,
sessions d' alta intesitat, monitoirzacié constant de la ingesta i I' activitat fisica, millora de
I'autoestima, objetius de perdua ponderal realistes, negociar la dieta i 'activitat fisica, millora
continua de la composicio de la dieta

Calcular NASH-RES a I'any
http://www.aeeh.es/calculadora/NASHRES/

<46.15 46.15-69.72 >69.72
Indicar tractament Considerar Mantenir intervencio
.. tractament . .
farmacologic o en l'estil de vida
farmacologic

Si IMC=>35 kg/m?2valorar cirugia
bariatrica/endoscopia de I'obesitat

FIGURA 12. Algorisme de gestiéo d’EHNA mitjangant intervencio d'estil de vida i valoracié
de indicacioé de tractament farmacologic?8.

1.4.2. Terapia farmacologica

El desenvolupament de terapies contra la MFGNA és un ampli camp de recerca en
I'actualitat. Diversos farmacs han estat provats sense indicacio especifica per a EHNA,
perd que tenen un benefici potencial en funcié de la seva manera d'actuar?®,
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La terapia amb farmacs, tal com s'indica en |'associacié americana per a l'estudi de la
malaltia hepatica (AASLD), s'hauria de limitar als casos de EHNA?'2, comprovades amb
biopsies. Es poden fer excepcions per a assajos clinics en fase inicial que intentin
detectar signes d'eficacia d'un farmac basat en parametres no invasius, pero en general,
la terapia farmacologica per MFGNA no s'ha d'iniciar sense una biopsia hepatica que
confirmi EHNA i fibrosi. A mesura que avanci la recerca de biomarcadors no invasius, és
probable que aquest principi canvii en un futur proper2,

El tractament farmacologic s'ha de limitar a pacients amb esteatohepatitis i fibrosi, o en
aquells casos sotmesos a dieta i exercici fisic sense resposta terapeutica després d'un

any?13. No s'indica el tractament farmacologic en esteatosi simple?®.

A grans trets, els farmacs es poden classificar segons el seu mecanisme d'accié:

METABOLISME | ESTRES | MORT REMODELACIO
ESTEATOSIS CEL.LULAR FIBROGENICA
eAgonistes FXR *Vitamina E eInhibidor ASK1 eInhibidor LOXL2
eAgonistes PPAR eInhibidors de eAntagonista CCR2i  eInhibidor Galectin-3
e Agonistes GLP-1 caspasses CCRS
*Agonistes THR-B *INhibidor TAK 1
eAramchol

eAnaleg FGF19
eInhibidor ACC
eAnaleg FGF21

1.4.2.1. Metabolisme i esteatosi

a) AGONISTES FXR

En pacients amb EHNA, els nivells d'expressié hepatica del receptor Farnesoid X (FXR:
receptor d'acid biliar nuclear expressat principalment a fetge i mucosa de l'intesti
prim?4) es regulen negativament i es correlacionen inversament amb la gravetat de la
malaltia?®. Aixi, els agonistes de FXR son farmacs raonables per al tractament de
EHNA?14,

Aquests farmacs regulen el metabolisme lipidic i glucémic, disminuint la sintesi de TG, la
formacid de VLDL, la sintesi d’acids biliars i la gluconeogénesi hepatica?®’. A més a més,
exerceixen una accié antiinflamatoria hepatica: disminueix NFkB2%® i redueix I’expressio
de citocines proinflamatories als macrofags, reduint la resposta inflamatoria de cel.lules
immunes?Y’.

L'acid obeticolilic (OCA). Els resultats de I'estudi FLINT?8 van ser forca positius,
ja que tots els aspectes valorats en la puntuacié d’activitat MFGNA (balonitzacio
hepatocel.lular, inflamacio lobulillar i esteatosi), aixi com la fibrosi, van millorar
en el grup que prenia OCA enfront el placebo. Malgrat aix0, es va evidenciar
prurit i augment del colesterol total i del cLDL en els pacients tractats amb OCA.
Aquestes troballes necessitaran una avaluacié addicional durant els assaigs en
fase Ill, que estan actualment en curs, en pacients amb EHNA-fibrosi
(REGENERAT) i en pacients amb EHNA-cirrosi compensada (REVERSA).
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A més de I'OCA, diversos agonistes de FXR, com LIN452 i GS9674, estan sent
investigats en assajos clinics, actualment 24,

(b) AGONISTES DE PPAR

Els receptors activats per proliferadors peroxisomics (PPAR) actuen com a factors de
transcripcié i regulen I'homeodstasi energetica, la resposta inflamatoria i el metabolisme
lipidic i glucidic?9>2%7, Hi ha tres isotipus: PPARa, PPARS i PPARY.

Elafibranor, amb el seu metabolit actiu (GFT1007), és un agonista dual dels
receptors PPARa i PPARS amb major activitat PPARa pero sense activitat en
PPARY21®, Es excretat principalment pel tracte biliar, sent reabsorbit gran part
d'ell en la circulacié enterohepatica??.

Existeixen diferents estudis en la MFGNA. En [l'assaig GOLDEN Study
2b?2!, malgrat algunes limitacions metodologiques de I'estudi, es va demostrar
que elafibranor de 120 mg/dia durant un any indueix la resolucié EHNA sense
empitjorar la fibrosi. Va ser ben tolerat tot i que es va observar un lleuger
augment de les xifres de creatinina (reversibles després de la suspensio del
farmac) 2%7.

Actualment, I'elafibranor s'esta provant en un assaig de fase Ill (RESOLVE-IT)?4,

Tiazolidinediones (Pioglitazona, per exemple) sén agonistes de PPARy, que han
demostrat ser eficagos en la millora de les manifestacions histologiques d’EHNA,
sobretot en pacients amb DM2214,

L'assaig de fase Il (PIVENS) compara la pioglitazona, la vitamina E i el placebo per al
tractament de pacients no diabétics amb EHNA. En comparacié amb el placebo, la
vitamina E compleix I'objectiu principal de millorar la puntuacié de I'activitat de MFGNA
en 2 o més punts, sense empitjorar la fibrosi, mentre que la pioglitazona no va assolir
importancia estadistica. Donada la doble comparacié amb la vitamina E i la pioglitazona,
un valor de p=0.025 es va considerar significatiu en aquest estudi. Ni la vitamina E ni la
pioglitazona van millorar la fibrosi sobre placebo??2.

No obstant aix0, els beneficis de la pioglitazona s'han de valorar en front els seus efectes
secundaris, com la retencio de liquids, I'augment de pes, el cancer de bufeta i la fractura
osteoporotica®!®. Un altre aspecte a tenir en compte, es que els efectes beneficiosos de
la pioglitazona no es mantenen en el temps, ja que amb la suspensié del tractament
apareix un augment dels valors sérics de ALT i reaparicié de I'lEHNA?2,

La versio més recent de les directrius de I'AASLD suggereix que, ates que la pioglitazona
sembla millorar la histologia hepatica per a pacients amb i sense DM2, pot ser una opcid
viable per al tractament de I'EHNA, pero només després que s'hagin revisat els riscos i
beneficis per als pacients??. A més, abans d'iniciar el tractament d'un pacient diabétic,
s'ha de considerar una bidpsia hepatica per documentar I’'EHNA?%2,

S'estan desenvolupant altres farmacs PPAR, com el lanifibranor (agonista PPARa/Y)

actualment en fase llb, aixi com el saroglitazar (agonista dual PPAR) i el seladelpar
(agonista PPAR)2°®,
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c) AGONISTES GLP-1R

El peptid semblant al glucagod tipus 1 (GLP-1) és una hormona intestinal amb un caracter
d'incretina que es secreta després de la ingesta d'aliments rics en sucres i greixos,
produint una resposta pancreatica, augmentant la sintesi d'insulina e inhibint la sintesi
de glucagé??’.

GLP-1 ha demostrat efectes sobre diferents objectius??’: a) afavoreix el creixement,
diferenciacid i regeneracié de la cel-lula beta pancreatica, alhora que inhibeix I'apoptosi.
b) a I'estdmac, redueix la secrecié acida i alenteix el seu buidatge. c) en el cervell,
disminueix la gana i augmenta la neuroproteccid. d) disminueix la produccié hepatica de
glucosa. e) millora la sensibilitat a la insulina periférica. f) mostra efectes
cardioprotectors augmentant la despesa cardiaca.

Els analegs GLP-1 han aconseguit mostrar una reduccid dels valors enzims hepatics i
I'estrés oxidatiu, millorant el patré histologic. Al seu torn, s'ha demostrat una accié
cel-lular hepatica directa, disminuint la lipogénesi i augmentant |'oxidacié dels acids
grassos??>,

Liraglutida és un analeg GLP-1 de llarga durada, aprovat per al control glucémic
en pacients amb sobrepés i DM2. Els péptids endogens GLP-1 es degraden en
pocs minuts, mentre que la liraglutida es metabolitza molt més lentament.
L'estudi LEAN??%,en fase Il, es va demostrar que la injeccié subcutania d'1.8
mg/24h millora 'EHNA, alhora que millora els factors de risc metabolic, clau en
la MFGNA, mostrant efectes secundaris minims (principalment
gastrointestinals)?06297.227 S'espera que els assajos de fase Ill confirmin aquestes
dades??’.

Semaglutida, un altre agonista del receptor GLP-1,amb una Unica administracid
setmanal, es troba actualment en un assaig clinic de fase 1124,

(d) ARAMCHOL

Aramchol és un acid mixt sintetic (acid gras-acid biliar), que inhibeix I'accié de I'enzim
stearoyl coenzymeA desaturasa 1 (SCD1), que s'encarrega de catalitzar la produccié de
greixos monoinsaturats a partir d'acids grassos del fetge i altres teixits 222,

En els subjectes obesos amb esteatohepatitis, s'ha detectat un augment de I'activitat
enzim SCD1 en comparacié amb les persones obeses amb fetge sa2%’.

Un assaig clinic de fase 112?° va mostrar que el tractament amb aramchol va reduir
significativament el contingut de lipids hepatics en pacients amb esteatosi simple, en
dosis altes i avaluat amb ressonancia magnética??’. No obstant aix0, no es van observar
millores en els enzims hepatics, el metabolisme de la glucosa i la sensibilitat a la insulina.
S'esta duent a terme un assaig multicentric internacional de fase Ill (ARMOR) amb
aramchol en pacients amb EHNA no cirrotica confirmada amb biopsia?!4.

(e) FACTOR DE CREIXEMENT ANALOGIC 19

El factor de creixement 19 (FGF19) té accions sobre els acids biliars a través del complex
receptor FGF 4/B-klotho i també exerceix efecte sobre el metabolisme lipidic i de la
glucosa. No obstant aixo, a través de la via II-6/STAT3 té efectes cancerigens?3°. NGM282
és un analeg de la FGF19 dissenyat recentment, sense cap efecte sobre la via STAT3, i
per tant el més probable és que no tingui cap efecte cancerigen. Aquest analeg va
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demostrar una reduccio significativa del contingut de greix hepatic en un estudi de fase
I, que va incloure 82 pacients amb EHNAZZ,

(f) AGONISTES THR-B

S’ha demostrat un hipotiroidisme intrahepatic en I'EHNA, limitant I'exposicié a T3 (un
factor important per a la diferenciacio cel-lular) i contribuint a la seva fisiopatologia®®. El
THR-B és un receptor de tiroxina, expressat predominantment en el fetge, i la seva
activacié millora el metabolisme del colesterol hepatic®®.

Resmetirom (MGL-196) ha mostrat reduir el colesterol i els TG hepatics en
ratolins amb MFGNA induida amb dieta?3Z.

Un assaig de fase lla (MAESTRO-NASH) mostra una reduccio del 40% del greix
hepatic amb una baixa incidéncia de reaccions adverses?32. Els resultats de
I'assaig de fase Il son molt esperats?4.

VK2809 ha mostrat augmentar notablement [|'oxidacié hepatica dels acids
grassos lliures i reduir I'acumulacié de greix hepatic en models preclinics en
rosegadors?33, Les dades d'un assaig clinic de fase Il que va avaluar I'eficacia i la
seguretat de VK2809 en pacients amb MFGNA i hiperlipidemia estan pendents
de publicacio?.

(g) INHIBIDORS D'ACC

ACC és un enzim clau en el procés de la lipogénesi de novo; per tant, la inhibicié d'ACC
sembla una estratégia viable per tractar EHNA, ja que suprimeix la lipogénesi de novo i
promou la B-oxidacié mitocondrial d'acids grassos lliures.

Un assaig clinic de fase Il va demostrar que GS-0976 (potent inhibidor d'ACC) a una dosi
elevada durant 12 setmanes va reduir significativament |'esteatosi hepatica i els
marcadors de fibrosi, demostrats amb bidpsia?3*. Una limitacid d'aquest tractament és
I'augment de TG sérics. Es necessiten assaigs clinics a llarg termini 24,

(h) ANALOGIC DE LA FGF21
La FGF21 és una hormona péptid produida pel fetge i altres organs, que regula el consum
de glucosa, I'homeostasi de glucosa i la despesa energética.

El BMS986036 en estudis recents?®>, ha mostrat efectes beneficiosos sobre el
contingut de greix hepatic, avaluat per la RM-PDFF, i la reduccié de biomarcadors
de lesid hepatica i fibrosi2®.

(i) INHIBIDORS DPP-4

Latagliptina i lavildaglipina han estat avaluades en pacients prediabétics i diabétics amb
MFGNA?36237 i no han demostrat millores en front de placebo. Per tant, no es recomana
el seu Us en EHNA.

(i) METFORMINA

La metformina millora la resisténcia a la insulina, un mecanisme fisiopatologic clau en
EHNA2%, Es va demostrar una disminucid dels nivells ALT, perd sense resposta
histologica en pacients amb MFGNA?38, Les directrius practiques actuals no recomanen
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el seu Us en el tractament especific de EHNA; no obstant aix0, atés que un gran nombre
de pacients amb MFGNA o EHNA tenen DM2, la metformina podria ser una terapia
adjuvant potencialment Util en aquests pacients?®.

(k) INHIBIDORS DE SODI/GLUCOSA COTRANSPORTADOR 2 (SGLT2)

Un petit assaig clinic de 50 pacients amb DM2%%°, aleatoritzat amb empagliflozina versus
placebo, va millorar el contingut de greix hepatic i nivells plasmatics dels enzims
hepatics; no obstant aixd, de moment no hi ha assajos amb avaluacions histologiques i
la seva utilitat en EHNA no s'ha establert?%,

(1) HIPOLIPEMIANTS
Els Fibrats (agonistes de la isoforma PPAR, que s'expressa principalment en hepatocits)
no va mostrar cap benefici en assaigs petits?*'.

Zetimiba (inhibidor de I'absorcié de colesterol) no va mostrar cap benefici sobre el
contingut de greix hepatic avaluat per la imatge?*2.

Les estatines son segures per a pacients amb malaltia hepatica i s'han de prescriure a
tots els pacients d'alt risc d'acord amb les directrius cliniques?*3. Algunes evidéncies
suggereixen que fins i tot poden tractar EHNA de forma independent?44,

1.4.2.2. Estres, mort cel-lular i inflamacié

(a) VITAMINA E

La vitamina E és un antioxidant que evita la lesié hepatica bloquejant vies apoptotiques
intrinseques i protegint contra I'estrés oxidatiu?%.

