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Introduccion

|. CONCEPTO DE ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA

La esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) es una entidad clinico-morfolégica
caracterizada por hallazgos histoldgicos en el higado similares a los observados en
la hepatopatia alcohdlica, pero que afecta a pacientes que no consumen alcohol en
cantidades conocidas como causantes de dafio hepatico (1).

Desde un punto de vista patogenico, la EHNA puede definirse como una
enfermedad metabdlica del higado que resulta del depdsito inicial de triglicéridos en
el citoplasma de los hepatocitos, a lo que suelen sumarse posteriormente lesiones
degenerativas de los hepatocitos, infiltrado inflamatorio, y fibrosis (2). La fibrosis
puede progresar hasta el estadio de cirrosis. Asi pues, la EHNA es un espectro
lesional que, al igual que la hepatopatia alcohdlica, va desde una esteatosis simple,
a través de una esteatohepatitis con grados progresivos de fibrosis, hasta una
cirrosis con grasa. Estas tres fases se denominan respectivamente esteatosis no
alcoholica, esteatohepatitis no alcoholica, y cirrosis esteatohepatitica (1,3,4).

A pesar de que hace cuatro décadas ya se habia descrito esteatosis,
inflamacién y fibrosis en higados de individuos obesos y de operados con bypass
intestinal (5-9), no es hasta 1980 cuando Ludwig et al. (1) acufiaron el término de
EHNA, basados en dos criterios principales: cambios grasos con hepatitis lobular y
ausencia de alcoholismo. Previamente se habian empleado otros términos para
denominar a esta enfermedad como los de hepatitis pseudoalcoholica (10), hepatitis
“alcohol-like” (11), hepatitis grasa (12,13), esteatonecrosis (14), hepatitis diabética
(15), etc. Pero en la actualidad se utiliza el de EHNA de manera universal (3,4,16).

Se trata de una enfermedad de interés creciente, ya que cada vez se
diagnostica con mayor frecuencia (17). Constituye probablemente la tercera causa
de enfermedad hepdtica, tras la hepatopatia alcohdlica y el virus de la hepatitis C
(18-20). Por su estrecha asociacion con la obesidad y la elevada prevalencia de
ésta, hay autores que consideran a la EHNA como la causa mas frecuente de
hepatopatia en la sociedad americana. Por ello, siempre deberia considerarse entre
las posibilidades diagnosticas de pacientes sin otra causa identificable de
enfermedad hepatica crénica, especialmente en presencia de alguno de los factores
de riesgo que, como se comentara posteriormente, suelen presentarse asociados
(16,21-23).
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ll. EPIDEMIOLOGIA Y CONDICIONES ASOCIADAS

La prevalencia e incidencia de la EHNA son dificiles de determinar,
estimandose en 5,1/100.00 habitantes la prevalencia y en aproximadamente
1/100.000 habitantes/afio su incidencia. Se ha detectado en el 1,2-9% de las
biopsias hepaticas, con una proporcion de 1:10-15 con respecto a la hepatitis
alcoholica (24-27). Aungque tradicionalmente se ha considerado como una
enfermedad infrecuente, su prevalencia real probablemente sea mayor, ya que
muchos pacientes con elevacion sérica de las enzimas hepéticas y resultados
negativos en el estudio etiologico de enfermedad hepatica pueden tener una EHNA
(22,28). En un estudio reciente efectuado por nosotros encontramos un incremento
de casos de EHNA durante los ultimos 5 afios, comparando con los afios previos
(3,38% vs 0,97% de todas las biopsias hepaticas), con una incidencia de 3,67
caso0s/100.000 habitantes/afio frente a la previa de 1/100.00 habitantes/afio (29).

Aunque la etiologia y mecanismos patogénicos de la EHNA no son bien
conocidos, en todas las series publicadas se repite una serie de situaciones clinicas
denominadas “factores de riesgo” para la aparicion de la enfermedad (Tabla 1; pag.
3). De todas ellas, el sexo femenino (65-83%), la obesidad (47-100%), la diabetes
mellitus tipo 2 (34-55%) y la hiperlipemia (20-81%) son las que mas se repiten en los
diferentes estudios de pacientes con EHNA (1,4,12, 27,30-35) (Tabla 2. A; pag 4).
Ademas, es frecuente la asociacion de varios factores de riesgo, hecho
especialmente frecuente en el caso de la diabetes y la obesidad (70-95%). La suma
de factores de riesgo parece tener un papel aditivo en cuanto a riesgo o severidad
de la EHNA.

Sin embargo, a pesar de que cladsicamente se ha considerado que es una
enfermedad de mujeres de mediana edad, obesas y diabéticas, en las series mas
recientes se ha observado un nuevo perfil de la EHNA: el diagnostico se realiza a
una edad mas temprana, la frecuencia en varones es mayor (53%), y la mayoria de
los pacientes no son diabéticos ni obesos. Es mas, hasta en el 46% de los casos no
se identifica ningun factor predisponente conocido para la EHNA (16,29,36-38)
(Tabla 2. B; pag 4).



Tabla 1. Condiciones asociadas a la EHNA

Introduccion

1. SEXO FEMENINO
2. FACTORES NUTRICIONALES METABOLICOS

-Obesidad -Malnutricién proteica
-Diabetes mellitud tipo 2 -Pérdida de peso acelerada
-Hiperlipemia -Ayuno

-Sindrome X -Nutricién parenteral total

-Glucosa intravenosa la semana previa a la muerte
3. FACTORES GASTROINTESTINALES

-Bypass yeyunoileal o yeyunocolico

-Reseccion extensa de intestino delgado

-Gastroplastia para obesidad morbida

-Derivacion biliopancreética

-Diverticulos intestinales (con sobrecrecimiento bacteriano)

4. FARMACOS

-Amiodarona, maleato de perxhexelina y 4,4 -dietilaminoetoxihexestrol

-Estrogenos sintéticos

-Tamoxifeno

-Blogueantes de los canales del calcio (nifedipino, diltiazem)

-Corticoesteroides

-Acido acetilsalicilico

-Acido valproico

-Acidos 2-arylpropionicos (pirprofeno, naproxeno, ibuprofeno y
ketoprofeno)

-Antidepresivos (amineptina y tianeptina)

-Tetraciclinas

-Agentes antivirales (zidovudina, zalcitabina, didanosina)

5. MISCELANEA

-Lipodistrofia de miembros inferiores
-Enfermedad de Weber-Christian
-Abeta e hipobetalipoproteinemia
-Enfermedad de Wilson

-Sindrome de Reye

-Higado graso del embarazo
-Sindrome del aceite toxico

6. VIRUS DE LA HEPATITIS C (?)

7. IDIOPATICA




Tabla 2. Series clinico-patolégicas de EHNA (A'y B)

A

n edad (afios) Mujeres (%) Obesidad (%) Diabetes (%) Hiperlipemia(%) SAT(%)
Hilden et al. (1973) 32 53 53 - - - -
Adler et al. (1979) 29 46 76 100 2 48 -
Ludwig et al. (1980) 20 54 65 90 50 67 -
Itoh et al. (1987) 16 52 75 100 5 63 -
Moreno et al. (1987) 40 51 67 85 32 40 23
Diehl et al. (1988) 39 52 81 71 55 20 -
Lee (1989) 49 53 78 69 51 - -
Powell et al. (1990) 42 49 83 95 36 81 -
Laurin et al. (1996) 40 48 72 70 27 - -
Pinto et al. (1996) 32 49 75 47 34 28 -
Total/Valor medio 339 50 72 84 32 49
B
Bacon et al. (1994) 33 47 42 39 21 21 -
Teli et al. (1995) 40 57 45 30 10 23 -
Baldridge et al. (1995) 14 13 29 100 0 36 -
George et al. (1998) 51 a7 49 - - - -
Pérez-Carreras et al. (1998) 50 44 33 17 7 34 3
Total/Valor medio 188 42 40 46.5 9.5 40

Adaptado de James OFW, Day CP. Non-alcoholic steatohepatitis (NASH): a disease of emerging identity and importance. J Hepatol 1998;29:495-501
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Analizaremos a continuacién algunos de estos factores asociados a la EHNA,

segun las distintas series que se han ido publicando durante los ultimos 10-15 afios.

SEXO FEMENINO

La EHNA tradicionalmente ha sido asociada a mujeres de edad madura.
Analizando globalmente la mayoria de las series publicadas de pacientes con EHNA,
se observa que un 65-83% son mujeres, con una edad media de 46-57 afos
(1,4,30,32). No se conoce la razén de esta mayor frecuencia, aunque se ha
especulado que un efecto hormonal o la mayor prevalencia de la obesidad en el
sexo femenino podrian jugar algun papel. De hecho, es posible que el papel del sexo
en el desarrollo de la esteatosis hepatica y de la EHNA haya sido sobrevalorado en
muchos estudios y quiza confundido por coexistir con la obesidad (26,39). A favor de
esta hipdtesis se encuentra el hallazgo de que la esteatosis hepatica demostrada
por TAC es igual de frecuente en ambos sexos y que en estudios de necropsias se
ha encontrado igual prevalencia de EHNA entre ambos sexos. Series recientes de

EHNA apoyan estos datos e incluso encuentran un predomino del sexo masculino.