L'assaig PIVENS va mostrar millorar la histologia de EHNA en pacients no diabétics ni
cirrotics. 222, on esta acceptat el seu Us.

Actualment les directrius de I'AASLD no recomanen la vitamina E com a tractament per
a I’'EHNA en pacients diabetics, MFGNA sense biopsia hepatica, cirrosi associada a EHNA
o cirrosi criptogénica®!?. També cal destacar que hi ha algunes preocupacions que I'Us a
llarg termini es pot associar a una major incidéencia d'ictus hemorragic i a un major risc
de cancer de prostata???.

b) CENICRIVIROC

Cenicriviroc és un antagonista dual dels receptors CCR2 i CCR5, que estan involucrats en
la migracid i infiltracié de monocits proinflamatoris al fetge, promovent el dany hepatic
mitjancant I'activacié de cél-lules de kuffer?®.

En I'assaig clinic fase llb (CENTAUR) s'ha millorat la fibrosi hepatica enfront del placebo
en tractament durant un any, a més de reduir els nivells de marcadors d'inflamacié com
I'IL-1, I'IL-6i la PCR, amb un excel-lent perfil de seguretat?*¢. Aquest estudi va donar lloc
alaimplementacié d'un assaig de fase Il (AURORA), pendent de resultats preliminars?*’.

(c) CASPASSES

Les caspasses sOn enzims que juguen un paper central en I'apoptosi i la inflamacid, tenint
un paper essencial en la patogénesi de la MFGNA.
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Emricasan. El compost es troba actualment en fase Il, per avaluar la millora de la
histologia hepatica, pero ja s'ha observat una disminucié significativa en pacients
tractats enfront dels tractats amb placebo?*®.

(d) ASK1

Apoptosis signial-regulating kinase 1 (ASK1) és una proteina implicada en |'apoptosi en
condicions d'estrés oxidatiu?%’. ASK1 esta hiperactivat en el fetge de pacients amb
EH NA249’250.

Selonsertib. En un assaig clinic de fase Il es va associar amb una reduccié
d'almenys un grau de fibrosi hepatica en comparacié amb els pacients tractats
amb placebo?'.

Dos assajos de fase Il fonamentals (STELLAR-3, amb pacients amb fibrosi de grau
F3, i STELLAR-4, amb pacients amb cirrosi compensada per EHNA) no van
aconseguir el criteri de valoracio principal?!#. Selonsertib continuara sent utilitzat
en els assaigs de terapia combinada de fase 12?7,

CFLAR i TNFAIP han demostrat que milloren la EHNA en models preclinics i son
dianes terapéutiques prometedores en futures investigacions?°%2>3,

(e) TAK1
Es un regulador fonamental en la transduccié de la senyalitzacié immunitaria innata.
L'estrés metabolic pot sobreactivar el TAK1, promovent encara més els trastorns
metabolics i I'esteatohepatititis?®#2°’. L'eliminacié total de TAK1 també promou
I'hepatosteatosi i la inflamacié en ratolins?°%2>°; per tant, s'ha de mantenir la funcié
catalitica normal de TAK1 en la regulacié del metabolisme lipidic, I'oxidacio i I'autofagia
cel-lular?!4,
La cilindromatosis (CYLD) sembla ser efectiva per suprimir la progressio d’EHNA
i actualment és una prometedora diana terapéutica’®. No obstant aixo,
requereix futurs assajos clinics.

1.4.2.3. Barrera intestinal

ORLISTAT

Orlistat és un inhibidor gastrointestinal de lipasa que afavoreix la reduccié de pes,
disminueix el flux d'acids grassos lliures al fetge i millora la sensibilitat a la insulina sense
produir efectes adversos hepatotoxics??’.

En un assaig clinic realitzat el 2006%%° va mostrar una millora en I'esteatosi hepatica,
avaluada per ecografia, perd a causa del seu perfil de seguretat i I'abséncia de valor
afegit més enlla de la péerdua de pes, el seu Us ha estat limitat en el context de la
MFGNAZ207,

1.4.2.4. Lloc d'accid: fibrogénesi hepatica
La fibrosi hepatica és un dels principals objectius del tractament de la MFGNA, tant per
prevenir la seva aparicié com per poder revertir-la si fos necessari.

Simtuzumab, que és un anticos monoclonal contra la lysyloxidase like 2(LOXL2), un
enzim profibrética (activa TGF-B) abundant en hepatocits. Estudis in vitro han demostrat
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I'eficacia del simtuzumab en la reduccié i regressio de la fibrosi hepatica?®!. Un assaig
clinic aleatoritzat de fase Il de selosertib amb simtuzumab versus simtuzumab va
demostrar que només selosertib podria reduir la fibrosi hepatica en pacients amb EHNA,
mentre que el simtuzumab no va tenir cap efecte en la histologia hepatica®°?

1.4.2.5. Altres mecanismes d'actuacio

Acids grassos omega-3

L’EHNA s'associa amb una disminucié d'acids grassos poliinsaturats262263,
L'administraciéd d'acids grassos omega-3 produeix una clara millora en els nivells
plasmatics de TG i optimitza la sensibilitat periferica a la insulina, alhora que redueix els
efectes proinflamatoris a través de diferents mecanismes d'accié??’.

En un assaig clinic de Sanyal et a. I?®* no va trobar diferéncies significatives entre els
grups en l'objectiu primari o secundari. El 2016, una metaanalisi d'assajos, placebo
controlats i aleatoritzats, va concloure que els acids grassos poliinsaturats omega-3 en
MFGNA eren eficagos per disminuir el nombre d'ALT, colesterol i sobretot TG, amb un
augment del colesterol HDL; cap millora en la fibrosi hepatica (avaluada pels nivells
sérics de col-lagen tipus IV)%,

Per tant, es necessiten més estudis que donin suport a |'eficacia de la terapia per alentir
la progressié de la MFGNA. Tot i que no és probable que siguin perjudicials, actualment
no s'han de prescriure com a tractament per a la MFGNAZ2%,

1.4.3. Terapia quirurgica i endoscopica

La terapia quirlrgica i endoscopica de I'EHNA esta reservada a pacients que no perden
pes a través de la intervencio de I'estil de vida o després de I'Us de farmacs promotors
de la pérdua de pes com la liraglutida.
En pacients amb obesitat morbida els percentatges de fibrosi hepatica avancada (15%)
i esteatohepatitis (25%) sén elevats26®.

La cirurgia bariatrica ha demostrat efectes beneficiosos sobre I'EHNA i la fibrosi, a més
de tenir efectes sobre la DM2, la resisténcia a la insulina o la pressio arterial alta. Fins i
tot pot augmentar la secrecié de GLP-1, associada a la sensibilitat a la insulina, de
manera que el seu efecte beneficids va més enlla de la perdua de pes o millora de Ia
sindrome merabolica?6’-26°

’esteatosi i 'EHNA reverteixen després de la cirurgia bariatrica?’%%71,

Una revisio sistematica de 29 estudis en qué van participar pacients obesos amb cirurgia
bariatrica va demostrar disminuir I’esteatosi, la inflamacid, la balonitzacié i la fibrosi
després de la intervencid, aixi com una millora significativa dels valors ALT, AST i GGT?72,
No obstant aixd, cal tenir en compte que es tracta d'estudis de reduida grandaria i amb
gran heterogeneitat de la poblacié i que caldrien assajos clinics amb una grandaria de
mostra adequada per confirmar aquestes millores?>207,

Actualment no hi ha dades robustes per recomanar un tipus de cirurgia bariatrica en

pacients amb MFGNA, i s'han de triar en funcié de la seva complexitat, valorant el seu
risc-benefici i 'extensié de I'exclusié gastrointestinal?®’
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La terapia endoscopica ha estat mal avaluada en pacients amb MFGNA. Un estudi del
2012 compara el globus gastric (més dieta i exercici) amb la dieta i I'exercici en 18
pacients amb obesitat durant 6 mesos. Els pacients amb globus intragastrics van
experimentar una major pérdua de pes i una major reduccié en la puntuacié?’3. Malgrat
aquestes dades encoratjadores, cal avaluar aquest tipus d'intervencions en cohorts més
grans amb major seguiment?%’,

1.4.4. Trasplantament de fetge

Com es va esmentar anteriorment, I'epidemia d'obesitat i I'augment concomitant de la
diabetis i la sindrome metabolica han augmentat la prevalenca de la MFGNA, sent
actualment la segona indicacid de trasplantament hepatic (TH) i la primera indicacio del
trasplantament hepato-renal combinat als Estats Units (no hi ha dades similars
publicades a Espanya)?’427>,

A causa de ['alta associacié d’EHNA amb DM2, obesitat, HTA, malaltia cardiovascular i
morbiditat peritransplantament, es recomana un estudi exhaustiu del risc
cardiovascular de pacients candidats a trasplantament de fetge (Figura 13)%.

EVALUACIG BASICA | [ EVALUACIO ) ’8 CRIBATIJE
« w - Factors de risc S AVANCADA = VASCULOPATIA
e % cardiovascular Z, < - Prova d' esforg E . SILENT .
g g -ECG E T - Ecografia carotidea -<°t AngioTAC coronari
F & _Rxtorax E - Ecocardiografia :|Z: +/-
- Ecocardiograma d'estrés ™ Cateterisme cardiac

FIGURA 13. Proposta d'esquema d'avaluacié cardiologica pre-trasplantament?8.

Els factors de risc cardiovascular s'han de controlar abans del trasplantament i la
presencia de vasculopatia clinicament significativa s'ha de tractar i estabilitzar abans del
trasplantament?’6,

Els pacients amb obesitat morbida presenten més complicacions infeccioses i
postquirdrgiques després del TH, per aquest motiu s'ha de considerar la cirurgia
bariatrica, pero no hi ha consens sobre quin és el millor moment per a aixo. Aixi, la
indicacié d'TH i el tipus de cirurgia bariatrica en individus obesos amb IMC >35 i DM s'ha
d'individualitzar?”’.

La supervivéncia post-HT és similar als pacients transplantats per altres indicacions, pero

la mortalitat per causes cardiovasculars i sépsia son més frequent?® en pacients amb
MFGNA.
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2. NEUROTENSINA

2.1. Que és? La seva expressio en condicions fisiologiques

La neurotensina (NT) és un tridecapeptid endogen (N-Glu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-
Arg-Pro-Try-lle-Leu-C), dividit en dues parts, un fragment inactiu (del 1r-7& aminoacid)
i un fragment actiu (de I'aminoacid 8e-13¢).

NT exerceix la seva accio fisiologica mitjancant la unié a tres tipus de receptors NT (RNT):
RNT1, RNT2 i RNT32%,

En condicions fisiologiques, NT es troba en el sistema nervids central i el tracte
gastrointestinal*?’®. Té un paper important en el metabolisme dels nutrients,
particularment en la degradacié dels greixos de l'intesti prim?’® i també com a
neuromodulador, regulant I'efecte anorexigen?®°, mantenint I'homeostasi del dolor i la
temperatura®®® i controlant I'activitat fisica’®2. A més, modula els processos
d'aprenentatge i memoria?®® a través dels seus receptors en arees del cervell associades
a aquestes funcions.

La NT és secretada a l'intesti prim proximal per cél-lules enteroendocrines (cél-lules N) i
és responsable de diversos nutrients, inclosos els greixos i la glucosa, per mantindré el
metabolisme d’aquests nutrients i I'homeodstasi energética?’®. La NT es pot alliberar
guan la glucosa luminal és alta, a través de les vies SGLT1 i GLUT2; mentre que
I'estimulacio del greix condueix a la secrecié de NT a través de diferents vies:

1) Via dependent del receptor CCK1 en l'intesti proximal i que afecta directament

a l'intesti prim distal?%*

2) Inhibicié de mTOR mediada per AMPK.
Una vegada que NT s'allibera a la circulacid es pot unir a RNT, que es distribueixen
ampliament en organs centrals i periferics. Produeix una modulacié de la funcio
cerebral, millora I'absorcid de greix, indueix la secrecié d'acids biliars i pancreatics?®°ila
motilitat jejuni-ileal?®®?%’, A través d'aquests mecanismes la NT juga un paper en el
control d'aliments i energia en el cos*.

A nivell cognitiu, NT actua a través del seu receptor (NTR1) per modular la funcid
cerebral en diverses regions del cervell, particularment en I'hipotalam i arees cognitives
del cervell com l'escorga entorrinal i I'hipocamp. Durant la regulacié de l'efecte
anorexigen, NT treballa conjuntament amb la leptina per controlar la ingesta d'aliments
digerits, ja que les neurones NT estan co-localitzades amb receptors leptina (LepR) en
I'hipotalem lateral. A més, la NT alliberada per neurones de I'hipotalem, pot modular
I'alliberament de dopamina (DA) a través del RNT1, que estan localitzats a I'area
mesolimbica, donant lloc a la regulacié del centre de sacietat. En els processos
d'aprenentatge i memoria, NT indueix la transmissié del glutamat en les arees cognitives
del cervell, resultant en una millora de la plasticitat sinaptica, un procés essencial en la
funcid cognitiva®.

La vida mitjana de NT en la circulacid i el cervell és de 2 a 6 min i 15 min,
respectivament?’?,
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2.2. Neurotensina i Obesitat

L'obesitat s'associa amb inflamacié periférica, resisténcia a la insulina i alts nivells
d'estrés oxidatiu?®28, A més, I'obesitat pot conduir a la neurodegeneracid i la disrupcié
dels processos d'aprenentatge i memoria?9%:30%,302,

Alguns estudis en humans i models animals suggereixen un vincle entre NT i I'obesitat.
S'han observat nivells més baixos de NT a plasma en subjectes amb obesitat morbida en
comparacié amb controls amb pes normal®. També s'ha demostrat que els nivells de NT
augmenten després de la col-locacié de la banda gastrica i les cirurgies de bypass®?°?,
fet que suggereix que la regulacié de la secrecid de NT esta alterada en |'obesitat?®3,

Un estudi clinic va demostrar que la proneurotensina plasmamica (pro-NT), molécula
precursora de la NT amb major estabilitat molecular, s'allibera en quantitats equimolars
similars a la NT circulant, en condicions fisiologiques?®*. Aquest estudi va trobar que la
pro-NT es va convertir en NT activa®®.

Es va observar un alt nivell de pro-NT en pacients obesos i amb resisténcia a la insulina.
La pro-NT es va convertir en NT i va estimular I'absorcié de greixos al unir-se als
receptors intestinals de NT i també va estimular el nervi vago, que a la vegada activa
I’hipotalem, i dona una sensacié de sacietat”?792%, A més, en |'estudi de Melander et al.
van trobar que les altes concentracions plasmatiques de pro-NT es van associar amb el
desenvolupament de DM2, malalties cardiovasculars, cancer de mama i mortalitat
cardiovascular.

En conjunt, tots aquests resultats suggereixen que en |'obesitat hi ha una reduccid dels
nivells de NT cerebral i un augment dels nivells plasmatics de pro-NT. Aixi, és possible
que es produeixi "resisténcia a NT" en I'obesitat?®,

En resum, una major ingesta de greixos en condicions obeses pot promoure
I'alliberament de NT per millorar I'absorcié de greixos, la qual cosa condueix a una
acumulacié de greix en els organs viscerals i al desenvolupament de I'obesitat. A més,
una dieta alta en greixos a llarg termini resulta en la disrupcié de la senyalitzacié central
de NT i I'esgotament ional de la leptina. De tal manera que hi ha una disminucié de
I'efecte anoréxic que condueix a I'obesitat. A més, I'acumulacié d'alts nivells de greix, en
associacié amb una alteracié en la senyalitzaciéd NT, pot afectar la plasticitat sinaptica i
posteriorment provocar un declivi cognitiu309:312:313,

Cada vegada hi ha més consciencia que el NT té un paper important en |'absorcié de
greixos en organs viscerals i en la regulacid de la funcid cerebral en condicions
fisiologiques. Els canvis en els nivells de NT es van observar en diverses condicions
patologiques, concretament en les associades a I'obesitat i el declivi cognitiu. L'obesitat
en si mateixa pot conduir al declivi cognitiu. L'administracié de NT exdgena influeix en
I'efecte anorexic a nivell de I'hipotalem, probablement mitjancant la senyalitzacié de
leptina, i s'associa amb la modulacié de l'aprenentatge i la memoria mitjancant una
activacio del sistema glutamatergic en arees cognitives cerebrals.

No obstant aix0, el mecanisme subjacent i I'efecte de la NT sobre la cognicié en
condicions obeses encara no sén clars. Els estudis futurs estan obligats a aclarir aquestes
troballes preliminars?®.
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2.3. Neurotensina i la MFGNA

Després de I'estudi de Li et al.?’° es va demostrar, en subjectes humans, que nivells
plasmatics més alts de pro-NT es van associar amb |'obesitat i la resisténcia a la insulina,
a més de duplicar el risc de desenvolupar obesitat més tard en subjectes no obesos. Aixi
es va demostrar una relacié directa entre NT i I'augment de I'absorcié intestinal del greix
i I'obesitat, i es va postular que la NT podria ser un marcador pronostic de I'obesitat
futura i una diana potencial per al tractament de malalties relacionades amb I'obesitat.

Per tal d'augmentar el coneixement de la MFGNA i la seva associacié amb |'obesitat i les
seves complicacions metaboliques, es realitza el seglient estudi per analitzar els nivells
plasmatics de NT en pacients amb MFGNA associada a I'obesitat severa, no existint cap
altra publicacié fins la data del nostre primer estudi que relacioni NT i MFGNA.
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IV. HIPOTESIS | OBJECTIUS

Com que els nivells plasmatics de NT s'han associat amb la preséncia d'obesitat i la
sindrome metabolica, la NT pot associar-se a la preséncia de MFGNA i ser un possible
biomarcador d’EHNA.

Tenint en compte aquesta hipotesi, els objectius del nostre primer estudi?®® van ser els
seglents:

- Determinar els nivells plasmatics de NT en relacié amb |'obesitat.

- Determinar nivells plasmatics de NT en pacients amb obesitat i fetge normal,
esteatosi simple i EHNA.

- Investigar si els nivells plasmatics de NT podrien ser un biomarcador d’EHNA.

Després dels resultats del nostre primer estudi i de la literatura publicada
posteriorment, es va decidir realitzar un segon estudi3%, els objectius del qual van ser
els seglients:

- Determinar els nivells plasmatics de pro-NT en pacients amb MFGNA associada
a obesitat severa.

- Analitzar la seva possible relacié amb I'expressié génica hepatica dels principals
gens del metabolisme lipidic hepatic.
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V. MATERIAL | METODES

Subjectes

Tots dos estudis van ser aprovats pel Comité d'Etica investigadora de I'Hospital
Universitari de Tarragona Joan XXIII (CEIm; 23¢c/2015). Tots els participants van donar
el seu consentiment informar per escrit. La poblacié del primer estudi?® van ser 71
dones: 20 controls amb pes normal (IMC <25 kg/m2) i 51 dones amb obesitat morbida
(OM; IMC> 40 kg/m?2). En el segon estudi*® es van incloure 74 dones: 18 controls i 56
dones amb OM. Es van incloure alguns pacients més que en el primer estudi, encara que
la gran majoria eren els mateixos pacients, per respondre al calcul de la mostra.

Vam realitzar tots dos estudis només en dones per evitar interferencies de factors de
confusio, com el génere.

Les biopsies hepatiques es van obtenir de dones amb OM durant la cirurgia bariatrica
laparoscopica programada. Totes les biopsies es van utilitzar amb finalitats
diagnostiques cliniques.

La MFGNA es va diagnosticar utilitzant els seglients criteris:
- Patologia hepatica
- Laingesta < 10 grams d'etanol al dia.

Els criteris d'exclusid per a pacients amb OM van ser:

- Us concurrent de farmacs causants d'esteatosi hepatica

- Pacients que prenen medicaments que redueixen lipidics, inclosos agonistes de
PPARa o PPARYy.

- Pacients diabétics que reben insulina o prenen medicaments susceptibles d'influir
en els nivells d'insulina endodgena.

- Pacients menopausiques i postmenopausiques o que prenen tractament
anticonceptiu.

- Pacients amb malaltia aguda, evidéncia actual de malalties inflamatories o
infeccions agudes o croniques o malalties malignes terminals.

En el primer estudi, vam trobar 16 dones amb OM que tenien DM2, un diagnostic basat
en directrius de |'Associacio Americana de Diabetis. El 42% de les dones amb MFGNA
tenien DM2. Quatre d'elles seguien un tractament dietétic i dotze estaven prenent
medicaments antidiabetics. A més, 13 dones tenien dislipémia i 7 d'elles van rebre
terapia hipolipemiant.

En el nostre segon estudi; en la cohort de subjectes amb obesitat, 17 dones tenien DM 2.
El 23% de les dones amb MFGNA tenien DM2. A més, 15 dones tenien dislipémia i el
60% van rebre tractament hipolipemiant. La HTA va estar present en 27 dones, de les
quals el 78% va rebre tractament antihipertensiu.
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Estudi histologic de les biopsies hepatiques

Les mostres hepatiques es van tenyir amb hematoxilina i eosina, i el tricrom de Manson,
i van ser valorades per hepatolegs experimentats utilitzant métodes previament
descrits3'6317 Es van avaluar les mostres hepatiques en funcio de la preséncia i el grau
d’esteatosi macrovesicular per ES; i segons la inflamacié portal i lobular, la fibrosi
(intensitat i ubicacid), la balonitzacié hepatocel-lular i la hialina de Mallory, per
identificar mostres d’EHNA.

Mostres amb menys d’un 5% d’esteatosi macrovesicular sense la preséncia d'inflamacié
es va definir com el fetge normal.

Els pacients amb OM es van subclassificar en els seglients grups en funcié de la seva
patologia hepatica: histologia hepatica normal (HN, n=183%; n=203%), ES (n=15%%;
n=173%) i EHNA (n=18%%%; n=193%), Cap dels pacients amb EHNA de la nostra cohort
presentava fibrosi o cirrosi.

Analisi bioquimic

Els parametres bioquimics es van analitzar utilitzant un analitzador automatic
convencional després de 12 hores de dejuni. Es va estimar la resistéencia a la insulina
mitjancant I'avaluacio de I'homeostasi de resisténcia a la insulina model 2 (HOMAZ2-IR).

Els nivells plasmatics de NT es van determinar amb un immunoassaig multiplex utilitzant
el kit MILLIPLEX MAP Human Neuropeptide Magnetic Bead Panel (MilliporeSigma,
Burlington, Massachusetts) i I'instrument Bio-Plex 200 en el centre de ciéncies 0miques
(Universitat Rovira i Virgili), segons les instruccions del fabricant3%3,

Els nivells plasmatics de pro-NT es van mesurar utilitzant |'assaig esfingotest® pro-NT
(SphingoTec GmbH, Hennigsdorf, Alemanya). Es tracta d'un immunoassaig de
quimioluminescencia en sandwich que utilitza dos anticossos monoclonals dirigits
contra pro-NT (tracador i de captura). L'assaig es va calibrar utilitzant dilucions de pro-
NT. Mostres / calibradors (50 pl) en plaques de 96 pous recobertes de poliestiré blanc
(Greiner Bio-One International AG, Austria). Després d'afegir mAb anti-pro-NT marcat
(200 L), les plaques van ser incubades durant 20 hores a 22 °C, sense agitar. El tracador
no lligat es va retirar mitjancant una solucié de rentat (350 ul per pou, quatre vegades),
i la quimioluminescéncia restant es va mesurar durant 1 segon per pou, utilitzant el
lector de luminescéncia de placa de microtimetres Center LB 960 (Berthold Technologies
GmbH & Co. KG, Alemanya). Els nivells pro-NT van ser determinat per una corba de
calibratge de cinc punts (5.9 - 482 pmol/L). Els calibradors i les mostres es van processar
per duplicats amb un coeficient de variacié requerit <15% entre duplicats. S'ha notificat
el valor mitja dels duplicats per a cada mostra. La sensibilitat analitica (limit de deteccid)
va ser de <3 pmol/L, i el rang mesurable va ser de 5.9 - 482 pmol/L.

Expressio genica hepatica

Les mostres hepatiques recollides durant la cirurgia bariatrica es van conservar a
RNAlater (Qiagen, Hilden, Alemanya) a 42C i després es van processar i emmagatzemar
a 80°C. L'ARN total es va extreure dels teixits mitjancant I’ds del mini kit RNeasy (Qiagen,
Barcelona, Espanya). La transcripcid inversa a cDNA es va realitzar amb el kit d’'RNA a
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cDNA d’alta capacitat (Applied Biosystems, Madrid, Espanya). La PCR quantitativa en
temps real es va realitzar amb I’assaig TagMan predissenyat per Applied Biosystems per
a la deteccio de SREBP1c, SREBP2, ABCG1c, ABCA1, ACC1, CPT1A, CROT, PPARY, PPARS,
PPARa, FAS, LXRa, FXR i FABP. L'expressid de cada gen es va calcular en relacié amb
I'expressié de I'ARN 18s. Totes les reaccions es van fer per duplicat en plaques de 96
pous mitjangant el sistema de PCR en temps real rapid 7900HT (Applied Biosystem,
Foster City, CA, EUA).

Analisi estadistic

En el primer estudi, tots els valors reportats s'expressen com a mitjana * desviacié
estandard (DE) o mediana (percentil 25" — percentil 75%), depenent de la variable. Les
diferencies entre grups d'estudi es van calcular mitjancant la prova T de Student o
I'analisi unidireccional de variancia (ANOVA). La forca d'associacié entre variables es va
calcular utilitzant el metode de Pearson (variables parametriques) i la prova de
correlacié Q de Spearman (variables no parametriques). P <0.05 es va considerar
estadisticament significatiu.

Acceptant un risc de 0,05 i un risc de <0.2 en un contrast bilateral, es van necessitar 20
participants per grup per detectar una diferéncia de 0.2 unitats. Es va suposar que la
desviacié estandard comuna (DE) era de 0.3.

En el segon estudi, les dades es van analitzar mitjancant el paquet estadistic SPSS / PC +
for Windows (versié 23.0; SPSS, Chicago, IL, EUA). La prova de Kolmogorov-Smirnov es
va utilitzar per avaluar la distribucio de variables. Les variables continues es van reportar
com a mitjana (DE) i les variables no continues amb la mediana i l'interval (percentil 25
— percentil 75%). Les diferents analisis comparatives es van realitzar mitjancant una
prova no parametrica de Mann-Whitney U o prova de Kruskal-Wallis, segons la
preséncia de dos o més grups.

La forca de I’associacid entre variables es va calcular mitjangant el métode de Spearman.
Els valors p <0.05 van ser considerats estadisticament significatius.
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VI. RESULTATS

VLI. Nivells plasmatics de neurotensina baixos en dones
amb MFGNA?2%

Caracteristiques basals dels subjectes
Les caracteristiques generals i determinacions bioquimiques de la poblacid estudiada es
mostren a la Taula 5:

Obesitat morbida (n=51)

Pes normal (n=20)

Fetge normal

MFGNA (n=33)

Colesterol (mg/dl)
cHDL (mg/dl)
cLDL (mg/dl)

AST (U/L)

ALT (U/L)

GGT (U/L)

FA (U/L)

197.59 + 30.21°
61.61 + 15.26°
114.46 + 28.85
19.38 +4.87°
16.12 +5.16°
15.76 £9.21°
55.71 + 14.67°

166.60 £ 29.64
48.52 +13.45
89.61 + 25.27
22.69+7.18
22.78 £11.05
22.39+21.51
60.33 + 11.50

(n=18)

Edat (anys) 43.50 + 6.54 44.54 + 10.02 48.04 + 9.65
Pes (Kg) 57.27 + 8.48° 117.74+15.67  120.86 + 17.57
fii;:::;ffcrri';da de 73.33 + 8.45° 130.08 + 17.81 131.35 + 10.08
IMC (Kg/m? 22.35 £ 2.00° 47.15 £ 5.99 48.47 £ 7.56
Glucosa (mg/dI) 92.17 + 11.68° 90.58 + 18.11 123.69 v 27.70°
Insulina (mIU/I) 8.50 + 5.11° 12.87 +8.18 21.55 +24.53
HbA1c (%) 4.69+0.27° 5.02 +0.70 6.01+ 1.62°
HOMA2-IR 1.14 £ 0.69° 1.51+1.05 2.88 +2.00
TG (mg/dI) 90.32+55.06° | 135.74+64.18  192.79+98.37°

182.34 + 34.39
38.87 + 7.86°
107.61 + 28.87°
44.10 +32.12°
45.31 % 27.63°
33.47 £ 21.59
70.41 +15.66°

Taula 5. Les dades es mostren com a mitjana + DE. La resisténcia a la insulina s'estima
amb HOMAZ2-IR. @ Diferéncies significatives entre els controls de pes normals i els
pacients amb MFGNA i OM (p<0.05). ® Diferéncies significatives entre pacients amb
fetge normal i OM, i pacients amb MFGNA i OM (p< 0.05)

En primer lloc, vam classificar els pacients assignant-los a dos grups en funcié del seu
IMC: dones amb pes normal (IMC <25 kg/m2; n=20) i dones amb OM (IMC> 40 kg/m2;
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n=51). Els dos grups eren comparables en termes d'edat (p=0.175). No és sorprenent
gue les analisis bioquimiques indiquessin que els pacients amb OM tenien nivells
significativament més alts de glucosa en dejq, insulina, hemoglobina glicosilada (HbA1c),
HOMAZ2-IR, TG i colesterol total (p<0.05) que les dones amb pes normal. El colesterol
lligat a la lipoproteina d'alta densitat (cHDL) era significativament més baix en pacients
amb OM que en el grup de pes normal (p<0.001).