OBESIDAD

Es la condicion que se asocia con mayor frecuencia puesto que, segun la
mayoria de estudios, un 69-100% de pacientes con EHNA son obesos. Esta
asociacion es importante, ya que la prevalencia de la obesidad en USA llega a ser
del 40% (1,4,30-32,40). Desde hace muchos afios se sabe que la obesidad se
acompafna de cambios histolégicos hepaticos (5). Salvo en los clasicos trabajos de
Thaler (1962 y 1972) (41,42) y también de Adler y Schaffner (1979) (12), antes de
los afios ochenta s6lo se reconocian en los obesos lesiones hepéticas de tipo
esteatdsico (43,44). Es a partir de 1980 cuando, tras la publicacion por Ludwig et al.
de su famoso estudio en 20 pacientes no alcohdlicos, comienzan a reconocerse
otras lesiones hepéaticas en la obesidad (1). En la actualidad se considera un hecho
comprobado que la obesidad se asocia con frecuencia a lesiones hepaticas de
esteatosis, esteatohepatitis, e incluso fibrosis y cirrosis (1,12,21,39,45-48).

En la ultima década se han publicado varios estudios que analizan las

lesiones hepaticas encontradas en obesos (Tabla 3).



Tabla 3. Espectro de la hepatopatia asociada a la obesidad

Adler y Schaffner Braillonetal. Klainetal. Silverman et al. Garcia-Monzon et al. Total/
(1979) (1985) (1989) (1990) (2000) Valor medio

N° de pacientes 29 50 100 100 46 325
Varones/mujeres (%) 24/76 20/80 32/68 19/81 35/65 26/74
Edad media (afios) 46 49,5 37,5 35,7 41 42
Peso medio (kg) 109 133 121
Sobrepeso medio*(%) 74 110 92
IMC** medio 48,7 50.4 49.5
Histologia hepética (%)

Normal 0 10 2 6 8.5 5.3

Esteatosis 24 48 56 31 91 50

Esteatohepatitis 28 26 13 36 69.5 34.5

Fibrosis 24 8 19 23 88 324

Cirrosis 24 8 6 4 2 8.8

*Paorcentaje sobre el peso ideal definido por los estandares de la Metropolitan Life Insurance Co
**|ndice de masa corporal (Kg/m?)
Adaptado de Moreno D y Castellano G. El higado en la obesidad. Gastroenterol Hepatol 1993; 16: 550-558
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Se trata de pacientes obesos no alcohdlicos a quienes se les practic6 una
biopsia hepatica previa a cirugia de la obesidad tipo bypass gastrico (21,45,46),
obesos ingresados para perder peso (48), obesos con hepatomegalia o alteracion de
la bioquimica hepatica (12), o bien series de necropsias en obesos (39). Segun
estas series, s6lo un 2-10% de los obesos presentaban un higado histologicamente
normal, mientras que un 4-24% tenian una cirrosis hepatica. Las lesiones
encontradas con mayor frecuencia fueron la esteatosis (24-56%), esteatohepatitis
(13-36%) y fibrosis (8-24%).

Hay pocas series modernas que examinen la prevalencia y severidad de la
enfermedad hepéatica en obesos. En un estudio necrdpsico de 207 obesos no
alcoholicos, Wanless et al. (39) encontraron esteatosis en el 29%, frente a un 7,2%
en los no obesos; lesiones de EHNA en el 18,5% de obesos vs. 2,7%; v fibrosis en el
13,8% de obesos y 6,6% de sujetos sin obesidad. Silverman et al. (46) hallaron que
el 94% de los 100 individuos obesos que incluyeron en su estudio, tenian algun
grado de esteatosis hepética en el momento de la cirugia de la obesidad (42% leve,
28% moderada y 14% severa). Braillon et al. (48) la encontraron en un 90% de sus
casos. En otros estudios oscila entre un 60 y 84%. Recientemente Garcia-Monzon et
al. (21) han encontrado una frecuencia muy elevada de lesiones de EHNA y de
fibrosis (69.5% y 88%, respectivamente) en una serie de obesos, y lo han
relacionado con el incremento de la prevalencia de obesidad que se ha producido en
los dltimos afos en la poblacion de los paises desarrollados (21,49).

Las conclusiones de todos estos estudios son las siguientes:

1. Los cambios morfopatoldgicos hepaticos son muy frecuentes en la
obesidad, incluso en ausencia de alteraciones del laboratorio o de signos y sintomas
de enfermedad hepética.

2. La gravedad de la lesiébn hepatica se correlaciona con el grado de
obesidad.

3. La esteatosis hepética es la lesidbn que se encuentra con mayor frecuencia
y la prevalencia y severidad de la misma son proporcionales al grado de obesidad.

4. La aparicion de EHNA y de fibrosis se correlaciona con el grado de
obesidad, coexistencia de diabetes tipo 2, pérdida de peso antes de fallecer y
severidad de la esteatosis hepética. Estos factores son aditivos.

5. Los obesos, como grupo, presentan mayor mortalidad por cirrosis hepatica

gue la poblacion general.
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6. Para el mismo grado de obesidad, los varones y mujeres presentan

esteatosis o0 EHNA con la misma frecuencia.

DIABETES

La diabetes tipo 2 es la segunda asociacidbn mas comun, ya que un 34-75%
de pacientes con EHNA son diabéticos o tienen glucemias elevadas (1,4,27,29,30-
32,34).

En 1980, Falchuk et al. (50) advirtieron que las biopsias hepaticas de
pacientes con diabetes tipo 2 y sin abuso de alcohol mostraban una lesion hepatica
muy similar a la hepatitis alcohdlica, que denominaron “hepatitis diabética”. Dada la
frecuente asociacion entre diabetes tipo 2 y obesidad (el 85% de diabéticos tipo 2
son también obesos), el papel de la diabetes en el desarrollo de la enfermedad
hepética crdénica progresiva, entendida como esteatosis, EHNA, fibrosis hepatica y
cirrosis, ha sido puesto en duda (51-53). Pero, en series de autopsia se encuentra
infiltracion grasa en el higado de un tercio de diabéticos tipo 2 sin obesidad
asociada. Asimismo, estudios de autopsia revelan una mayor prevalencia de cirrosis
en diabéticos tipo 2 (6-21%) y Jaques et al. (54) publicaron una prevalencia de
cirrosis hepatica en diabéticos del 16%, frente a un 8% en sujetos no diabéticos.
Ademas, cuando la diabetes se asocia a obesidad la lesion hepatica aumenta. Asi,
Wanless et al. (39) hallaron que la prevalencia de EHNA en obesos aumentaba 2,6
veces si se asociaba a diabetes tipo 2 (12% vs. 4,7%) y, al igual que Silverman et al.
(46), encontraron mayor severidad en la lesién hepatica cuando se asociaba a

diabetes o bien a intolerancia a la glucosa.

La diabetes es cuatro veces mas frecuente en cirréticos que en aquellos con
un higado morfolégicamente normal y aproximadamente un 50% de los cirréticos
tienen una sobrecarga oral de glucosa patoldgica (55-58). Sin embargo, hay que ser
muy cautos a la hora de interpretar este dato, ya que en muchos estudios no se
descarta el alcohol ni se dice si la cirrosis precede o no a la diabetes. Este hecho es
importante, ya que aunque se acepte que la cirrosis hepatica es 2-3 veces mas
frecuente entre los diabéticos, en 2/3 de los casos ésta se diagnostica antes del
comienzo de la diabetes (54,59). Se ha comunicado algun caso de EHNA

precediendo en varios afos a la aparicion de intolerancia a la glucosa (60). Estas
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observaciones sugieren que la cirrosis hepética puede ser diabetégena y que la

EHNA pudiera precipitar la aparicion de la diabetes.

HIPERLIPEMIA

La hiperlipemia (hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia), es otra
anormalidad que se ha encontrado en el 20 al 81% de pacientes con EHNA (1,4,27-
29,30-34). Al igual que la diabetes, la hiperlipemia con frecuencia coexiste con

obesidad.

SINDROME X

Recientemente se ha definido una entidad que agrupa a los principales
factores de riesgo para la EHNA y que se denomina sindrome X. Se trata de un
sindrome metabdlico constituido por la siguiente tétrada: diabetes tipo 2,
hiperlipemia, hipertension arterial y obesidad (61-63). Los enfermos con este
sindrome presentan esteatosis hepatica en el 80% de casos, lesiones de
esteatohepatitis en el 24%, fibrosis en el 74%, y cirrosis en el 2% (64-67). Aunque
los distintos componentes del sindrome X se han relacionado de manera
independiente con el higado graso, su asociacidbn aumenta exponencialmente el

riesgo de lesion hepatica (67).

CIRUGIA DE LA OBESIDAD

El bypasss o anastomosis yeyunoileal es un tipo de intervencion quirurgica
realizada con frecuencia en el pasado para el tratamiento de la obesidad refractaria.
Consiste en anastomosar un segmento proximal de yeyuno con los ultimos
centimetros del ileon terminal, de forma que el segmento remanente de intestino
delgado se cierra proximalmente y se anastomosa distalmente, término-lateral, con
sigma o colon transverso, creandose de esta manera un asa ciega (68). Es una
técnica que practicamente se ha abandonado por asociarse a malabsorcidon
intestinal y potencial enfermedad hepética. Se ha descrito disfuncion hepatica

postquirdrgica en el 40% de los casos y la mayoria corresponden a esteatosis
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hepatica. También se han detectado casos de EHNA severa seguida de fallo
hepatocelular en un 2-8% de casos, que puede ser mortal (8,10,69-75)

Haines et al. (70) encontraron esteatosis hepética en 19 de 27 pacientes
sometidos a este tipo de cirugia y lesiones hepaticas indistinguibles de Ila
enfermedad alcohdlica en 6 (26%). Ademas, al igual que Marubbio et al. (76),
identificaron la presencia de esclerosis hialina central previa al bypass intestinal
como factor de riesgo para desarrollar lesibn hepéatica severa postquirdargica.
Halverson et al. (77) hallaron lesiones de EHNA en el 7% de 101 obesos con
anastomosis yeyunoileal, cursando la mayoria con insuficiencia hepatocelular grave,
y la mortalidad fue 50%. La evidencia de fallo hepatico suele aparecer durante los
seis primeros meses tras la cirugia derivativa, coincidiendo con el periodo de mayor
pérdida de peso (10,70,78). Por otro lado, se ha comprobado que, aunque la
esteatosis puede mejorar tras la reconstruccion del transito intestinal, no sucede lo
mismo con la EHNA (71,79). Ademas, se ha descrito la recurrencia de las lesiones
de EHNA en el higado trasplantado a pacientes con cirrosis y fallo hepatico tras
bypass yeyunoileal a quienes se les mantuvo la derivacion (80).

En la actualidad el bypass yeyunoileal ha sido sustituido por otros procederes
quirdrgicos. Sin embargo, también se han comunicado casos aislados de EHNA
severa y fallo hepético tras otras técnicas quirirgicas empleadas para el tratamiento
de la obesidad morbida, como la derivacion biliopancreética, la gastroplastia o el

bypass gastrico (81-83)

NUTRICION PARENTERAL TOTAL (NPT)

Desde la introduccion de la NPT en el tratamiento de la malabsorcion
intestinal, se han comunicado diversos casos de enfermedad hepatica grave (75,84-
89). El estudio mas extenso es el de Bowyer et al. (89), quienes encontraron
esteatosis, necrosis focales e infiltrados inflamatorios mixtos en el 15% de 60
pacientes tratados con NPT, afiadiéndose fibrosis centrolobulillar en 2 y cirrosis

hepatica en 1.
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PERDIDA RAPIDA E INTENSA DE PESO

Esta pérdida de peso suele ser generalmente como consecuencia de un
tratamiento de la obesidad o una reseccion intestinal. En ambos casos se ha
comprobado que existe mas riesgo de desarrollar EHNA durante los periodos de
mayor pérdida de peso (39,48,70,75,90,91). En su serie necrdpsica de obesos,
Wanless y Lenz (39) encontraron mayor incidencia de EHNA en aquellos pacientes
que habian perdido peso durante la ultima semana de vida. Andersen y Gluud (92)

observaron fibrosis en 41 obesos con esteatosis severa y rapida pérdida ponderal.

SINDROME DEL ACEITE TOXICO (SAT) Y OTROS TOXICOS INDUSTRIALES

Se han encontrado casos de EHNA asociados a la intoxicacion por aceite de
colza adulterado que se produjo en nuestro pais durante los afios ochenta. Solis-
Herruzo et al. (93) encontraron lesiones de EHNA en 11 de 124 pacientes afectados
por el SAT (9%), y posteriormente se ha detectado como lesion hepatica tardia hasta
en el 24% de pacientes (27,94,95). En una serie reciente nuestra de EHNA,
hallamos dicha asociacion en el 3% de casos (29). Aunque el SAT suele aparecer
asociado a otras condiciones de riesgo en pacientes con EHNA, la elevada
prevalencia de esta lesion en dicho sindrome sugiere que el aceite téxico pudiera
haber jugado algun papel patogénico.

Cotrim et al. (96) han descrito una elevada frecuencia de EHNA asintomatica
en trabajadores expuestos de forma cronica a altas concentraciones atmosféricas de
gases petroquimicos. La relacién causal entre las lesiones de EHNA vy las toxinas
petroquimicas se apoya en el hecho de que ninguno de los pacientes presentaba
otro factor de riesgo conocido para esteatohepatitis y que dicha lesion mejor6 desde

el punto de vista bioquimico e histolégico tras interrumpir la exposicion.

FARMACOS

Cada vez es mayor el nimero de drogas que se van relacionando con la
aparicion de EHNA, aunque en ocasiones es dificil establecer la relacion patogénica

ya que pueden coincidir otros factores de riesgo para EHNA (1,26,27,97,98).
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Moreno et al. (27) encontraron que un 65% de los pacientes con EHNA
consumian farmacos de forma crénica y los mas frecuentes fueron los antidiabéticos
orales, alopurinol, tiacidas y triamtereno. La mayoria de ellos estan indicados para el
tratamiento de enfermedades asociadas a la EHNA (diabetes, hiperlipemia, HTA,
etc.) y lo mas probable es que no jueguen ningan papel en la patogenia de la lesion.
Con independencia de estos hallazgos, se han publicado casos de EHNA y posibles
mecanismos patogénicos atribuidos directamente a determinados medicamentos
(Tabla 1 pag. 3). Todos ellos son capaces de producir esteatosis hepética asociada
0 no a lesiones de hepatitis y fibrosis (97,99). Entre ellos se encuentran los
glucocorticoides (100), acido acetilsalicilico (101), &cido valproico (102),
determinados AINE (pirprofeno, naproxeno, ibuprofeno y Kerprofeno) (103-106),
antidepresivos (amineptina y tianeptina) (107,108), tetraciclinas (109), interferon alfa
(110), calcio hopantenato (111), cocaina (112), fialouridina y algunos analogos de
nucledsidos utilizados en el tratamiento de la infeccion VIH (zidovulina o AZT,
zalcitabine o ddc y didanosina o ddl) (113,114).

La amiodarona (antiarritmico), perhexilina y dietilaminoetoxihexestrol
(antianginosos) son tres drogas cuya administracion prolongada puede provocar
lesiones de EHNA. Ademas, son capaces de acumularse en los lisosomas de los
hepatocitos y alterar la degradacion de los fosfolipidos, produciendo también
fosfolipidosis hepatica (115-119).

Se han comunicado casos de EHNA tras la administracion de altas dosis de
glucocorticoides, estrogenos, y tamoxifeno (120-123). También se han publicado
casos aislados de enfermedad hepatica pseudoalcohdlica, sin fosfolipidosis, tras el
uso de diltiazem o nifedipino (124).

La aparicién de esteatosis microvesicular o de EHNA, ha llevado a retirar del
mercado drogas como el dietilaminoetoxihexestrol o la perhexilina y a suspender

ensayos clinicos con sustancias antivirales como la fialuridina (97).

VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)

La posibilidad de que el VHC pueda ser un factor de riesgo para el desarrollo

de EHNA puede plantearse si se tienen en cuenta cuatro hechos:
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1. La hepatitis cronica C y la EHNA comparten algunas caracteristicas
histol6gicas como son la esteatosis, los cuerpos de Mallory y la fibrosis pericelular
(125-127).

2. EIl VHC bha sido incriminado en enfermedades hepaticas antes
consideradas como idiopaticas (hepatitis autoinmune tipo 2, carcinoma
hepatocelular) (128,129).

3. Existe una prevalencia elevada de la infeccién crénica por VHC en la
enfermedad hepatica alcoholica y se cree que el VHC juega un papel patogénico en
esta hepatopatia alcohdlica (130-133).