A continuacid, vam classificar els pacients amb OM segons la seva patologia hepatica,
dividint-los en HN (n=18) o MFGNA (n=33). Vam trobar que els nivells de glucosa, HbAlc,
TG i cHDL eren significativament més alts en pacients amb MFGNA que en pacients amb
HN (p<0.05). A més, cHDL va ser significativament més baix en dones amb OM i MFGNA
(p=0.008). Pel que fa als enzims hepatics, I'AST, I'ALT i la fosfatasa alcalina (FA) van ser
més alts en pacients amb MFGNA (p<0.05).

Nivells plasmatics de NT

Els nivells plasmatics de NT es van quantificar en dones de pes normal i en dones amb
OM, amb o sense MFGNA. El resultat principal va ser que els nivells plasmatics de NT
van ser significativament més baixos en dones amb OM i MFGNA (3.62 + 0.85 ng/ml)
que en dones amb OM sense MFGNA (11.65 + 1.95 ng/ml) i en subjectes amb pes normal
(13.68 + 2.58 ng/ml) (p=0.001 i p=0.001, respectivament, Figura 14). No obstant aixo,
els nostres resultats van indicar que no hi havia diferéncies significatives entre dones
amb pes normal i pacients amb OM sense MFGNA (p=0.535).

p=0.001
20+

p=0.535
154 1 p=0.001

=

Neurotensina (ng/ml)
o

5_
Controls oM oM
pes normal - MFGNA + MFGNA
n=20 n=18 n=33

FIGURA 14. Nivells plasmatics de NT en controls amb pes normal, en pacients amb OM
sense MFGNA i en dones amb OM i MFGNA. Els resultats es mostren com a mitjana
DE. P<0.05 es considera estadisticament significativa.
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A més, com que el 65% de les dones amb OM van ser diagnosticades de MFGNA a través
de la histologia hepatica, els nivells plasmatics de NT van ser significativament més
baixos en tota la cohort OM (6.4 5+ 1.02 ng/ml) que en dones amb pes normal (p=0.017).

No hi va haver diferencies significatives entre els nivells plasmatics de NT en dones amb
OM i MFGNA/sense DM2 (2.32 + 1.18 ng/ml) i en dones amb OM i MFGNA/amb DM?2
(5.38 £ 3.12 ng/ml) (p=0.178).

Pel que fa al tractament, no hi va haver diferéncia en els nivells plasmatics de NT entre
els pacients amb MFGNA que prenien medicaments antidiabétics orals (5.86 + 2.53
ng/ml)iels que no el prenien (2.64 + 2.22 ng/ml) (p=0.242). També pel que fa als farmacs
hipolipemiants, no hem trobat diferéncies significatives amb el tractament (4.96 + 1.98
ng/ml) o sense ell (2.74 + 2.35 ng/ml) (p=0.458). La distribucié de farmacs es mostraa la
taula 6:

Obesitat morbida (n=51)
Fetge normal

MFGNA (n=33)

(n=18)

Antidiabétics orals (n=12)
Metformina 2 8
Metformina + Glimepiride - 2
Hipolipemiants (n=7)

Estatines
Simvastatina 1 2
Pravastatina - 1
Fluvastatina - 1

Fibrats
Gemfibrozil - 2

Taula 6. No hi va haver diferencies estadisticament significatives entre els nivells de NT
en pacients amb MFGNA que prenen antidiabétics orals (p= 0.242) o els que prenen
hipolipemiants (p=0.458).

Per estudiar el possible efecte de NT en el grau de MFGNA, vam classificar les dones amb
OM segons la seva patologia hepatica. No vam trobar diferéncies en els nivells
plasmatics de NT entre dones amb ES (4.45 + 1.74 ng/ml) i dones amb EHNA (2.92 + 0.59
ng/ml, p=0.415, Figura 15)

62



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

NEUROTENSINA I PRONEUROTENSINA COM BIOMARCADOR DE LA MALALTIA PER FETGE GRAS NO ALCOHOLIC ..
Beatriz villar Nad¥gUrotensinaiProneurotensina com biomarcador de la malaltia per fetge gras no alcoholic |

p<0.001
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FIGURA 15. Nivells de NT en dones amb OM i subdividides segons la histopatologia
hepatica (HN, ES o EHNA). Els resultats es mostren com a mitjana + DE. p< 0.05 es
considera estadisticament significativa.

Correlacid entre els nivells plasmatics de NT i els valors
bioquimics

Vam trobar que els nivells plasmatics de NT estaven inversament
correlacionats amb la glucosa (r= -0.531, p<0.001), insulina (r= -0.391,
p=0.002), HOMAZ2-IR (r=-0.496, p <0.001) i TG (r=-0.277, p=0.023); i que es
correlacionaven positivament amb cHDL (r= 0.275, p=0.025).
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V.II. Nivells circulants de pro-neurotensinai la seva
relacié amb EHNA i el metabolisme dels lipids hepatics3®

Caracteristiques basals dels subjectes

Les caracteristiques generals i determinacions bioquimiques de la poblacid estudiada es
mostren a la taula 7.

Obesitat morbida (n=56)
Pes normal
(n=18) Fetge normal MFGNA ES EHNA
(n=20) (n=36) (n=17) (n=19)
Edat (anys) 43.50 £ 6.73 44.54 +10.02 48 +9.79 46.19 +10.78 49.63+8.78
115.5 119.5
- a - —
Pes (Kg) 54.2 (51 - 65.43) (41.54— 50.79) (109 129.75) 120 (109.80 - 134) 119 (107 — 123)
Circumferéncia s s
de cintura (685 - 82.5)3 125.25 (115 -144) 130 (124 —136.5) 133 (124 - 137) (122.75 - 133)
(em)
2) 21.97 46.41 46.5 46.87 46.2
IMC (Kg/m (20.79-24.08) | (41.53-50.79) (44.03 - 51.69) (43.03-56.09)  (44.26 —48.59)
Glucosa 90 (84.5-98.50)2 83(76-95 116 (103 —152)b 1155 116 (103 —152)d
(mg/dl) (84. 50) (76 - 95) ( ) (101.5-139.25)¢ ( )
Insulina 16.31 17.6 15.24
— a —_
(mi1u/1) 7.8 (4.90-10.06) 11(7:31-14.03) (10.69 —24.26)b (10.60 — 25.4) (10.78 —22.50) ¢
HbA1c (%) 5(4.6-5.3)2 5(4.6—5.3) 5.5(5-6.5)b 5.8(5-6.2)¢ 5.1(4.9-6.6)
1.05 B s B N .
HOMA2-IR (0.60—1.30)2 1.15(0.90-1.65) 2.3 (1.45-3.4) 2.65(1.30-3.45) 2 (1.50-3.20)
85 124 162 168 160
TG (mg/dl) (52.5-169.25)2 (75 - 167) (122.50-239)b (109.37- 243.75) (124 —239)
Colesterol
197.59 +30.212 166.60 + 29.64 181.14 +34.12 177.25 +36.29 184.42 +32.81
(mg/dI)
cHDL (mg/dl) 64 (49.75-73)2 48 (40 - 57) 38.10 36.5(29-41.05)¢ 41 (36.75-44)¢
‘ (35.75-43.25)b ' : :
cLDL (mg/dl) 114.46 + 28.85 89.61 + 25.27 107.01 +29.12°b 105.49 + 30.69 108.53 +28.38¢
19.5 B b e 36.5
AST (U/L) (15.25 - 22.50) 21(18.25-26.25) 32 (24.75-54) 31.5(25.25 —54) (20.50-52.50)
ALT (U/L) 15 (11.50-20.50)@ | 18.5 (16 —27.25) 35 (27 - 53)k 33 (27.50-51.25)¢ 37 (24 -62)¢
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GGT (U/L) 11(9-21) 17 (10.50-26)  27.5(15.75-43)b 30 (16 - 41)
FA (U/L) 55.71+14.672 60.33 +11.49 70.80 £15.71°b 68.87+ 15.58¢
Pro-NT 113.9 81.53 108.07 112.59

(pmol /L) (85.21-147.93) | (50.76-108.39)  (73.75-149.40)®  (50.94—151.16)

25 (15 - 66)

72.51 + 16.074

102.02
(83.37-148.7)¢

Taula 7. Les dades es mostren com la mitjana £ DE o mediana (25 - 75), depenent de la
variable. La resisténcia a la insulina s'estima amb HOMAZ2-IR. @ Diferencia significativa
entre els controls de pes normals i els pacients amb OM (p<0.05). ® Diferéncies
significatives entre pacients amb fetge normal i MFGNA (p<0.05). ¢ Diferéencies
significatives entre pacients amb fetge normal i ES (p<0.05). ¢ Diferéncies significatives

entre pacients amb fetge normal i EHNA (p< 0.05).

En primer lloc, vam classificar els pacients assignant-los a dos grups en funcié del seu
IMC: dones amb pes normal (IMC <25 kg/m2; n=18) i dones amb OM (IMC> 40 kg/m2;

n=56). Els dos grups eren comparables en termes d'edat (p=0.079).

Els analisis bioquimics van indicar que els pacients amb OM tenien nivells
significativament més alts de glucosa en deju, insulina, HOMA2-IR, Hb1lAc, TG i
colesterol total (p<0.05) que les dones amb pes normal. La cHDL va ser significativament
més baixa en pacients amb OM que en el grup de pes normal (p<0.001). Els nivells d'AST,
ALT i FA van ser significativament més alts en pacients amb OM en comparacié amb els

que tenien un pes normal.

A continuacid, vam classificar els pacients amb OM segons la seva patologia hepatica,
dividint-los com a HN (n=20) o MFGNA (n=36). Es va trobar que els nivells de glucosa,
insulina, HOMAZ2-IR, Hb1Ac, cLDL i TG eren significativament més alts en pacients amb
MFGNA que en pacients amb HN (p<0.05). A més, cHDL va ser significativament més baix
en dones amb OM i MFGNA (p=0.005). Pel que fa als enzims hepatics, L'AST, ALT i FAvan

ser més altes en pacients amb MFGNA (p <0.05).

Nivells circulants de pro-NT en la poblacid estudiada

Els nivells pro-NT en dones amb OM eren similars als de pes normal (Figura 16A). No es
van detectar diferéncies significatives en els nivells de plasma de pro-NT en pacients

amb OM i MFGNA amb OM2 o sense DM2 (p=0.11).

El resultat principal va ser que els nivells plasmatics pro-NT van ser significativament
més alts en OM amb MFGNA (108.07 ng/ml (73.75 — 149.40)) que en OM sense MFGNA

(81.53 ng/ml (50.75 — 108.39)), p=0.045 (Figura 16B).

Posteriorment, per estudiar el possible efecte de la pro-NT en el grau de la MFGNA, es
va classificar el grup de dones amb OM en HN, ES i EHNA. Vam trobar que hi havia
diferencies significatives entre els grups HN i MFGNA (p=0.03). No obstant aix0, no hem
trobat diferencies entre els grups ES i EHNA (Figura 16C). Tampoc s'ha trobat una
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correlacié significativa entre els nivells pro-NT i la inflamacié portal, lobulillar o la

balonitzacio.
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FIGURA 16. A) Nivells plasmatics de pro-NT entre les dones amb pes normal (PN) i OM.
B) Nivells plasmatics de pro-NT en dones amb OM amb HN i MFGNA. C) Nivells
plasmatics de pro-NT entre diferents nivells de gravetat de MFGNA (HN, ES, EHNA).
*p<0.05 es considera estadisticament significativa. PN: pes normal.

Pel que fa al tractament, no hi va haver diferencies significatives en els nivells plasmatics
de pro-NT entre els pacients amb MFGNA amb o sense medicament antidiabétic
(p=0.14). Aixi mateix, pel que fa als farmacs hipolipemiants, no hem trobat diferencies
significatives amb o sense tractament (p=0.20).

Expressid hepatica dels principals gens relacionats amb el
metabolisme dels lipids hepatics

Ates que s'ha descrit relacié de la pro-NT amb una major absorcié de lipids a nivell
intestinal, hem volgut analitzar si hi ha alguna associacié, en aquest sentit, entre els
nivells plasmatics de pro-NT i I'expressié génica dels principals gens del metabolisme
lipidic hepatic.

Es van analitzar els seglients gens d’acord amb la preséncia o no de MFGNA i la
subclassificacié histologica del fetge: Sterol regulatory element-binding (SREBP1c i
SREBP2), ATP-binding cassette sub-family G member 1 (ABCG1c), ATP binding cassette
subfamily A member 1 (ABCA1), acetyl-CoA carboxylase 1 (ACC1), carnitine
palmitoyltransferase 1A (CPT1A), carnitine O-octanoyltransferase (CROT), peroxisome-
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proliferator-activated receptor (PPARY, PPARa, PPARS), fatty acid synthase (FAS), liver X
receptor b (LXRb), farnesoid X receptor (FXR) i fatty acid-binding proteins (FABP).

Unicament es van trobar diferéncies significatives en I'expressié d aquets gens, tal com
mostra la figura 17.
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Figura 17. Diferencies en I'expressié hepatica de ARNm de SREBP2, ABCG1c, CROT, FAS,
LXRa ,PPRAYy i PPARS entre els grups d'HN vs. MFGNA i entre els grups HN, ES i EHNA.
* p<0.05 es considera estadisticament significativa.
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Correlacions dels nivells plasmatics de pro-NT amb els parametres
bioquimics del metabolisme lipidic i amb I'expressié hepatica dels
principals gens del metabolisme lipidic hepatic.

En primer lloc, com vam trobar nivells de pro-NT diferencials segons la preséncia de la
MFGNA, vam intentar determinar si hi havia una relacié entre els nivells circulants de
pro-NT i la inflamacié lobulillar o la preséncia de balonitzacié hepatica, perd no vam

poder trobar cap correlacié significativa ((rho=0.190; p=0.157) i (rho=0.173; p=0.199),
respectivament).

Després, donat que es va descriure una relacié entre la pro-NT i I'absorcid de lipids a
nivell intestinal, també vam intentar determinar si hi ha algun tipus d'associacio, en
aquest sentit, entre els nivells plasmatics de pro-NT i els parametres metabolics lipidics
i amb expressio d'ARNm dels principals gens relacionats amb el metabolisme dels lipids
hepatics.

Pel que fa als parametres bioquimics, que representen el metabolisme dels lipids, hem
trobat una correlacid positiva entre els nivells pro-NT i els nivells de cLDL (Figura 18).

Quan analitzem l'associacié amb I'expressié hepatica de gens del metabolisme lipidic
hepatic (SREBP1, SREBP2, ABCG1, ABCA1, ACC1, CPT1A, CROT, PPARa, PPARS, PPARY,
FAS, LXRa, FXR, LXRb, CD36, 1I-6, CYP7A, FABP, LCN2 i RBP4), no hem trobat cap
correlacié.

p=0.024
rho=0.271

LDL-C (mg/dL)

) ) Ll
0 100 200 300 400
pro-NT (pmol/L)

FIGURA 18. Correlacid entre els nivells plasmatics de pro-NT i cLDL. *p<0.05 es considera
estadisticament significativa.
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VIl. DISCUSIO

Els principals resultats del nostre primer estudi?®® indiquen que els nivells plasmatics de
NT van ser més baixos en dones amb OM i MFGNA. No hi havia diferéncia entre dones
amb pes normal i pacients amb OM sense MFGNA. Per tant, la presencia de MFGNA,
pero no d'obesitat, es va associar amb nivells plasmatics baixos de NT.