4. Se ha documentado la existencia de una asociacion entre la infeccion por el
VHC vy la diabetes tipo 2 mayor que en otras enfermedades e independientemente
de la presencia de cirrosis (134,135)

5. En una serie reciente personal hallamos una prevalencia elevada del VHC
en pacientes con EHNA (136).

Lefkowitch et al. (127) encontraron, en una serie de 317 enfermos con
infeccidon crénica por VHC, esteatosis en el 70% y material similar a los cuerpos de
Mallory en el 18%. Es importante resefiar que, a diferencia de la hepatitis alcohdlica
y la EHNA, dichos cambios se encontraban siempre en la regién periportal (zona 1
del acino).

Multiples estudios han demostrado una elevada prevalencia de la infeccion
por el VHC en pacientes con enfermedad hepética alcohdlica, especialmente en
aquellos casos con lesiones severas, por o que hay autores que proponen que este
virus podria jugar algun papel en el desarrollo de la hepatopatia alcohdlica. Asi,
Parés et al. (130) detectaron infeccion por el VHC en el 24% de alcohdlicos: el 2%
tenian el higado normal; 20% fibroesteatosis; 21% hepatitis alcohdlica y 33% cirrosis
hepética.

Sin embargo, son pocas las series de pacientes con EHNA en las que se ha
determinado si existe infeccion por el VHC e, incluso, en las mas actuales se ha
utiizado como criterio de exclusibn para el diagnostico de EHNA
(16,29,34,36,136,137). Es por ello, que no se conoce la prevalencia real de este
virus en pacientes con EHNA ni si es posible que éste participe en su progresion,
especialmente en aquellos casos en los que no se detecta ninguno de los factores

de riesgo conocidos para el desarrollo de EHNA. En este sentido, en un estudio
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realizado por nosotros, encontramos que en aproximadamente la cuarta parte de
sujetos con EHNA coexistia infeccion por VHC y que en 2/3 de ellos no existian
otros factores de riesgo conocidos para la EHNA (136).

Estudios recientes han encontrado una elevada prevalencia de infeccion por
el VHC en pacientes con diabetes tipo 2 (11.5-28%), asi como de diabéticos entre
los infectados por este virus (26%). Sin embargo, el trastorno del metabolismo de la
glucosa no ha podido atribuirse a la enfermedad hepatica, puesto que dicho hallazgo
no se correlaciona con la severidad de la lesion histolégica (138,139). Ademas, la
esteatosis hepatica encontrada hasta en el 50% de los infectados por el VHC se ha
asociado a un efecto citopatico del virus y se ha encontrado correlacion con mayor

infiltrado inflamatorio, necrosis y fibrosis hepatica (139,140).

MISCELANEA

Otras condiciones que pueden asociarse a la aparicion de EHNA y de las que
se han publicado casos aislados son la diverticulosis yeyunal (141), la enfermedad
de Weber-Christian (142), la lipodistrofia parcial que no afecta a la cara (143) y la
abetalipoproteinemia e hipobetalipoproteinemia (144-146). Ademas, en algunas
series de enfermos con EHNA se han detectado determinadas caracteristicas
clinicas con una frecuencia mayor a la esperada, como son la hipertensién arterial
(33%) y la hiperuricemia (50%) cuyo significado, por el momento, es incierto
(1,12,27,32).

lIl. PATOGENIA

Actualmente todavia no se conocen los mecanismos exactos por los que
aparecen las lesiones de EHNA. Se han propuesto multiples hipo6tesis patogénicas
en relacion con los factores de riesgo analizados en el apartado anterior:
malnutricion proteica (8,147); movilizacion de acidos grasos desde el tejido adiposo
(47,148-150); deficiencia de carnitina (88,151), acidos grasos esenciales (152,153),
o colina (154-157), absorcién intestinal de acidos biliares toxicos o de hepatotoxinas
bacterianas (81,91,158); hiperinsulinemia (39,66), etc.
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Para intentar explicar por qué y cdmo aparecen las lesiones, debe tenerse en
cuenta que la EHNA no es una entidad aislada sino un espectro de enfermedad
hepética no alcohdlica de depdsito graso que va evolutivamente desde la esteatosis

simple, hasta la esteatohepatitis, y cirrosis grasa (159,160).

A- ESTEATOSIS HEPATICA NO ALCOHOLICA

Aunque tradicionalmente se ha considerado a la esteatosis hepatica como
una entidad benigna, actualmente se acepta como un precursor necesario de las
lesiones de EHNA, ya que se ha comprobado su evolucion a inflamacion vy fibrosis
(70,159-167).

La esteatosis hepatica consiste en el depdsito de triglicéridos en el interior de
los hepatocitos. Comprender por qué la grasa se acumula en los hepatocitos
requiere recordar las vias basicas del metabolismo lipidico normal (168-170).

La mayor parte de la grasa que consumen los animales en la dieta esta
constituida por triacilglicéridos o triglicéridos (TG) y en menor proporcién, por
fosfolipidos (PL) y colesterol. Una molécula de TG consiste en tres cadenas de
acidos grasos libres (AGL) unidas por una molécula de glicerol mediante enlaces
éster. La digestion de los TG se produce en el intestino delgado, donde son
hidrolizados por la accién de la lipasa pancreética a AGL de cadena larga (12 o mas
atomos de carbono), y transportados desde la luz, hasta el borde en cepillo de las
células del epitelio intestinal. Dicho transporte se produce en forma de micelas, las
cuales se forman con el concurso de las sales biliares. Los AGL difunden a través de
la membrana citoplasmatica, y una vez en el interior de la célula epitelial, son
reesterificados a TG y pasan entonces, junto con los ésteres de colesterol, colesterol
libre, PL y proteinas, a formar parte de los agregados denominados quilomicrones.
Son estas moléculas las que, de esta forma, transportan la grasa procedente de la
dieta (grasa exogena) hasta el torrente linfatico. Una vez en el sistema linfatico, los
quilomicrones viajan a través del conducto toracico, via sanguinea, al higado, tejido

adiposo y resto de érganos (Figura 1).
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Figura 1. Via exdgena del metabolismo lipidico
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En la mayor parte de estos tejidos, los AGL son utilizados como fuente de
energia. En el tejido adiposo, los AGL son reesterificados con glicerol y
almacenados en los adipocitos en forma de TG hasta que puedan ser requeridos
durante los periodos de ayuno como fuente de energia metabdlica. En el higado, los
AGL tienen dos destinos: son oxidados por la mitocondria, mediante la B-oxidacion,
para obtener energia (ATP), o bien son convertidos de nuevo en TG y secretados a
la circulacion en forma de lipoproteinas (VLDL) y transportados de nuevo al tejido
adiposo. Por otro lado, el higado es capaz de sintetizar AGL cuando el aporte de

glucosa al mismo es excesivo (Figura 2).
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Figura 2. Vias metabdlicas de los acidos grasos
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Multiples evidencias acumuladas en los ultimos 17 afios indican que la EHNA
se inicia con un aumento de los AGL intrahepaticos, los cuales son esterificados a
TG, y el depo6sito de éstos en los hepatocitos constituye el higado graso (171-173).
En 1983 Mauvrelis et al. (171) determinaron la composicion lipidica en el higado de
31 enfermos con hepatopatia alcohdlica y en 18 obesos con lesién hepéatica y
hallaron un aumento de AGL y TG (pero no de colesterol ni fosfolipidos) en ambos
casos. Ademas, encontraron una correlacién positiva entre los niveles tisulares de
AGL y la severidad de la enfermedad hepética, dato que sugiere una relacion causal.

Si tenemos en cuenta que los AGL intrahepaticos pueden proceder de tres
fuentes diferentes (dieta, tejido adiposo, y sintesis hepatica), y que en el higado
pueden seguir dos vias (B-oxidacion y sintesis de VLDL), la acumulacion de AGL en
el higado y subsiguiente aparicion de esteatosis hepatica podria explicarse por
alguno de los siguientes mecanismos (2,18): 1) elevado flujo de AGL al higado; 2)
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aumento de la sintesis hepatica de AGL; 3) disminucion de la beta-oxidacién de los
AGL; y 4) alteracion en la incorporacion de los TG en las particulas de VLDL o en la
secrecion de dichas lipoproteinas por los hepatocitos (Tabla 4).

Tabla 4. Mecanismos patogénicos de la esteatosis hepatica (18)

T FLUJO DE AGL AL HIGADO
. Obesidad .Pérdida intensa de peso
. Ayuno .Bypass intestinal
T SINTESIS HEPATICA DE AGL
. Exceso de carbohidratos (NPT; abuso en la dieta)
! B-OXIDACION DE LOS AGL
. Alteracion de los mecanismos de transporte: deficiencia de carnitina,
carnitin-palmitoil-transferasa, traslocasa, drogas que secuestran la CoA
extramitocondrial
. Alteracion de los enzimas: deficiencias congénitas; drogas
. Defectos en la cadena respiratoria mitocondrial
DEFECTO EN LA INCORPORACION DE LOS TG A LAS LIPOPROTEINAS (VLDL)
O ALTERACION EN LA SECRECION DE VLDL POR LOS HEPATOCITOS
. Malnutricion proteica
. Deficiencia de colina
. Alteracion en la sintesis de apoproteinas
. Defecto en la esterificacion del colesterol

La insulina, como veremos luego, interviene en diferentes puntos del
metabolismo lipidico normal y, por ello, puede contribuir a que varios de estos cuatro

mecanismos de esteatosis hepética se activen.

1. Aumento del flujo de AGL al higado

Es uno de los mecanismos que explican la acumulacion de grasa en el higado de
los obesos (150,174,175) asi como en situaciones de ayuno (176), pérdida
importante de peso (39), o bien tras un bypass intestinal (177).
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Durante el ayuno se ponen en marcha una serie de mecanismos de
adaptacion cuyo fin es asegurar los suplementos constantes de glucosa para
aquellos 6rganos que tienen un requerimiento absoluto de ella, como el cerebro, y la
provision de una fuente alternativa de energia, los AG, para aquellos tejidos capaces
de utilizarla. ElI higado juega un papel central en estos mecanismos: durante el
ayuno prolongado el higado utiliza fundamentalmente la grasa como fuente de
energia, a partir de la oxidacion de los AG; si ésta se satura, puede producirse un
aumento de AGL intrahepéticos y su consecuente depésito en forma de TG (171).

La pérdida de peso se asocia a un aumento del flujo de AGL desde el tejido
adiposo al higado (178). Wanless y Lenz (39) efectuaron un analisis retrospectivo de
los factores de riesgo para la aparicion de esteatosis hepatica y EHNA en su serie
de autopsias de 207 obesos y encontraron que el grado de obesidad y la pérdida de
peso durante el Ultimo mes de vida se asociaban con una mayor frecuencia en la
aparicion de dichas lesiones (82,7% en los obesos vs.18,5% en los no obesos y 32%

vs. 8,5% en aquellos con o sin pérdida de peso, respectivamente).

Se han hallado lesiones idénticas a la EHNA en un 26% de obesos tras
cirugia de bypass intestinal y entre las hipotesis patogénicas se encuentra la
movilizacion de AG durante la pérdida de peso. Se ha comprobado que las lesiones
hepaticas tras el bypass yeyunoileal ocurren durante el periodo de maxima pérdida
ponderal y que son mas severas en aguellos pacientes que pierden mas peso
(70,76).

2. Incremento en la sintesis hepatica de AG

Es otro de los mecanismos implicados en la aparicion de esteatosis hepatica, el
cual se asocia fundamentalmente con la NPT rica en carbohidratos y pobre en

lipidos (85,86,179) asi como con el tratamiento con glucosa intravenosa (39).

Los AG se sintetizan en el citosol celular por la adicion secuencial de unidades
de dos carbonos derivados del acetil-CoA. El acetil-CoA procede de la glicolisis
aerobia y se forma en la mitocondria a partir del piruvato, por accion de la piruvato
deshidrogenasa. La mayoria de los enzimas que intervienen en la sintesis de los AG

estan organizados en un complejo enzimatico denominado “acido graso sintetasa”,
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que cataliza una serie de reacciones de condensacion, reduccién, deshidratacion y

de nuevo reducccion, cuyo producto final es el palmitato (C16) (Tabla 5).

Tabla 5. Reacciones principales de la sintesis de los acidos grasos (168)

ETAPA REACCION ENZIMA

1 Acetil-CoA+HCO3 +ATP 7 Acil-CoA+ADP+Pi+H" Acetil-CoA carboxilasa

2 Acetill-CoA+ACP  4—» Aetcil-ACP+CoA Acetiltransacilasa

3 Malonil-CoA+ACP —»p  Malonil-ACP+CoA Maloniltransacilasa

4 Acetil-ACP+malonil-ACP—® Acetacetil-ACP+ACP+H,0 Enzima condensante acil-
malonil-ACP

5 Acetacetil-ACP+ <« D-3-Hidroxibutiri-ACP+NADP* B-Cetoacil-ACP reductasa
NADPH+H"
6 D-3-Hidroxibutiril-ACP 4 Crotonil-ACP+H,0O 3-hidroxiacil-ACP-deshidratasa

7 Crotonil-ACP +NADPH+H" —» Butiril-ACP+NADP* Enoil-ACP reductasa

Algunas caracteristicas sobresalientes de la biosintesis de los AG son:

-La sintesis se produce en el citosol, a diferencia de la degradacion, que tiene
lugar en la matriz mitocondrial.

- La formacion de malonil-CoA, por accion de la acetil-CoA carboxilasa, es la
etapa limitante en la sintesis de los AG.

PIRUVATO + NAD"+ CoA » ACETIL-CoA + CO, + NADH

Piruvato deshidrogenasa

ACETIL-COA+ATP+HCO; — 3 MALONIL-COA + ADP + Pi + H"

Acetil-Coa Carboxilasa

-Los intermediarios en la sintesis de AG estan covalentemente unidos a los
grupos sulfhidrilo de una “proteina transportadora de grupos acilo” (ACP), mientras
que los intermediarios en la degradacioén, como luego veremos, estan ligados al
CoA.

-El reductor en la sintesis de los AG es el NADPH, mientras que los oxidantes en
la degradacion de los AG son el NAD" y el FAD.
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-La cadena del AG en crecimiento se alarga por la adicibn secuencial de

unidades de 2 carbonos derivados del acetil-CoA. El dador activado de unidades de

2 4tomos de carbono en la etapa de elongacion es el Malonil-ACP y esta dirigida por

la eliminacion de CO.,.

-Completado el primer ciclo de elongacion, el butiril-F-ACP se condensa con

malonil-ACP para formar un Cg-B-Cetoacil-ACP. Una reduccion, una deshidratacion y

una segunda reduccion lo convierten en un Cg-acil-ACP, el cual esta listo para un

tercer ciclo de elongacion. Los ciclos de elongacién contindan hasta formar un Cge-

acil-ACP, el cual se hidroliza para producir palmitato y ACP. La elongacién por

el

complejo AG-sintetasa se detiene en la formacion del palmitato (Ci6). La elongacion

posterior y la insercidbn de dobles enlaces se llevan a cabo por otros sistemas

enzimaticos.

La estequiometria de la sintesis del palmitato es:

ACETIL-CoA + 7 MALONIL-CoA + 14 NADPH + 20 H*

AG-sintetasa

PALMITATO + 7 CO, + 14 NADP" + 8 CoA + 6 H,O

La ecuacion para la sintesis del malonil-CoA utilizado en la reaccion anterior

es:
7 ACETIL-CoA +7 CO, + 7 ATP 7 MALONIL-COA + 7 ADP + 7 Pi + 14H"
—>
Por tanto, la ecuacion global para la sintesis del palmitato es la siguiente:
8 ACETIL-CoA + 7 ATP + NADPH + 6 H*

AG-sintetasa

PALMITATO + 14 NADP*+ 8 CoA + 6 H,O + 7 ADP + 7 Pi
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La sintesis de AG es maxima cuando abundan los carbohidratos y el nivel de
AG es bajo. En estas situaciones, la glucosa proporciona el acetil-CoA necesario
para iniciarse la sintesis de AG (Figura 3).

Figura 3. Vias metabdlicas de la glucosa en el higado (170)

GLUCOSA —» GLUCOSA-6-FOSFATO ———  » GLUCOGENO

Hexoquinasa Glucogeno sintetasa

GLUCOSA PIRUVATO VIA FOSFOGLUCONATO
SANGUINEA ¢ Y NADPH

ACETIL CoA —  » ACIDOS GRASOS

C.Krebs Glicerol
TEJIDOS v
PERIFERICOS Glucosa

CO,

COLESTEROL TRIGLICERIDOS Y
+ FOSFOLIPIDOS
H,O

SALES BILIARES

La infusion de soluciones de NPT libres en lipidos y con dextrosa hipertonica
al 20%, induce rapidamente esteatosis hepatica en ratas, y en su mecanismo de
produccion parece jugar un papel clave el cociente insulina/ glucagon (I/G) (86). La
insulina estimula la glicolisis y la sintesis de AG al activar a la acetil-CoA carboxilasa,
acciones contrarias a las del glucagon. Es por ello que cuando se administra NPT
con glucosa, se estimula la secrecion de insulina, aumenta el cociente I/G en sangre
portal y se favorece la aparicion de esteatosis en el higado. Por otro lado, se ha
comprobado en animales de experimentacion que cuando se suplementa la dieta
con hidratos de carbono, el higado responde aumentando la lipogénesis (Figura 3).
En esta situacion, se produce un aumento de la glucemia en la sangre portal, el
higado disminuye su produccién y aumenta la captacion de esta molécula; parte de
la glucosa es almacenada en forma de glucégeno, y el resto transformada en AG.
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3. Alteracion en el catabolismo de los AGL

Los AGL son degradados por oxidacion en el carbono B para dar lugar a
unidades de dos atomos de carbono (acetil-CoA) mediante una serie de reacciones
que constituyen la denominada B-oxidacion. Dicho proceso se lleva a cabo en la
matriz de la mitocondria, por lo que se precisa del transporte de los AG desde el
citosol hasta el interior mitocondrial como paso previo a su oxidacion. El acetil-CoA
que se obtiene de la oxidacion de los AG puede incorporarse al ciclo de los acidos
tricarboxilicos, también denominado ciclo del &cido citrico o de Krebs, obteniéndose
CO; y H,O como productos finales, liberandose ademas energia en forma de ATP.
Los &tomos de H; eliminados durante la deshidrogenacién de los AG se incorporan
finalmente a la cadena respiratoria mitocondrial (CRM), produciéndose la
fosforilacion oxidativa del ADP a ATP (168,169) (Figura 2; pag. 17).