En el moment de l'estudi, s'havia fet escassa investigacid sobre I'associacié entre els
nivells circulants de NT i lI'obesitat. Per tant, es desconeixia el paper de la NT en 'obesitat
i els resultats bibliografics que havien eren controvertits.

D’acord amb els nostres resultats, Weiss et al. van trobar que els nivells de NT eren més
baixos en subjectes amb OM que en controls prims i que els nivells de NT van augmentar
després de la cirurgia bariatrica; no obstant aixd, no van estudiar l'associacié amb
MFGNAZ8. Christ-Chain et al. va demostrar, en el seu estudi, que la pro-NT circulant
s'incrementava després d'un bypass gastric bariatric en pacients amb obesitat severa;
suggerint que la regulacié de la secrecié de NT esta alterada en I'obesitat humana®.
Després del bypass gastric, hi ha una disminucié persistent de I’apetit que es
correlaciona amb un augment dels nivells de péptids, la qual cosa suggereix que la NT
pot ajudar a explicar els efectes persistents d'aquesta cirurgia sobre la sacietat.

Per contra, en un estudi del 2016 es va trobar un augment de les concentracions en
plasma de la pro-NT en subjectes obesos i amb resistencia a la insulina, perd no es va
estudiar la preséncia de MFGNA>. Li et al. va suggerir que NT pot jugar un paper en la
deposicid de greixos en models animals. Van demostrar que els ratolins deficients en NT
havien reduit |I'absorcié de greix intestinal i es podien protegir contra |'esteatosi hepatica
associada a un alt consum de greix>.

Les discrepancies entre les seves dades i les nostres es podrien explicar en les diferéncies
de sexe de la mostra i/o a la variabilitat d’analitzar els nivells sanguinis de la NT
(inestable) i la pro-NT (estable)®3.

A més, els estudis de Li et al. 27° han revelat que en el tracte gastrointestinal, el péptid
YY (PYY) i el peptid similar al glucagd-1 (GLP-1) sén coexpressats i coecretats juntament
amb NT en resposta a una amplia gamma d'estimuls, inclosos els acids biliars. També
van demostrar que NT actua de manera sinérgica amb GLP-1i PYY quan s'administra
perifericament. Per tant, és important reconeixer la NT dependent de I'estimul i la seva
possible abséncia en condicions patologiques3%.

Després del nostre primer estudi, Barchetta et al. 3% van demostrar que els subjectes
amb MFGNA, provat amb biopsia, tenien nivells plasmatics de pro-NT significativament
més elevats que els que no tenien MFGNA. A més, es va demostrar que els nivells
circulants de pro-NT es correlacionaven positivament amb la preséncia i gravetat de la
MFGNA. En pacients amb OM, també es va informar que els nivells circulants de pro-NT
es correlacionen positivament amb la presencia i gravetat de MFGNA, basat en els
parametres de la puntuacié de l'activitat de la MFGNA i l'evidéncia histologica
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d'inflamacid del teixit adipds visceral que condueix a una inflamacié sistémica de baix
grau, un augment d’acids grassos circulants, la resisténcia a la insulina i una deposicio
aberrant de greix a nivell hepatic!®. Aquests autors suggereixen que la NT podria ser
parcialment responsable de la patogénesi de MFGNA/EHNA mitjancant I'augment de
I'absorcié de greix intestinal i la induccid a condicions proinflamatories en el teixit
adipds'?,

La seglient taula resumeix els estudis amb les relacions entre els nivells plasmatics de
NT/pro-NT en pacients amb MFGNA/EHNA?2,

Referéncia Mostra Resultats
Obesitat amb MFGNA vs Obesitat sense MFGNA, 1
Bachettaetal. 28 subjectes amb obesitat sense MFGNA;  Pro-NT en plasma;
2018395 32 subjectes amb obesitat i MFGNA Pro-NT en plasma es correlaciona positivament amb
MFGNA, en preséncia i gravetat
Bachetta et al. Pro-NT en plasma es correlaciona positivament amb
1 40 subjectes amb OM MFGNA, en preséncia i gravetat; i la inflamacié en
2018

teixit adipds visceral

OM amb MFGNA vs. Pes normal, \ NT en plasma;
OM amb MFGNA vs. OM sense MFGNA, NT en
plasma;

No hi ha diferéncies amb la NT serica entre EHNA i ES

Auguet et al. 20 subjectes amb pes normal;
299 18 OM sense MFGNA;
2018
33 OM amb MFGNA

Taula 8. Estudis publicats de la relacié plasmatics de NT/pro-NT en pacients amb
MFGNA/EHNA.

Aixi doncs, en el nostre primer estudi mostrem que els nivells de NT eren més baixos en
dones amb MFGNA i OM i despres d'analitzar la discrepancia de resultats entre el nostre
estudii els publicats posteriorment, ensvam proposar reavaluar el paper del péptid NT
en la patogenesi de la MFGNA (analitzant els nivells pro-NT en lloc de la NT, donada la
seva inestabilitat) en una cohort de dones amb MFGNA associada a I'obesitat i, al mateix
temps, investigar la seva relacié amb el metabolisme lipidic.

Els resultats més rellevants obtinguts en aquest segon estudi®® indiquen que les dones
amb MFGNA associades a OM tenien nivells més elevats de pro-NT que les dones amb
OM sense MFGNA. A més, els nivells van ser majors en pacients amb EHNA que en els
del grup HN. També es va evidenciar una correlacié positiva amb els nivells de cLDL;
encara que, no hi havia cap associacié amb |'expressié hepatica de mRNA dels gens
hepatics relacionats amb el metabolisme lipidic.

D'una banda, cal destacar que en aquest estudi, no hem trobat diferéncies
estadisticament significatives entre els nivells de pro-NT en dones amb HN i amb OM,
de forma similars als estudis anteriors3%. | per un altre costat, els pacients amb MFGNA
tenien nivells més alts de pro-NT que els pacients amb OM en abséencia de MFGNA. Per
tant, la preséncia de MFGNA, pero no d'obesitat, es va associar amb nivells més elevats
de pro-NT plasmatica.

Aquests resultats sén similars als de Barchetta et al.!3%* i contradiuen els nostres
resultats anteriors que van reportar nivells baixos de NT en dones amb OM i MFGNA?%°,
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Aix0 es podria explicar per la molécula analitzada, ja que en el nostre estudi anterior?®®

vam analitzar per primera vegada els nivells de NT en MFGNA. Com alguns autors van
suggerir més tard, pro-NT (un fragment precursor de NT), és una molécula més estable??,
gue podria explicar aquestes discrepancies.

També en el present estudi, vam analitzar els nivells pro-NT segons la classificacid
histologica hepatica i vam trobar diferéncies significatives entre els grups HN i EHNA. No
obstant aix0, no hem trobat diferéncies rellevants entre ES i EHNA, tal com s'informa en
I'estudi de Barchetta et al.3%. Aixd probablement es deu a caracteristiques diferencials
entre poblacions, com ara I'edat, el sexe i I'lMC.

A més, no hem pogut trobar cap associacido entre els nivells pro-NT i la preséncia
d'inflamacié lobulillar o balonitzacié hepatica, segons es desprenen en un estudi recent
de Dongiovanni et al.3%”. Aquests autors també van descriure una interessant associacié
entre diverses variants genétiques de NT amb fibrosi avancada i hepatocarcinoma en
pacients amb MFGNA, que probablement afecta I'activitat de la proteina NT.

Amb tota aquesta evidéncia, alguns autors van considerar que la pro-NT és un péptid
implicat en la patogeénesi de la MFGNA/EHNA mitjangant una major absorcié de lipids
intestinals i induccid de condicions proinflamatories en el teixit adip6s'2.

Finalment, vam voler determinar si la pro-NT estava relacionada amb el metabolisme
lipidic, ja que la NT pot augmentar |'absorcié intestinal dels lipids!'. En aquest sentit,
vam trobar una correlacié positiva amb els nivells de cLDL. Els nostres resultats van ser
coherents amb els de Barchetta et al., on també descrivien una correlacid positiva entre
els nivells de LDL i de pro-NT*!. Perd aquesta associacié pot resultar dificil d’explicar, ja
gue els nostres pacients amb OM, que presentaven nivells més baixos de pro-NT, també
mostraven nivells més reduits de cLDL davant els casos control; aix0 es pot deure a
diferents fets. Primer, els nostres pacients obesos no tenien dislipémia severa,
Unicament 15 d’ells presentaven dislipémia lleu i 9 dels quals estaven sota tractament
amb estatines. En segon lloc, els nostres pacients amb OM es van sotmetre a una dieta
hipocalorica molt estricta durant tres mesos abans de la cirurgia, mentrestant que els
nostres casos controls van mantenir una dieta normal.

Curiosament, en els pacients amb OM, a mesura que progressa la MFGNA, els nivells de
pro-NT augmenten; aquest fet promou I'absorcio de lipids intestinals i es desencadena
I’augment de cLDL circulant3%8,

A continuacié, vam analitzar |'expressié hepatica d'alguns gens relacionats amb el
metabolisme lipidic. Aixi, vam trobar diferencies en I'expressié de SREBP2, ABCGlc,
CROT, FAS, LXRa, PPARy i PPARS en la nostra cohort de pacients amb OM amb o sense
MFGNA.

En aquest sentit, els nostres pacients amb MFGNA van mostrar un augment en els nivells
d'expressio de SREBP2 i ABCG1, gens implicats en la secrecié de lipoproteines, i CROT i
FAS, que estan relacionats amb I'oxidacid lipidica i I'acumulacié de lipids hepatics®?.
D'altra banda, els nostres pacients amb MFGNA havien reduit els nivells de PPARS i
PPARYy, relacionats amb una major sensibilitat a la insulina32°,

72



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

NEUROTENSINA I PRONEUROTENSINA COM BIOMARCADOR DE LA MALALTIA PER FETGE GRAS NO ALCOHOLIC .
Beatriz Villar NaddgUrotensinaiProneurotensina com biomarcador de la malaltia per fetge gras no alcoholic |

Quan vam avaluar la possible relacié dels nivells pro-NT amb |'expressid hepatica
d'aquests gens relacionats amb el metabolisme lipidic, no vam poder demostrar cap
associacié. En aquest sentit, en I'estudi de Barchetta et al., els nivells de plasma de pro-
NT es van associar amb alts nivells de TG després d'ajustar-se als multiples factors de
confusio3? .

Es important esmentar que, en tots dos estudis, la nostra poblacié estudiada va
permetre establir una relacié clara entre els nivells plasmatics de pro-NT/NT i les dones
amb OM i MFGNA, sense la interferéncia de factors de confusid, com el sexe o I'edat,
pero que ens porta a la limitacid de que aquests resultats no es poden extrapolar a
homes, dones d'altres edats o individus amb sobrepés o HN.

Alguns pacients de la nostra mostra estaven tractats amb antidiabétics orals o farmacs
hipolipemiants. Aquests farmacs tenen impactes potencials en el transport bilis que es
va demostrar que afectaven la secrecié d'altres péptids intestinals3!!. Per tant, en tots
dos estudis, vam estudiar l'efecte d'aquestes terapies en els nivells plasmatics de
NT/pro-NT i no vam trobar diferéncies estadisticament significatives entre els pacients
gue estaven en terapia i els que no.

Aixi, en resum, el nostre estudi va confirmar que els nivells pro-NT sén elevats en
MFGNA/EHNA i s'associen a nivells de cLDL. Per tant, encara que es necessiten més
estudis per confirmar el paper del pro-NT en la progressié de MFGNA i avaluar aquesta
molécula com a possible diana terapeutica d’EHNA, sembla estar relacionada amb el
desenvolupament d'aquesta malaltia tan prevalent.
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VIII. CONCLUSIO

En la present tesi doctoral, composta pels dos estudis on s’ha analitzat el rol de la
neurotensina en la malaltia per fetge gras no alcoholic, es pot concloure que:

- En primer lloc, el metabolisme de la neurotensina sembla estar alterat en la
MFGNA en dones amb obesitat morbida.

- Per un costat, la concentracié circulant de neurotensina podria disminuir en
dones amb obesitat morbida i MFGNA respecte a dones amb obesitat morbida
gue no presentessin MFGNA o dones amb pes normal; per tant, sembla que la
preseéncia de MFGNA s’associa amb alteracié dels nivells plasmatics de
neurotensina, pero no I'obesitat.

- Per un altre costat, els nivells de pro-neurotensina (precursor estable de la
neurotensina) semblen estar incrementats en presencia de diabetis mellitus tipus
2, i també quan es presenta MFGNA, concretament en I'esteatohepatitis no
alcoholica, en dones amb obesitat morbida.

- Finalment, existeix una associacioé positiva entre els nivells de pro-neurotensina i
els de cLDL, el que reforca el fet de que la neurotensina té un paper fonamental
en el metabolisme lipidic. Per tant, podria arribar a proposar-se com a possible
diana terapeutica per a EHNA, tot i que serien necessaris més estudis en aquest
sentit.
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Abstract: Recent studies suggest a link between pro-neurotensin (pro-NT) and nonalcoholic fatty
liver disease (NAFLD), but the published data are conflicting. Thus, we aimed to analyze pro-NT
levels in women with morbid obesity (MO) and NAFLD to investigate if this molecule is involved in
NAFLD and liver lipid metabolism. Plasma levels of pro-NT were determined in 56 subjects with
MO and 18 with normal weight (NW). All patients with MO were subclassified according to their
liver histology into the normal liver (NL, n = 20) and NAFLD (n = 36) groups. The NAFLD group had
17 subjects with simple steatosis (SS) and 19 with nonalcoholic steatohepatitis (NASH). We used a
chemiluminescence sandwich immunoassay to quantify pro-NT in plasma and RT-qPCR to evaluate
the hepatic mRNA levels of several lipid metabolism-related genes. We reported that pro-NT levels
were significantly higher in MO with NAFLD than in MO without NAFLD. Additionally, pro-NT
levels were higher in NASH patients than in NL. The hepatic expression of lipid metabolism-related
genes was found to be altered in NAFLD, as previously reported. Additionally, although pro-NT
levels correlated with LDL, there was no association with the main lipid metabolism-related genes.
These findings suggest that pro-NT could be related to NAFLD progression.

Keywords: pro-neurotensin; neurotensin; nonalcoholic fatty liver disease; nonalcoholic steatohepati-
tis; lipid metabolism

1. Introduction

The most common cause of chronic liver disease in adults and children is a non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD), associated with the global obesity epidemic and
metabolic syndrome [1,2]. Due to this clinical magnitude, it has become a priority to
improve our knowledge about its pathophysiology to find effective treatments [3]. One
molecule related to the pathophysiology of obesity is neurotensin (NT). However, its
relationship with NAFLD is uncertain.