Antes de examinar las alteraciones que pueden cursar con un defecto de la B-
oxidacion de los AG, es preciso recordar las etapas principales de dicho proceso

metabolico (Tabla 6).

Tabla 6. Principales reacciones en la B-oxidacion de los acidos grasos (168)

ETAPA REACCION ENZIMA

1 AG+CoA+ATP <«4— Acil-CoOA+AMP+PPi Acil-CoA sintetasa
2 Carnitinat+acil-CoA <«—> Acilcarnitina+CoA Carnitina aciltransferasa
3 Acil-CoA+E-FAD —» Trans-A-enoil-CoA+E-FADH, Acil-CoA deshidrogenasa
4 Trans-A%-enoil-CoA+H,0O €4—» L-3-hidroxiacil-CoA Enoil-CoA hidratasa
5 L-3-hidroxiacil-CoA+NAD+<4» 3-cetoacil-CoA+NADH+H" L-3-hidroxiacil-CoA

deshidrogenasa

6 3-cetoacil-CoA+CoA <«4— Acetil-CoA+acil-CoA - Cetotiolasa

12- Activacién del AG

Como fase previa a su oxidacién, los AG se activan en la membrana externa
mitocondrial a través de una reaccion de condensacion con CoA. Consiste en la

esterificacion del AGL con CoA extramitocondrial para dar el acil-(graso)-CoA. Esta
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reaccion esta impulsada por el ATP y catalizada por la acil-CoA-sintetasa, también
denominada AG tioquinasa. La activacion tiene lugar en dos etapas, primero
reacciona con el ATP para formar aciladenilato y pirofosfato y posteriormente se
forma un enlace tioéster entre el grupo carboxilo del AG y el sulfhidrilo del CoA.

La reaccion global es la siguiente:

0
0] Sintetasa I
R-c</o_ + ATP +HS-CoA ———»  R-C-S-CoA + AMP + PPi
ACIL-GRASO ACIL-GRASO-CoA

22- Transferencia a la carnitina

Aunque los AG de cadena corta pueden atravesar la membrana mitocondrial
como &cidos libres, los AG de cadena larga necesitan de un mecanismo especial de
transporte. La carnitina es la molécula transportadora del AG de cadena larga
activado hasta la matriz mitocondrial, dénde estan localizados los enzimas

necesarios para la oxidacion del AG.

0] CHs
| |
R-C-S-CoA + H3C-"N-CH,-CH-CH,-COOH
| |
ACIL-CoA A CHjs OH CARNITINA

Carnitina-acil-transferasa (CPT )

CHs

|
HS-CoA +  HsC-+N-CH2-CH-CH»-COOH

| |

CH; O-C-R ACIL-CARNITINA

I
o)
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El grupo acilo es transferido desde el atomo de azufre del CoA al grupo
hidroxilo de la carnitina para formar acilcarnitina. Esta reaccion esta catalizada por la
carnitina-acil-transferasa | (CPT 1), localizada en la cara citosélica de la membrana

interna de la mitocondria.

32- Transferencia del CoA intramitocondrial

La acilcarnitina actia como una lanzadera a través de la membrana interna
mitocondrial por accion de una translocasa, de forma que transfiere el grupo acilo a
un CoA situado en la matriz mitocondrial. Este sistema de “lanzadera del AG”
mantiene separados el pool extra e intramitocondrial de CoA y de AG. Esta reaccion
esti catalizada por la carnitina-acil-transferasa Il (CPT Il). Por dltimo, la carnitina
vuelve al lado citosolico por accion de la misma translocasa, intercambiandose por

otra molécula de acilcarnitina de la siguiente manera:

ACIL-CoA > CoA

CPTI
CARNITINA » ACILCARNITINA LADO CITOSOL

N
| |

CARNITINA = ACILCARNITINA
CPT I

ACIL-CoA < CoA

LADO MATRIZ
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43- p-oxidacion (Tabla 6; pag. 23)

La primera reaccién en cada ciclo es la oxidacion del acil-CoA por una acil-
CoA-deshidrogenasa para dar un enoil-CoA con un doble enlace trans entre los
atomos de carbono C, y Cs. El aceptor de electrones es la flavina adenina
dinucleétido (FAD) en vez del NAD" debido a que la energia producida en esta
reaccion es insuficiente para conseguir la reduccion del NAD'. Los electrones
procedentes del grupo prostético FADH; de la acil-CoA deshidrogenasa reducida se
transfieren a una segunda flavoproteina denominada ETF (flavoproteina
transferidora de electrones), la cual dona a su vez los electrones, como se detallara
mas adelante, a la cadena respiratoria a través de la ubiquinona reductasa.

La siguiente etapa es la hidratacién del doble enlace entre C, y C3 por accion
de la enoil-CoA-hidratasa.

Ahora se produce una segunda reaccion de oxidacién que convierte al grupo
hidroxilo de C3 en un grupo ceto y genera NADH. Esta reaccion es catalizada por la
L-3-hidroxil-CoA-deshidrogenasa.

La etapa final es la escision del 3-cetoacil-CoA por el grupo tiol de una
segunda molécula de CoA que produce acetil-CoA y un acil-CoA acortado en dos
atomos de carbono. Dicha division es catalizada por la p-cetotiolasa.

El acil-CoA acortado en dos atomos de carbono experimenta luego otro ciclo
de oxidacion que se inicia de nuevo con la reaccion catalizada por la acil-CoA
deshidrogenasa. De esta manera, y secuencialmente, se van eliminando fragmentos
de dos atomos de carbono desde el extremo carboxilico del acido graso.

En resumen, en cada ciclo de reaccion, un acil-CoA saturado se degrada
mediante una secuencia repetitiva de 4 reacciones: oxidacién ligada al FAD,;
hidratacion; oxidaciéon ligada al NAD+ vy tiolisis por CoA. Como resultado de estas
reacciones la cadena del acido se acorta en 2 4tomos de carbono y se genera
FADH,, NADH y acetil-CoA:

Cq-acil-CoA + FAD + NAD™+ H,O + COA ———p C,»-acil-CoA + FADH, +
NADH + acetil-CoA + H"
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Asi, la degradacion de uno de los acidos grasos saturados y de cadena larga
mas frecuentes en los seres vivos, como es el palmitoil-CoA, un acil-CoA de 16
atomos de carbono, requiere 7 ciclos de reaccion, resultando en el ultimo paso 2

moléculas de acetil-CoA:

Palmitoil-CoA + 7FAD + 7NAD*+ 7CoA + 7 H,O —®8 aceti-CoA + 7FADH, +
7NADH + 7H"

Siempre que la degradacion de las grasas y de los hidratos de carbono se
encuentren equilibradas, el acetil-CoA formado en la oxidacién de los acidos grasos

entra en ciclo del &cido citrico.

El ciclo de los acidos tricarboxilicos, ciclo del acido citrico o de Krebs es la
ruta central comun para degradar los restos acetilo de 2 atomos de carbono que
derivan de los glucidos, los acidos grasos y los aminoacidos (180,181). Se da en los
organismos aerobios, y se localiza en la mitocondria. Esta constituido por un sistema
multienzimatico que acepta el acetilo del acetil-CoA como combustible,
degradandolo hasta CO, y H,. Los H, que se producen en dicho ciclo, son
conducidos por una secuencia de proteinas transportadoras de electrones hasta el
oxigeno molecular produciéndose energia en forma de ATP mediante la denominada

fosforilacion oxidativa (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo del &cido citrico: ruta final comun para la oxidacion de las
moléculas combustibles (4cidos grasos, aminoacidos, glucidos)

POLISACARIDOS GRASAS
(glucosa) (acidos grasos)
Glucolisis B-oxidacion
CoA
Piruvato Citrato sintasa
ACETIL-CoA
PIRUVATO —» f Citrato
deshidrog
Aconitasa
Deshidrogenasa Oxalacetato \
/ Cis-Aconitato
2H* 4T
Malato \
CICLO DE Isocitrato
PRQTEI!\IAS Fumarasal KREBS
(aminoécidos)
Fumarato Deshidrogenasa
—pCO2
Deshidrogenasa A 2H*
* '
2H CoASH CoA

a-Oxoglutarato

Succinato / \/K A o2
\

Deshidrogenasa
Succinil-CoA \A oH*

Sintasa

ADP ATP

0: « N\J7 s+ 4H 4Hy

Fosforilacién oxidativa

En cada vuelta del ciclo se incorpora una molécula de acetil-CoA (2 atomos
de carbono), que se condensa con el oxalacetato (4 &tomos de carbono), dando
lugar a citrato (6 &tomos de carbono). Se liberan 2 CO, y se regenera el oxalacetato
(por ello basta una molécula de oxalacetato para oxidar un numero ilimitado de
moléculas de acetil-CoA). En las cuatro oxido-reducciones del ciclo se obtienen 4
pares de atomos de Hy; tres pares de electrones (e’) procedentes de estos H, son
transferidos al NAD" y un par al FAD. Estos aceptores de electrones se regeneran

cuando el NADH y el FADH, transfieren sus electrones al O, a través de la cadena
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de transporte electronico, con la consiguiente produccion de ATP. En consecuencia,
la velocidad del ciclo del acido citrico depende de las necesidades de ATP. La
regulacion de tres enzimas del ciclo es también importante para su control. Una
carga energética elevada disminuye la actividad de la citrato sintasa, la isocitrato
deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa. La formacion irreversible de
acetil-CoA a partir de piruvato es otro punto importante de regulacion. La actividad
del complejo piruvato-deshidrogenasa esta controlada estrictamente por fosforilacion
reversible. Estos mecanismos se complementan entre si, reduciendo la velocidad de
formacién de acetil-CoA cuando la carga energética de la célula es alta y cuando los

intermediarios biosintéticos son abundantes.

El NADH y el FADH, procedentes de la oxidacion de los acidos grasos y del ciclo
del &cido citrico son moléculas ricas en energia porque contienen un par de
electrones con elevado poder de transferencia (182). Cuando estos electrones se
transfieren al oxigeno molecular, se libera gran cantidad de energia. Esta energia
liberada puede utilizarse para generar ATP. La FOSFORILACION OXIDATIVA es el
proceso por el que se forma ATP cuando, mediante una serie de transportadores de
electrones que constituyen la cadena respiratoria, se transfieren electrones desde el
NADH 6 el FADH, al O, (183,184). Constituye la fuente principal de ATP en los

organismos aerobios. Algunos aspectos sobresalientes de este proceso son:

1. La fosforilacion oxidativa se lleva a cabo por sistemas respiratorios que estan
localizados en la membrana interna de las mitocondrias. El ciclo del &cido citrico
y la via de oxidacion de los acidos grasos, que suministran la mayor parte del
NADH y del FADH, tienen lugar en la matriz mitocondrial adyacente.

2. La oxidacion del NADH produce 3 ATP, mientras que la oxidacion del FADH,
produce 2 ATP.

3. La fosforilacion oxidativa es conceptualmente sencilla, pero mecanisticamente
compleja. El flujo de electrones desde el NADH o el FADH, al O, a través de una
serie de complejos proteicos localizados en la membrana interna mitocondrial
provoca el bombeo de protones hacia el exterior de la matriz mitocondrial. Se
genera asi una fuerza protomotriz que esta formada por un gradiente de pH y por
un potencial eléctrico transmembranal. Cuando los protones regresan a la matriz

mitocondrial a través de un complejo enzimatico, se sintetiza ATP. De esta forma,
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la oxidacion y la fosforilacion estdn acopladas por un gradiente de protones a

través de la membrana mitocondrial interna (Figura 5).

Membrana

mitocondrial interna

BAJA[HT |

===~ Espacio
++ + intermembranal

Membrana /’

mitocondrial externa

Figura 5. La oxidacion y la sintesis de ATP estan acopladas mediante el flujo

de protones a través de la membrana de la mitocondria

Adaptada de Stryer L. Fosforilacion oxidativa. En: Stryer L, ed. Bioguimica. Volumen 2. Barcelona: Reverté
S.A., 1995 (4%d): 529-55

A medida que los electrones fluyen por la CRM, los protones son bombeados
a través de la membrana desde la matriz hacia el lado citosolico de la membrana
mitocondrial interna. El gradiente de pH y el potencial de membrana constituyen una
fuerza protomotriz que se utiliza para dirigir la sintesis de ATP.

En esencia, en la fosforilacion oxidativa, la fuerza electromotriz se transforma
primero en fuerza protomotriz y después en potencial de transferencia de grupos
fosforilo. La primera etapa se lleva a cabo mediante tres bombas de protones
dirigidas por electrones (NADH-Q oxidorreductasa, citocromo c¢ oxidorreductasa y
citocromo c¢ oxidasa). La segunda etapa de la fosforilacion oxidativa es llevada a
cabo por la ATP sintasa, un complejo capaz de sintetizar ATP, y que es dirigido por

el flujo de protones que regresan hacia la matriz de la mitocondria.

La mitocondria es el organulo aerdbico en el que ocurre la etapa final de la

oxidacion de los alimentos. Es el lugar donde se produce el ciclo del &cido citrico, la
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oxidacion de los acidos grasos y la fosforilacién oxidativa, procesos que generan la
mayor parte de la energia celular en condiciones aerdbicas. El numero de
mitocondrias de las células varia espectacularmente. Una célula hepatica de
mamifero contiene de 800 a 2.500 mitocondrias. También varia mucho el tamafio
(0.2-0.8 um) y ademas no son estaticas, adoptando distintas formas en condiciones
metabolicas diferentes. Las mitocondrias poseen dos sistemas membranosos: una
membrana externa y una membrana interna. La membrana interna esta doblada,
originando una serie de repliegues denominados crestas. De ahi que existan dos
compartimentos mitocondriales: el espacio intermembranoso, entre las membranas
externa e interna, y la matriz, limitada por la membrana interna (Figura 5; pag. 30).

Ademas de los enzimas responsables del ciclo del acido citrico y de la
oxidacion de los acidos grasos, la matriz también contiene varias moléculas de ADN
circular, ribosomas y los enzimas necesarios para la biosintesis de las proteinas
codificadas en el genoma mitocondrial. La mitocondria no es, sin embargo,
genéticamente autéonoma, y los genes que codifican la mayoria de las proteinas
mitocondriales estan situados en el ADN nuclear. El genoma mitocondrial contiene
37 genes que codifican la sintesis de 13 proteinas estructurales de la cadena
respiratoria (siete unidades del complejo I, una del complejo Ill, 3 del complejo IV, y
2 del complejo V), 2 ARN ribosémicos y 22 ARN de transferencia. El resto de
enzimas que intervienen en el metabolismo mitocondrial se codifican en el ADN
nuclear (185).

La CADENA RESPIRATORIA es una parte integrante de la membrana interna
mitocondrial (186). Se trata de un sistema notablemente complicado, constituido por
cinco complejos proteicos que catalizan la transferencia escalonada de electrones
desde el NADH y el FADH, hasta el oxigeno molecular, permitiendo la recuperacion
del NAD y FADH asi como la sintesis de ATP (Figura 6).
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Citosol Membrana mitocondrial externa
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Figura 6. Representacion de la cadena respiratoria mitocondrial y su

funcionamiento

Adaptada de Rubio JC, Martin MA, del Hoyo P, de Bustos F, Campos Y, Arenas J. Déficits de los complejos
enziméticos de la cadena respiratoria mitocondrial. En: Jiménez-Jiménez FJ, Molina-Arjona JA, Arenas J, eds.
Enfermedades mitocondriales. Rev Neurol 1998;26 (Supl I1): 15-20

Los complejos enzimaticos que integran la cadena respiratoria se denominan
NADH-ubiquinona (CoQ) oxidorreductasa o0 reductasa, Succinato CoQ
oxidorreductasa, Ubiquinol (QH,) citocromo c oxidorreductasa 0 reductasa,
Citocromo c oxidasa (COX) y FO-F1-ATP sintasa, o complejos | a V, respectivamente
(186).

Se desconocen muchos aspectos de la estructura y del mecanismo de estos
complejos multiproteicos (Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas de los complejos proteicos de la cadena respiratoria

transportadora de electrones (183)

Complejo Subunidades Peso molecular Cofactores
NADH CoQ 16-25 850.000 1 FMN
reductasa 22-24 Fe-S
Succinato 4 125.0000 1 FAD
deshidrogenasa 8 Fe-S
Citocromo bsgo
QH_-citocromo ¢ 8 250.000 2 Fe-S
reductasa Citocromo bsgo
Citocromo bsgg
Citocromo c;
COX 7 300.000 Citocromo a

Citocromo a3
2 iones cobre

Los grupos portadores de electrones de estos enzimas son flavinas,

complejos de hierro-azufre (Fe-S), grupos hemo e iones cobre. Los polipéptidos que

contienen centros Fe-S se conocen como “proteinas sulfoférricas”. Estas proteinas

son componentes esenciales de los complejos I, Il y 11l de la cadena respiratoria.