NT is a 13 amino acid peptide that is expressed and released in the central nervous
system and the gastrointestinal tract, predominantly in specialized enteroendocrine cells
of the small intestine [4]. NT is involved in the metabolism of nutrients, such as the
metabolism of fats in the small intestine [5]. Moreover, this molecule can also act as a
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neuromodulator that regulates the anorectic effect [6]. Increased plasma levels of pro-
neurotensin (pro-NT), a stable precursor fragment of NT, are associated with an increased
risk of type 2 diabetes mellitus (T2DM), cardiovascular disease, and death [7]. Previous
reports from human and animal studies suggest a relationship between obesity and NT.
Plasma NT levels have been found to be lower in patients with morbid obesity (MO) than
in normal-weight (NW) controls [8]. In addition, after gastric band and bypass surgeries,
an increase in NT levels has been observed [9,10]. Postprandial plasma pro-NT levels
(relative to neuromedin N levels) have also been shown to be enhanced after gastric bypass
surgery, which suggests the regulation of pro-NT secretion is altered in human obesity [11].
Moreover, another study reported that three months after gastric bypass surgery, there was
a significant release of NT in some patients, while there were undetectable levels prior to
the surgery when patients underwent an oral glucose test [12]. However, subjects with
obesity and/or insulin resistance (IR) presented elevated plasma pro-NT levels [5]. In
addition, fasting pro-NT levels were reported to be associated with T2DM, cardiovascular
disease, and breast cancer without obesity [7]. Additionally, NT-deficient mice showed a
significant reduction in intestinal lipid absorption and were protected from progressing
to obesity, hepatic steatosis, and IR induced by a high-fat diet [5]. In humans, the same
study demonstrated that elevated plasma pro-NT was associated with obesity and IR and
increased the risk of developing obesity in the future for NW subjects.

Regarding NAFLD, our research group was the first to analyze circulating levels of
NT in women with MO and NAFLD. We found significantly lower levels of NT in patients
with MO and NAFLD than in NW subjects or patients with MO without NAFLD [8].
However, Barchetta et al. [13,14] subsequently reported that subjects with NAFLD had ele-
vated plasma pro-NT levels relative to those without NAFLD. Furthermore, these authors
demonstrated that circulating levels of pro-NT were positively correlated with the presence
and severity of NAFLD. These results, which conflicted with ours, made us reconsider our
previous study of NT and its relationship with NAFLD. This contradiction could be due to
the variability of analyzing plasma levels of NT [15] or to other unknown reasons.

In the previous study, we found declined levels of NT in NASH [8]. Therefore, we
could hypothesize that NT degradation patterns can be altered during NASH. Given the
short half-life of NT (2—-6 min in humans), it seems that the degradation of the peptide
is close to its site of release, the gut. This suggests that NT is a hormone that targets
the intestine itself or the liver through gut-liver axis circulation [16]. On the other hand,
although it was found that some peptidases, such as endopeptidase 3.4.24.16, which
contributes to the NT degradation [17], used to be enhanced in the animal model of
obesity [18], the NT degradation pattern in NASH has not been described. Therefore,
further studies are needed to clarify this fact.

Given that NT is an unstable peptide, the main objective of the current study was to
analyze the plasma pro-NT levels in women with NAFLD and MO, which was the same
cohort as the one used in our previous study [8]. Given that NT is an intestinal peptide
released after fat ingestion that facilitates lipid absorption [19] and lipid metabolism, it
seems to be related to the pathogenesis of NAFLD. Thus, the second objective was to
analyze the possible relationship between hepatic mRNA expression of the main genes
related to lipid metabolism and pro-NT levels to explore the link between pro-NT and
NAFLD pathogenesis.

2. Results
2.1. Baseline Characteristics of the Subjects

The general characteristics and biochemical determinations of the cohort studied are
presented in Table 1. First, we classified the subjects based on their body mass index
(BMI) in two groups: women with NW (n = 18) and women with MO (n = 56). These
groups were comparable in terms of age (p = 0.079). MO patients presented significantly
increased levels (p < 0.05) of fasting glucose, insulin, homeostasis model assessment of
IR (HOMA2-IR), glycated hemoglobin (Hb1Ac), triglycerides (TG), and total cholesterol
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than NW women. High-density lipoprotein cholesterol (HDLc) was more significantly
decreased in the MO group than in the NW group (p < 0.001). The levels of aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and alkaline phosphatase (ALP)

were higher in MO patients compared to those of NW (p < 0.001).

Table 1. Anthropometric and biochemical variables of the study classified according to the BMI and the hepatic histopatho-

logical classification.

NW MO (1 = 56) NAFLD (1 = 36)
Variables
(n=18) NL (1 = 20) NAFLD (1 = 36) SS (n=17) NASH (1 =19)
Age (years) 43.50 + 6.73 44.54 + 10.02 48 +9.79 46.19 +£10.78 49.63 + 8.78
Weight (kg) 54.2 (51-65.43) @ 115.5 (41.54-50.79) 119.5 (109-129.75) 120 (109.80-134) 119 (107-123)
BMI (kg/m?) 21.97 (20.79-24.08) @ 46.41 (41.53-50.79) 46.5 (44.03-51.69) 46.87 (43.03-56.09) 46.2 (44.26-48.59)
WC (cm) 71.5 (68.5-82.5) 2 125.25 (115-144) 130 (124-136.5) 133 (124-137) 129 (122.75-133)
Glucose (mg/dL) 90 (84.5-98.50) 2 83 (76-95) 116 (103-152) P 115.5 (101.50-139.25) © 116 (103-152) 4
Insulin (mUI/L) 7.8 (4.90-10.06) 2 11 (7.31-14.03) 16.31 (10.69-24.26) 17.6 (10.60-25.4) 15.24 (10.78-22.50) 4
HOMA2-IR 1.05 (0.60-1.30) 2 1.15 (0.90-1.65) 2.3(1.45-3.4)" 2.65 (1.30-3.45) 2 (1.50-3.20) 4
HbA1lc (%) 5 (4.6-5.3) @ 5 (4.6-5.3) 5.5 (5-6.5) 5.8 (5-6.2) ¢ 5.1 (4.9-6.6)
C(kr‘l‘l’ée/sctfﬁ”)ol 197.59 + 30.21 2 166.60 + 29.64 181.14 + 34.12 177.25 + 36.29 184.42 + 32.81
HDLc (mg/dL) 64 (49.75-73) 48 (40-57) 38.10 (35.75-43.25) P 36.5(29-41.05) © 41 (36.75-44) 4
LDLc (mg/dL) 114.46 + 28.85 89.61 - 25.27 107.01 +29.12° 105.49 + 30.69 108.53 + 28.38 4
Trﬁ?/e;ges 85 (52.5-169.25) ° 124 (75-167) 162 (122.50-239) ® 168 (109.37- 243.75) 160 (124-239)
AST (UI/L) 19.5 (15.25-22.50) @ 21 (18.25-26.25) 32 (24.75-54) 31.5 (25.25-54) © 36.5 (20.50-52.50) 4
ALT (UI/L) 15 (11.50-20.50) @ 18.5 (16-27.25) 35 (27-53) b 33 (27.50-51.25) © 37 (24-62) 4
GGT (UI/L) 11 (9-21)a 17 (10.50-26) 27.5 (15.75-43) 30 (16-41) 25 (15-66)
ALP (Ul/L) 55.71 £ 14.67 @ 60.33 + 11.49 70.80 £ 15.71b 68.874 15.58 72,51 +16.07 ¢

1 NW, normal weight; MO, morbid obesity; NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease; NL, normal liver; SS, simple steatosis; NASH,
nonalcoholic steatohepatitis; BMI, body mass index; WC, waist circumference; HOMAZ2-IR, homeostatic model assessment method 2 of
insulin resistance; HbAlc, glycosylated hemoglobin; HDLc, high-density lipoprotein cholesterol; LDLc, low-density lipoprotein cholesterol;
AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; GGT, gamma-glutamyltransferase; ALP, alkaline phosphatase. Data are
expressed as the mean + standard deviation or median (interquartile range), depending on the distribution of the variables. ? Significant
differences between NW subjects and patients with MO (p < 0.05). P Significant differences between patients with NL and NAFLD
(p < 0.05). © Significant differences between patients with NL and SS (p < 0.05). 4 Significant differences between patients with NL and

NASH (p < 0.05).

Then, we classified MO patients according to their liver histopathological classification
as NL (n = 20) or NAFLD (n = 36). It was found that the levels of glucose, insulin, HOMA2-
IR, Hb1Ac, low-density lipoprotein cholesterol (LDLc), and TG were more significantly
increased in NAFLD subjects than in NL subjects (p < 0.05). Furthermore, HDLc was
significantly decreased in women with MO and NAFLD (p = 0.005). Regarding liver
enzymes, AST, ALT, and ALP were higher in patients with NAFLD (p < 0.05).

2.2. Circulating Levels of Pro-Neurotensin in the Cohort Studied

First, we studied the differential levels of pro-NT between women with MO and
women with NW, but we did not find significant differences, as shown in Figure 1A. Then,
when we determined whether there were differences in pro-NT levels between diabetic and
non-diabetic patients with MO; we found higher levels of pro-NT in diabetic patients, as
shown in Figure 1B. Finally, when we studied pro-NT differential levels between diabetic
and non-diabetic subjects in the cohort with MO and NAFLD, we found no significant
differences (p = 0.133).

On the other hand, we also determined whether pro-NT levels were different depend-
ing on to the presence or absence of NAFLD. In this analysis, we found significantly higher
pro-NT levels in women with MO and NAFLD than in MO women without NAFLD, as
shown in Figure 1C. Additionally, to study the possible role of pro-NT in NAFLD progres-
sion, the cohort with MO was classified into NL, SS, and NASH. In this sense, we found
that there were significant differences between NL and NASH group. However, we did not
find differences between NL and SS subjects or between SS and NASH groups, as shown
in Figure 1D.
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Figure 1. (A) Serum levels of pro-NT in women with NW and women with MO. (B) Serum levels of
pro-NT in diabetic women with MO and non-diabetic women with MO. (C) Serum levels of pro-NT
in women with MO and NL vs. NAFLD. (D) Serum levels of pro-NT in women with MO and NL vs.
SS vs. NASH. NW, normal weight; MO, morbid obesity; NL; normal liver; NAFLD, nonalcoholic
fatty liver disease; SS, simple steatosis; NASH, nonalcoholic steatohepatitis. * p < 0.05 is considered
statistically significant.

Given that pro-NT levels can be affected by the use of antidiabetic drugs, we aimed to
determine whether there were differential levels of pro-NT between those patients with
or without antidiabetic medication, but we did not find significant differences in the MO
cohort (p = 0.267) or in the NAFLD cohort (p = 0.198). Regarding dyslipidemia treatment,
there were no significant differences in pro-NT plasma levels in those patients with or
without lipid-lowering drugs in any cohort of patients: MO cohort (p = 0.864), NAFLD
cohort (p = 0.412).

2.3. Hepatic Expression of the Main Genes Related to the Liver Lipid Metabolism

We analyzed the hepatic expression of the genes involved in the hepatic lipid metabolism
(sterol regulatory element-binding (SREBP) 1c, SREBP2, ATP-binding cassette sub-family
G member 1 (ABCGlc), ATP binding cassette subfamily A member 1 (ABCA1), acetyl-CoA
carboxylase 1 (ACC1), carnitine palmitoyltransferase 1A (CPT1A), carnitine
O-octanoyltransferase (CROT), peroxisome-proliferator-activated receptor (PPAR)x, PPARS,
PPARY, fatty acid synthase (FAS), liver X receptor « (LXRw), farnesoid X receptor (FXR),
and fatty acid-binding proteins (FABP)) in accordance with the presence or absence of
NAFLD and the liver histopathological classification, but we only found significant differ-
ences in SREBP2, ABCGl1c, CROT, FAS, LXR«, PPARY, and PPARy mRNA expressions, as
shown in Figure 2.
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Figure 2. Differential mRNA hepatic expression of SREBP2, ABCG1lc, CROT, FAS, LXRa, PPARS, and PPARY between NL
vs. NAFLD groups and between NL, SS, and NASH groups. NL; normal liver; NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease;
SS, simple steatosis; NASH, nonalcoholic steatohepatitis; SREBP2, sterol regulatory element-binding protein 2; ABCGlc,
ATP-binding cassette (ABC) transporter 1c; CROT, carnitine O-octanoyltransferase; FAS, fatty acid synthase; LXR«, liver

X receptor alpha; PPARS, peroxisome proliferator-activated receptor delta and PPARYy, peroxisome proliferator-activated

receptor gamma. * p < 0.05 is considered statistically significant.
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2.4. Correlations of Pro-NT Levels with Biochemical and Clinical Parameters and with the Hepatic
Expression of the Main Lipid Metabolism-Related Genes to the Liver

First, as we found differential pro-NT levels according to the presence of NAFLD,
we aimed to determine whether there was a relationship between the circulating lev-
els of pro-NT and lobular inflammation or the presence of hepatic ballooning, but we
were unable to find any significant correlation ((rho = 0.190; p = 0.157) and (rho = 0.173;
p = 0.199), respectively).

Then, given that a relationship was described between pro-NT with the lipid ab-
sorption at the intestinal level, we also attempted to determine whether there is any type
of association, in this sense, between the plasma levels of pro-NT with lipid metabolic
parameters and with mRNA expression of the main genes related to the hepatic lipid
metabolism. In regard to the biochemical parameters representing lipid metabolism, we
found a positive correlation between pro-NT levels and LDLc levels (Figure 3).

p=0.024
200~ rho=0.271
'y
%o
5 1504 - o ® goq °
E ® ® ‘
2 e’ o
E 100 % & §° LIS
;| F
- 504 @ % ° s
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0 100 200 300 400
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Figure 3. Correlation between plasma pro-NT and LDLc levels. Pro-NT, pro-neurotensin; LDLc,
low-density lipoprotein cholesterol. p < 0.05 is considered statistically significant.

Finally, when we analyzed the association of pro-NT levels with the hepatic ex-
pression of lipid metabolism-related genes (SREBP1c, SREBP2, ABCGlc, ABCA1, ACC1,
CPT1A, CROT, PPAR«, PPARS, PPARy, FAS, LXR«, FXR, and FABP), we did not find any
significant correlation.

3. Discussion

In this study, we aimed to re-evaluate the role of the neurotensin peptide in NAFLD
pathogenesis (analyzing pro-NT levels instead of NT, given its instability) in a cohort
of women with NAFLD associated with obesity and, also, to investigate its relationship
with lipid metabolism. The most relevant findings indicate that women with NAFLD
associated with MO had higher levels of pro-NT than women with MO without NAFLD.
Additionally, pro-NT levels were higher in NASH patients than in the normal liver group.
Moreover, these pro-NT levels positively correlated with LDLc levels; however, there
was no association with the hepatic mRNA expression of hepatic genes related to the
lipid metabolism.

On the one hand, we have to point out that in the present study, we did not find
significant differences between pro-NT levels in women with NW and women with MO,
similarly to previous studies [20]. On the other hand, patients with NAFLD demonstrated
higher levels of pro-NT than patients with MO in the absence of NAFLD. Therefore, NAFLD
presence, but not obesity, was associated with high plasma levels of pro-NT. These results
are similar to the studies of Barchetta et al. [13,14] and contradict our previous results that
reported low levels of NT in women with MO and NAFLD [8]. These differences could be
due to the molecule analyzed, because in our previous study [8], we analyzed NT levels in
NAFLD for the first time. As some authors suggested later, pro-NT, a fragment precursor
of NT, is a more stable molecule [15], which could explain these discrepancies.
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In the current study, we analyzed pro-NT levels according to the hepatic histological
classification, and we found significant differences between NL and NASH groups. How-
ever, we did not find relevant differences between SS and NASH as was reported in the
study of Barchetta et al. [20]. This is probably due to the differential characteristics between
populations, such as age, sex, and BMIL.

Additionally, we could not find any association between levels of pro-NT and the
presence of lobular inflammation or hepatic ballooning, as was reported in a recent study
by Dongiovanni et al. [21]. These authors also described an interesting association be-
tween several NT genetic variants with advanced fibrosis and hepatocarcinoma in NAFLD
patients, which likely affects NT protein activity.

With all this evidence, some authors considered pro-NT to be a peptide involved in
the NAFLD/NASH pathogenesis through increased absorption of intestinal lipids and the
induction of proinflammatory conditions in adipose tissue [15].

Finally, we determined whether pro-NT was related to lipid metabolism, given that
NT can increase intestinal lipid absorption [13]. The only relationship we found was a
positive correlation with LDLc levels. Our results were in agreement with Barchetta et al.
study, where they also found a positive correlation between LDLc levels and pro-NT [13].
This association can be explained by different facts. First, our obese patients did not present
severe dyslipidemia; only 15 of them presented mild dyslipidemia, and 9 of these patients
were under statins treatment. Second, our MO patients underwent a very-low-calorie diet
three months prior to the surgery, while our patients with NW followed a normal diet;
thus, MO patients had lower levels of LDLc than NW subjects. Finally, in MO patients,
as NAFLD progresses, pro-NT levels increase, promoting intestinal lipid absorption and
triggering the increase in circulating LDLc [22].

Then, we analyzed the hepatic expression of some genes related to lipid metabolism.
Accordingly, we found differential expression of SREBP2, ABCGlc, CROT, FAS, LXR«,
PPARSY, and PPARY in our cohort of patients with MO with or without NAFLD. In this
sense, our NAFLD patients showed increased expression levels of SREBP2 and ABCG1,
genes involved in lipoprotein secretion, and CROT and FAS, which are related to lipid oxi-
dation and hepatic lipid accumulation [23,24]. Meanwhile, our NAFLD patients reported
decreased levels of PPARS and PPARy, which were previously related to an increase in the
insulin sensitivity [25]. When we evaluated the possible relationship of pro-NT levels with
the hepatic expression of these lipid metabolism-related genes, we were unable to demon-
strate any associations. In this sense, in the study of Barchetta et al. [14], plasma pro-NT
levels were associated with high TG levels after adjustment for multiple confounders [20].

It is important to mention that although our studied population made it possible to
establish a clear relationship between women with MO and NAFLD and the alteration
of pro-NT levels, without the interference of confounding factors, such as sex or age,
these results cannot be extrapolated to men, women of other ages, or individuals that
are overweight or NW. Some patients in our cohort were on oral antidiabetic and lipid-
lowering treatments, which are drugs with potential implications on the transport of bile
that have been shown to affect the secretion of other intestinal peptides [26]. For this reason,
the effect of these treatments on pro-NT levels was studied, but we did not find significant
differences between patients with or without these therapies.

4. Materials and Methods
4.1. Subjects

The study was approved by the institutional review board (23c/2015), and all partic-
ipants gave written informed consent. The study population was 74 Caucasian women:
18 controls with NW (BMI < 25 kg/ m?) and 56 women with MO (BMI > 40 kg/ m?). We con-
ducted the study only in women to avoid interference from various confounders, such as
gender. Liver biopsies were obtained from women with MO during planned laparoscopic
bariatric surgery. All biopsies were indicated for clinical diagnostic purposes.
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Diagnosis of NAFLD was made by using the following criteria: hepatic pathology
and an intake of ethanol less than 10 g per day. The exclusion criteria for patients with
MO were: (1) concurrent use of drugs that cause hepatic steatosis; (2) patients that take
lipid-lowering medications, including peroxisome PPARx or PPARYy agonists; (3) diabetic
patients receiving insulin or taking medications that were likely to influence endogenous
insulin levels; (4) menopausal and postmenopausal patients or those patients taking
contraceptive treatment; and (5) patients with an acute illness or current evidence of
inflammatory diseases, acute or chronic infections, or end-stage malignant diseases.

In the cohort of subjects with MO, 16 women had T2DM, a diagnosis based on the
guidelines of the American Diabetes Association, of which 88% presented antidiabetic
treatment. Regarding women with NAFLD, 14 of them had T2DM. In addition, 15 women
of the whole cohort presented dyslipidemia, of which 60% were receiving lipid-lowering
treatment. Hypertension was present in 27 women of the whole cohort, of which 78%
received antihypertensive treatment.

4.2. Sample Size

Accepting an « risk of 0.05 and a {3 risk of < 0.2 in a bilateral contrast, 20 participants
per group were needed to detect a difference > 0.2 units. It was assumed that the common
standard deviation (SD) was 0.3.

4.3. Liver Pathology

Hepatic samples were scored by an experienced hepatopathologist using the meth-
ods described elsewhere [27,28]. Depending on their liver pathology, patients with MO
were subclassified by using the following classification: NL histology (n = 20); SS (mi-
cro/macrovesicular steatosis without inflammation or fibrosis, n = 17); and NASH (n = 19).

4.4. Biochemical Analyses

A complete anthropometrical, biochemical, and physical examination was carried out
on each patient. Biochemical parameters were analyzed using a conventional automated
analyzer after 12 h fasting. IR was estimated using HOMA2-IR.

Pro-NT levels were measured using the sphingotest® pro-NT assay (SphingoTec
GmbH, Hennigsdorf, Germany). This is a chemiluminescence sandwich immunoassay
using two monoclonal antibodies directed against pro-NT (tracer and capture antibody).
The assay was calibrated using dilutions of native pro-NT. Samples/calibrators (50 puL)
were pipetted into white polystyrene coated 96-well microtiter plates (Greiner Bio-One In-
ternational AG, Kremsmdiinster, Austria). After adding labeled anti-pro-NT mAb (200 uL),
the microtiter plates were incubated for 20 h at 22 °C without agitation. Unbound tracer
was removed using washing solution (350 puL per well, four times), and remaining chemi-
luminescence was measured for 1 s per well using the Centro LB 960 microtiter plate
luminescence reader (Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, Germany).
The pro-NT level was determined using a five-point calibration curve (5.9-482 pmol/L).
Calibrators and samples were run in duplicate with a required < 15% coefficient of varia-
tion between the duplicates. The mean value of duplicates of each sample was reported.
The analytical sensitivity (limit of detection) was <3 pmol/L, and the measurable range
was 5.9-482 pmol/L.

4.5. Gene Expression in the Liver

Hepatic samples collected during bariatric surgery were conserved in RNAlater (Qia-
gen, Hilden, Germany) at 4 °C and then processed and stored at —80 °C. Total RNA was
extracted from tissues by using the RNeasy mini kit (Qiagen, Barcelona, Spain). Reverse
transcription to cDNA was performed with the High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied
Biosystems, Madrid, Spain). Real-time quantitative PCR was performed with the TagMan
Assay predesigned by Applied Biosystems for the detection of SREBP1c, SREBP2, ABCGlc,
ABCA1, ACC1, CPT1A, CROT, PPAR«, PPARY, PPARy, FAS, LXR«, FXR, and FABP. The
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expression of each gene was calculated relative to the expression of 185 RNA. All reactions
were carried in duplicate in 96-well plates using the 7900HT Fast Real-Time PCR system
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA).

4.6. Statistical Analysis

The data were analyzed using the SPSS/PC+ for Windows statistical package (version
23.0; SPSS, Chicago, IL, USA). The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess the
distribution of variables. Continuous variables were reported as the mean (standard
deviation); non-continuous variables were reported as the median and the interquartile
range. The different comparative analyses were performed using a nonparametric Mann—
Whitney U test or Kruskal-Wallis test, according to the presence of two or more groups.
The strength of the association between variables was calculated using Spearman’s method.
p-values < 0.05 were statistically significant.

5. Conclusions

In conclusion, our study confirmed that pro-NT levels are elevated in NAFLD/NASH
and associated with LDLc levels. Therefore, although further studies are necessary to
confirm the pro-NT role in NAFLD progression and to evaluate this molecule as a pos-
sible NASH therapeutic target, it does seem to be related to the development of this
prevalent disease.
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Low Circulating Levels of Neurotensin in Women
with Nonalcoholic Fatty Liver Disease Associated
with Severe Obesity

Teresa Auguetl’z*, Gemma Aragones ]*, Alba Berlanga’, Salomé Martl'nezj', Fatima Sabench4, Carmen Aguilarl,
Beatriz Villar?, Joan Josep Sirvent3, Daniel Del Castillo?, and Cristébal Richart'?

Objective: This study was performed to investigate neurotensin plasma levels in patients with nonalco-
holic fatty liver disease (NAFLD) associated with severe obesity.

Methods: The plasma levels of neurotensin in 20 women with normal weight and 51 women with morbid
obesity (MO) were measured, and women were subclassified according to their hepatic histology as hav-
ing MO without NAFLD (n = 18) or MO with NAFLD (n = 33). The NAFLD group included 15 women with
simple steatosis (SS) and 18 women with nonalcoholic steatohepatitis (NASH). To quantify neurotensin in
plasma, a multiplex sandwich immunoassay with a Luminex magnetic bead-based platform was used.
Results: Neurotensin levels were significantly decreased (P = 0.001) in women with MO and NAFLD
(8.62 = 0.85 ng/mL), compared with women with MO and normal liver function (11.65 = 1.95 ng/mL; P =
0.001) and women with normal weight (13.68 + 2.58 ng/mL; P = 0.001). There was no difference in levels
between women with SS and women with NASH (P = 0.415).

Conclusions: Circulating levels of neurotensin were decreased in women with NAFLD associated with
MO.

Obesity (2017) 00, 00-00. doi:10.1002/0by.22058

Introduction to be lower in subjects with morbid obesity (MO) than in controls with
normal weight (9). Moreover, after gastric banding and bypass sur-
geries, neurotensin levels have been shown to increase (9-11). It also
has been shown that the postprandial plasma neurotensin concentration
is increased after gastric bypass treatment, suggesting that regulation of
neurotensin secretion is disturbed in human obesity (12,13). A recent
study showed that both subjects with obesity and subjects with insulin
resistance (IR) had increased plasma levels of proneurotensin (14). Fast-
ing proneurotensin has also been associated with the development of
diabetes, cardiovascular disease, and breast cancer in subjects without
obesity (15). However, conflicting data have been published about ani-

Because of the clinical magnitude of the problem of obesity and its
metabolic complications, it has now become a priority to find new
treatments and improve our understanding of its pathophysiology (1).

Neurotensin is a 13—amino acid peptide expressed in the central nervous
system and gastrointestinal tract (2,3). It is involved in many of the
digestive regulatory mechanisms of the gut (4). The peripheral secretion
of neurotensin is stimulated by food intake, especially by fat, and is
known to regulate gastrointestinal motility (5). Neurotensin has various

fﬁgf:s.ﬁve fun.‘:tion.sz it Stin.lmates b.ili.ary an.d pancreat.i(t‘ secretions an.d mal models. Li et al. found that neurotensin-deficient mice had reduced
inhibits gastric acid secretion and jejunum-ileum motility (6,7). In this  jegtinal fat absorption and were protected from obesity and IR associ-
regard, changes in the basal and postprandial plasma levels of neuroten-  ,ed with high fat consumption (14).

sin have been found in patients with gastroesophageal reflux disease

(8). Some studies in humans and animal models suggest a link between  QObesity and metabolic syndrome are associated with nonalcoholic
neurotensin and obesity. Plasma neurotensin levels have been observed  fatty liver disease (NAFLD), and there are few known factors that
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relate both processes. Although the role of neurotensin in obesity
has been studied, its role in NAFLD is unknown. In order to
improve the knowledge of obesity pathophysiology and its metabolic
complications, the aim of the present study was to analyze plasma
levels of neurotensin in patients with NAFLD associated with severe
obesity and to evaluate their relationship.

Methods
Subjects

The study was approved by the institutional review board (Comité
d’Etica d’Investigacié Clinica, Hospital Universitari Joan XXIII de
Tarragona), and all participants gave written informed consent. The
study population consisted of 71 women: 20 controls with normal
weight (BMI < 25 kg/m?) and 51 women with MO (BMI > 40 kg/m?).
Liver biopsies from women with MO were obtained during planned
laparoscopic bariatric surgery. All biopsies were used for the purpose
of clinical diagnosis. NAFLD was diagnosed by using the following
criteria: liver pathology and an intake of less than 10 g of ethanol per
day. The exclusion criteria for patients with MO were described else-
where (16). We conducted the study only in women in order to avoid
the interference of several confounding factors, such as gender.

In the cohort of subjects with obesity, 16 women had type 2 diabe-
tes mellitus (DM), a diagnosis based on American Diabetes Associa-
tion guidelines. Forty-two percent of NAFLD women had type 2
DM. Four of them were following a dietetic treatment, and twelve
were taking an antidiabetic medication. In addition, 13 women had
dyslipidemia, and 7 of them received lipid-lowering therapy.

Liver pathology

Liver samples were scored by experienced hepatopathologists by
using the methods described elsewhere (17,18). Depending on their
liver pathology, patients with MO were subclassified by using the
following groups: normal liver (NL) histology (n = 18), simple stea-
tosis (SS) (micro/macrovesicular steatosis without inflammation or
fibrosis, n = 15), and nonalcoholic steatohepatitis (NASH) (n = 18).

Biochemical analyses

Biochemical parameters were analyzed by using a conventional
automated analyzer after 12 hours of fasting. IR was estimated by
using the homeostasis model assessment 2 of IR (HOMA2-IR).

Plasma neurotensin levels were determined with a multiplex sand-
wich immunoassay by using the MILLIPLEX MAP Human Neuro-
peptide Magnetic Bead Panel kit (MilliporeSigma, Burlington, Mas-
sachusetts) and the Bio-Plex 200 instrument at the Center for Omic
Sciences (Rovira i Virgili University), according to the manufac-
turer’s instructions (19).

Statistical analysis

All values reported are expressed as the mean = SD. Differences
between the study groups were calculated by using Student ¢ test or
one-way analysis of variance (ANOVA). The strength of association
between variables was calculated by using the Pearson method
(parametric variables) and the Spearman p-correlation test (nonpara-
metric variables). P < 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Baseline characteristics of subjects

The general characteristics and biochemical measurements of the pop-
ulation studied are shown in Table 1. First, we classified the patients,
assigning them to two groups on the basis of their BMI: women with
normal weight (BMI<25 kg/m% n=20) and women with MO
(BMI > 40 kg/m?; n=51). The two groups were comparable in terms
of age (P =0.175). As expected, biochemical analyses indicated that
patients with MO had significantly higher levels of fasting glucose,
insulin, glycosylated hemoglobin (HbA,.), HOMAZ2-IR, triglycerides,
and total cholesterol (P <0.05) than normal-weight women. High-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C) was significantly lower in the
patients with MO than in the group with normal weight (P < 0.001).

Next, we classified the patients with MO according to their liver
pathology, categorizing them as having an NL (n = 18) or as having
NAFLD (n =33). We found that glucose, HbA ., triglycerides, and
low-density lipoprotein cholesterol levels were significantly higher
in patients with NAFLD than in patients with an NL (P <0.05).
Also, HDL-C was significantly lower in women with MO and
NAFLD (P = 0.008). Regarding hepatic enzymes, aspartate transam-
inase, alanine transaminase, and alkaline phosphatase activity was
higher in patients with NAFLD (P < 0.05).

Circulating levels of neurotensin

in the population studied

We quantified the plasma levels of neurotensin in the women with
normal weight and in the women with MO, with and without
NAFLD. The main result was that plasma neurotensin levels were sig-
nificantly lower in the women with MO and NAFLD (3.62 = 0.85
ng/mL) than in the women with MO without NAFLD (11.65 = 1.95
ng/mL) and in subjects with normal weight (13.68 = 2.58 ng/mL) (P
= 0.001 and P =0.001, Figure 1A). However, our results indicated
that there were no significant differences between women with normal
weight and patients with MO without NAFLD (P = 0.535).

In addition, because 65% of women with MO were diagnosed with
NAFLD by using liver histology, plasma levels of neurotensin
were significantly lower in the whole cohort with MO (6.45 = 1.02
ng/mL) than in women with normal weight (P = 0.017).

Moreover, we found that there were no significant differences between
the plasma levels of neurotensin in women with MO and NAFLD/with-
out type 2 DM (n =19, 2.32 = 1.18 ng/mL) and in women with MO
and NAFLD/with type 2 DM (n = 14, 5.38 = 3.12 ng/mL) (P = 0.178).

Regarding treatment, there were no differences in the plasma levels
of neurotensin between patients with NAFLD who were taking oral
antidiabetic medication (5.86 = 2.53 ng/mL) and those who were not
taking it (2.64 £2.22 ng/mL) (P = 0.242). Also, with respect to
lipid-lowering drugs, we did not find significant differences with
(4.96 = 1.98 ng/mL) or without (2.74 = 2.35 ng/mL) treatment (P =
0.458). The distribution of drugs is shown in Table 2.

In order to study the possible effect of neurotensin on the degree of
NAFLD, we classified the women with MO according to their liver
pathology. We found that there were no differences in neurotensin
plasma levels between women with SS (4.45* 1.74 ng/mL) and
women with NASH (2.92 = 0.59 ng/mL, P = 0.415, Figure 1B).
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TABLE 1 Anthropometric characteristics and biochemical parameters of the women in the study cohort

Morbid obesity (N = 51)
Normal liver NAFLD
Normal weight (N = 20) (n=18) (n=33)

Age (y) 43.50 = 6.54 44,54 +10.02 48.04 +9.65
Weight (kg) 57.27 + 8.48° 117.74 £15.67 120.86 = 17.57
WC (cm) 73.33 = 8.45° 130.08 =17.81 131.35+10.08
BMI (kg/m?) 22.35 +2.00° 47.15+5.99 48.47 +7.56
Glucose (mg/dL) 9217 =11.68° 90.58 = 18.11 123.69 * 27.70°
Insulin (mIU/L) 8.50 = 5.112 12.87 +£8.18 21.55 £ 24.53
HbA;; (%) 4,69 +0.27% 5.02+0.70 6.01 = 1.62°
HOMA2-IR 1.14 = 0.69% 1.51+1.05 2.88 +2.00
Triglycerides (mg/dL) 90.32 =+ 55.06° 135.74 = 64.18 192.79 + 98.37"
Cholesterol (mg/dL) 197.59 + 30.21° 166.60 * 29.64 182.34 + 34.39
HDL-C (mg/dL) 61.61 = 15.26° 48,52 +13.45 38.87 = 7.86°
LDL-C (mg/dL) 114.46 + 28.85 89.61 = 25.27 107.61 + 28.87°
AST (U/L) 19.38 + 4.87° 22.69+7.18 4410 %3212
ALT (U/L) 16.12 £ 5.16° 22.78 =11.05 4531 £ 27,63
GGT (U/L) 15.76 + 9.212 22.39 = 21.51 33.47 = 21.59
ALP (U/L) 55.71 = 14.67° 60.33 = 11.50 70.41 = 15,66

Data expressed as mean = SD. Insulin resistance estimated by using HOMA2-IR.

aGignificant differences between controls with normal weight and patients with morbid obesity (P < 0.05).

bSigniﬁcan’[ differences between patients with normal liver and morbid obesity and patients with NAFLD and morbid obesity (P < 0.05).

ALP, alkaline phosphatase; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; GGT, gamma-glutamy!l transferase; HbAi., glycosylated hemoglobin;
HOMAZ2-IR, homeostasis model assessment 2 of insulin resistance; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low density lipoprotein cholesterol; WC, waist
circumference.

Correlations between the levels of neurotensin
and biochemical variables

We observed that plasma levels of neurotensin correlated inversely with
glucose (r=—0.531, P<0.001), insulin (r= —0.391, P =0.002),
HOMAZ2-IR (r=—0.496, P <0.001), and triglycerides (r= —0.277,
P =0.023) and that they correlated positively with HDL-C (r = 0.275,

Discussion

The main findings of the present study indicate that plasma levels
of neurotensin were lower in women with MO and NAFLD. There
was no difference between women with normal weight and
patients with MO without NAFLD. Thus, the presence of NAFLD,
but not obesity, was associated with low neurotensin plasma

P =0.025). levels.

A) p=0.001 B)

201 20+
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Figure 1 (A) Plasma levels of neurotensin in controls with normal weight, in women with MO without NAFLD,
and in women with MO and NAFLD. (B) Plasma levels of neurotensin in women with MO categorized by liver
pathology (SS or NASH). Results are shown as the mean = SD. P < 0.05 is considered statistically significant.
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TABLE 2 Distribution of drugs used in patients with or without
NAFLD

Morbid obesity (N = 51)

NAFLD
(N=33)

Normal liver
(N=18)

Oral antidiabetic drugs (n = 12)
Metformin 2 8
Metformin + glimepiride -

Lipid-lowering drugs (n =7)

Statins
Simvastatin 1 2
Pravastatin - 1
Fluvastatin - 1
Fibrates (gemfribrozil) - 2

No statistical significance between levels of neurotensin in patients with NAFLD
using oral antidiabetics (P =0.242) or in patients with NAFLD using lipid-lowering
drugs (P = 0.458).

At the present time, few studies have been conducted on the associa-
tion between circulating neurotensin levels and obesity. Therefore,
the role of neurotensin in causing obesity is unknown, and contro-
versial data have been published. In agreement with our findings,
Weiss et al. found that neurotensin levels were lower in subjects
with MO than in lean controls and that neurotensin levels were
increased after bariatric surgery; however, they did not study the
association with NAFLD (9). Christ-Chain et al. reported that circu-
lating proneurotensin/neuromedin was increased after gastric bariat-
ric bypass in patients with severe obesity, suggesting that the regula-
tion of neurotensin secretion is disturbed in human obesity (12).
Following gastric bypass, there is a persistent decrease in appetite
that correlates with the increase in peptide levels, suggesting that
neurotensin may help to explain the persistent effects of this surgery
on satiety. In contrast, a recent study found increased plasma con-
centrations of proneurotensin in subjects with obesity and IR, but
the presence of NAFLD was not studied (14). Finally, another study
showed higher plasma neurotensin levels in Prader-Willi syndrome
(PWS) (19). Although PWS is an obesity-related disease, it is char-
acterized by a genetic condition that produces deficient growth hor-
mone secretion and hypogonadism, feeding problems, and decreased
gastric motility, leading to early childhood obesity. The results of
this work did not specify whether children with PWS had NAFLD.
These discrepancies might be partially explained by differences in
the patients recruited for the cohort.

The relationship between human plasma levels of neurotensin and
NAFLD has not been studied. The present study provides evidence
that MO with NAFLD is associated with decreased levels of circu-
lating neurotensin in humans. We found that plasma levels of neuro-
tensin were higher in controls with normal weight and in women
with MO and an NL. In this sense, low levels of neurotensin seem
to be associated with NAFLD, but these levels did not differ based
on the stage of NAFLD, as there were no differences in neurotensin
levels between women with MO and SS and women with MO and
NASH. In the literature, there is one previous study on the associa-
tion between neurotensin and hepatic steatosis in animal models
(14). Li et al. suggested that neurotensin may play a role in fat
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deposition in mice models. They showed that neurotensin-deficient
mice had reduced intestinal fat absorption and could be protected
against hepatic steatosis associated with high fat consumption. The
discrepancies between their data and ours are probably explained by
differences between mouse and human lipid metabolism or by the
fact that plasma levels of neurotensin might be modified once
NAFLD has been established.

In summary, our cohort showed that neurotensin levels were lower
in women with NAFLD associated with MO. In the group studied,
65% of women with MO were diagnosed with NAFLD by liver his-
tology. This work excluded the interference of confounding factors
such as gender or age. These data cannot be extrapolated to other
obesity groups or to women or men with overweight. New studies
of men with NAFLD will be conducted. In our study, some patients
were under treatment with oral antidiabetics, or lipid-lowering drugs.
These drugs have potential impacts on bile transport that were shown
to affect the secretion of other gut peptides (20). Therefore, we
studied the effect of these therapies on plasma levels of neurotensin,
and we did not find any statistically significant differences between
patients who were undergoing therapy and those who were not.

Our results indicate that neurotensin levels were decreased in
women with NAFLD associated with severe obesity. In this sense, if
our data are confirmed, neurotensin could be part of a molecular
panel used to diagnose NAFLD and metabolic control after bariatric
surgery.O

© 2017 The Obesity Society

References

1. Bliher M. Adipose tissue dysfunction contributes to obesity related metabolic
diseases. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2013;27:163-177.

2. Kitabgi P, Carraway R, Leeman SE. Isolation of a tridecapeptide from bovine
intestinal tissue and its partial characterization as neurotensin. J Biol Chem 1976;
251:7053-7058.

3. Minamino N, Kangawa K, Matsuo H. Neuromedin N: a novel neurotensin-like
peptide identified in porcine spinal cord. Biochem Biophys Res Commun 1984;122:
542-549.

4. Walsh J, Dockray G. Gut Peptides: Biochemistry and Physiology. New York, New
York: Raven Press Ltd.; 1994.

5. Kitabgi P. Prohormone convertases differentially process pro-neurotensin/
neuromedin N in tissues and cell lines. J Mol Med 2006;84:628-634.

6. Mustain WC, Rychahou PG, Evers BM. The role of neurotensin in physiologic and
pathologic processes. Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes 2011;18:75-82.

7. Blackburn AM, Fletcher DR, Bloom SR, et al. Effect of neurotensin on gastric
function in man. Lancet 1980;1:987-989.

8. Perdikis G, Wilson P, Hinder RA, et al. Gastroesophageal reflux disease is
associated with enteric hormone abnormalities. Am J Surg 1994;167:186-191;
discussion 191-192.

9. Weiss H, Labeck B, Klocker J, et al. Effects of adjustable gastric banding on
altered gut neuropeptide levels in morbidly obese patients. Obes Surg 2001;11:
735-739.

10. Naslund E, Melin I, Gryback P, et al. Reduced food intake after jejunoileal bypass:
a possible association with prolonged gastric emptying and altered gut hormone
patterns. Am J Clin Nutr 1997;66:26-32.

. Sarson DL, Scopinaro N, Bloom SR. Gut hormone changes after jejunoileal (JIB)
or biliopancreatic (BPB) bypass surgery for morbid obesity. Int J Obes 1981;5:471-
480.

12. Christ-Crain M, Stoeckli R, Ernst A, et al. Effect of gastric bypass and gastric
banding on proneurotensin levels in morbidly obese patients. J Clin Endocrinol
Metab 2006;91:3544-3547.

13. Holdstock C, Zethelius B, Sundbom M, Karlsson FA, Edén Engstrom B.
Postprandial changes in gut regulatory peptides in gastric bypass patients. Int J
Obes (Lond) 2008;32:1640-1646.

14. Li J, Song J, Zaytseva YY, et al. An obligatory role for neurotensin in high-fat-diet-
induced obesity. Nature 2016;533:411-415.

4 Obesity | VOLUME 00 | NUMBER 00 | MONTH 2017

www.obesityjournal.org



UNIVER B it @ﬁfﬁ?‘lﬁ% Eb%‘lﬁe ort
NEUROTENSEIRAT SERONEURG Rﬁl&éﬁ%g%@éYDE TA MALALTIA PER FETGE GRAS NO ALCOHOLIC

Beatriz Villar Navas

Obesity

15. Melander O, Maisel AS, Almgren P, et al. Plasma proneurotensin and incidence of 18. Brunt EM, Janney CG, Di Biscegliec AM, Neuschwander-Tetri BA, Bacon BR.

diabetes, cardiovascular disease, breast cancer, and mortality. JAMA 2012;308:1469- Nonalcoholic steatohepatitis: a proposal for grading and staging the histological
1475. lesions. Am J Gastroenterol 1999;94:2467-2474.

16. Auguet T, Berlanga A, Guiu-Jurado E, et al. Altered fatty acid metabolism-related 19. Butler MG, Nelson TA, Driscoll DJ, Manzardo AM. High plasma neurotensin levels
gene expression in liver from morbidly obese women with non-alcoholic fatty liver in children with Prader-Willi syndrome. Am J Med Genet A 2015;167A:1773-1778.
disease. Int J Mol Sci 2014;15:22173-22187. 20. Napolitano A, Miller S, Nicholls AW, et al. Novel gut-based pharmacology of

17. Kleiner DE, Brunt EM, Van Natta M, et al. Design and validation of a histological metformin in patients with type 2 diabetes mellitus. PLoS One 2014;9:e100778. doi:
scoring system for nonalcoholic fatty liver disease. Hepatology 2005;41:1313-1321. 10.1371/journal.pone.0100778

www.obesityjournal.org Obesity | VOLUME 00 | NUMBER 00 | MONTH 2017 5


info:doi/10.1371/journal.pone.0100778

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
NEUROTENSINA I PRONEUROTENSINA COM BIOMARCADOR DE LA MALALTIA PER FETGE GRAS NO ALCOHOLIC
Beatriz Villar Navas

UNIVERSITAT
ROVIRA i VIRGILI



	Introduction 
	Results 
	Baseline Characteristics of the Subjects 
	Circulating Levels of Pro-Neurotensin in the Cohort Studied 
	Hepatic Expression of the Main Genes Related to the Liver Lipid Metabolism 
	Correlations of Pro-NT Levels with Biochemical and Clinical Parameters and with the Hepatic Expression of the Main Lipid Metabolism-Related Genes to the Liver 

	Discussion 
	Materials and Methods 
	Subjects 
	Sample Size 
	Liver Pathology 
	Biochemical Analyses 
	Gene Expression in the Liver 
	Statistical Analysis 

	Conclusions 
	References