Los electrones son transportados desde el complejo | hasta el Il mediante la

forma reducida de la ubiquinona (QH). La ubiquinona (CoQ) también transporta

electrones desde el FADH; hasta la citocromo reductasa. Una molécula pequefa, el

citocromo c, cede los electrones de la citocromo reductasa a la citocromo oxidasa,

componente final de la cadena (Figura 7).
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Figura 7. Ruta del flujo de electrones desde el NADH hasta el oxigeno

molecular
___ | NADH-CoQ . -
NADH REDUCTASA QEZ FADH;
CITOCROMO C
REDUCTASA
CITOCROMO C
CITOCROMO

4—
02 C OXIDASA

- COMPLEJO I. NADH ubiquinona (CoQ) oxidorreductasa.

Es el complejo mas grande de la cadena respiratoria. Cataliza la transferencia
de electrones desde el NADH a la ubiquinona (Coenzima Q o CoQ), la cual se

reduce a ubiquinol (QH>).

NADH + H™+ CoQ > NAD + QH;
hTADH-CoQ reductasa

Esta integrado por al menos 25 polipéptidos, de los que 7 estan codificados
por el ADN mitocondrial (ADNmt), y varios componentes no proteicos, entre los que
se encuentran: flavin mononucleétido (FMN), 8 ndcleos de Fe-S de naturaleza no
hémica y fosfolipidos. Las subunidades del complejo | se disponen en L, de forma
que un brazo de la estructura se encuentra inmerso en la membrana mitocondrial,
mientras que el otro penetra dentro de la matriz. El brazo periférico, que incluye un
mononucledtido de flavina y al menos 4 nucleos Fe-S, forma la fraccion “NADH
deshidrogenasa’. El brazo unido a la membrana contiene las 7 subunidades

codificadas por el ADNmt y uno o dos nudcleos Fe-S, y constituye la fraccion
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“ubiquinona reductasa”. Algunos de los centros sulfoférricos de la NADH CoQ
reductasa tienen estequiometria Fe,S,, mientras que otros la tienen FesS4. Los
atomos de hierro en estos complejos Fe-S pueden existir como Fe®* (forma
reducida) o bien como Fe** (forma oxidada). Por tanto, en procesos de transferencia
de electrones, cada centro Fe;sS, de una proteina sulfoférrica totalmente oxidada

puede aceptar hasta 4 electrones.

No estad totalmente esclarecida la ruta que siguen los electrones desde el
NADH hasta la ubiquinona (CoQ), ni la participacion del FMN y de los centros
sulfoférricos de la NADH CoQ reductasa en esa ruta. Se acepta que desde el NADH
se transfieren 2 electrones al FMN, obteniéndose la forma reducida de éste
(FMNHy>). A continuacion los electrones son transportados desde el FMN, hasta una
serie de complejos Fe-S, el segundo tipo de grupo prostético de la NADH CoQ
reductasa. Finalmente, los electrones son transferidos desde los centros Fe-S a la
CoQ (ubiquinona o coenzima Q), la cual se reduce a QH; (ubiquinol) al aceptar 2

electrones.
NADH] [ ] C Fe-S reducido CoQ
FMNH- Fe-S oxidado ] CQHZ

NADH CoQ reductasa

El flujo de dos electrones desde el NADH hasta el QH; a través del complejo I,
provoca el bombeo de cuatro H* desde el lado de la matriz al lado citosélico de la
membrana interna mitocondrial. EI mecanismo que convierte un potencial electronico
en una fuerza protomotriz aiun se desconoce, aunque es posible que cambios
conformacionales en la estructura del enzima, provocados por estas transferencias

electrénicas, provoquen el bombeo de protones.

En la siguiente etapa, los electrones son transferidos desde el QH, hasta el
complejo Il (Ubiquinol citocromo c reductasa).

Un bloqueo a nivel del complejo | impide que se produzca la oxidacion del

NADH formado en el ciclo de Krebs. Por el contrario, la oxidacion del FADH,
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generado en la reaccién de la succinato deshidrogenasa (SDH), no se afecta porque

esta mediada por el complejo Il.

- COMPLEJO Il. Succinato CoQ oxidorreductasa.

Integrado por 4 polipéptidos, es el Unico complejo que no tiene subunidades
codificadas por el ADNmt. Cataliza la oxidacion del succinato al fumarato,
transferiendo los electrones al pool de la ubiquinona. EI complejo 1l puede dividirse
en dos fracciones: una soluble, formada por la succinato deshidrogenasa (SDH), la
enzima que oxida el succinato a fumarato en el ciclo del acido citrico, y otra que
sirve como anclaje a la membrana. A su vez, la SDH est4d formada por dos
subunidades: una subunidad flavoproteica, que contiene el lugar de union al
succinato y la parte de FAD, que esta unida de manera covalente al enzima; y otra
subunidad Fe-S. La SDH se une a la membrana interna de la mitocondria mediante
dos polipéptidos que contienen un Unico grupo hemo (citocromo b). Ambas proteinas
son necesarias para la unién con la ubiquinona. El flujo de electrones desde el
succinato hasta la ubiquinona tiene lugar por la via del FADH, que es producido por
la oxidacion del succinato a fumarato. Recordemos que el FADH, se forma en el
ciclo del &cido citrico por la oxidacion del succinato a fumarato, por medio de la
SDH, componente del complejo Il. EI FADH; no abandona el complejo. En vez de
ello, sus electrones se transfieren a centros Fe-S y de alli al CoQ para incorporarse
a la cadena transportadora de electrones. El potencial estdndar de reduccion de la
transferencia de electrones desde el FADH, hasta la CoQ es mucho menor que la
variacion de potencial de la reaccion de la NADH CoQ reductasa. La pequefia
variacion de energia no permite a la succinato CoQ reductasa bombear protones a
través de la membrana mitocondrial. Por tanto, este complejo proteico no contribuye
a la creaciéon del gradiente de protones. Sin embargo, si transfiere electrones a la
CoQ, y la subsiguiente oxidacion de ésta se encuentra acoplada a la sintesis de ATP
a través de los gradientes de protones creados por la QH; citocromo c¢ reductasa y la
citocromo c oxidasa. Asi, por cada par de electrones que pasan desde el succinato a
la cadena transportadora de electrones, se sintetizan 2 moléculas de ATP, hecho
que contrasta con las 3 moléculas de ATP producidas en la oxidacion del NADH por

la cadena respiratoria.
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El déficit del complejo 1l se caracteriza entonces por una disminucion de la
oxidacion de los sustratos FADH, dependientes, como el succinato, y por una
oxidacién normal de los que dependen del NADH.

- COMPLEJO III. Ubiquinol (QH>) citocromo c reductasa.

De las tres bombas de protones de la cadena respiratoria, la segunda es la
citocromo oxidasa, la cual transfiere electrones desde el QH, al citocromo c. Los
citocromos son un grupo de proteinas que contienen un grupo hemo y que actian
como portadores de un electron en las cadenas transportadoras de electrones
respiratoria y fotosintética. Durante el transporte de electrones, los atomos de hierro
de los citocromos alternan entre el estado ferroso reducido (+2) y el estado férrico
oxidado (+3). Se encuentran en todos los organismos aerobios. Segun la naturaleza
de las cadenas laterales de su grupo hemo, hay 3 clases principales de citocromos:
a,byec.

El citocromo ¢ actla como un transportador intermediario de transferencia
electronica entre el complejo Il y IV. La funcién de la citocromo reductasa es
catalizar la transferencia de electrones desde el QH; al citocromo ¢, y al mismo
tiempo bombear protones a través de la membrana interna mitocondrial. El flujo de
un par de electrones a través de este complejo provoca el transporte neto de 2H"
hacia el lado citosdlico, un rendimiento que es la mitad del que se obtiene con la
NADH CoQ reductasa, dado que el impulso termodinamico es menor.

La citocromo reductasa esta formada por 11 subunidades, de las cuales una,
el citocromo b, estd codificada por el genoma mitocondrial. El resto de los
polipéptidos estan codificados por el ADN nuclear (ADNn). Las 5 subunidades
mayores son muy parecidas en las diferentes especies y contienen 4 centros de
oxido-reduccion: el citocromo c¢ (subunidad V), la proteina Fe-S de Rieske
(subunidad V) y los 2 grupos hemo del citocromo b, el bse, y €l bsgs (subunidad III).
La funcion de las otras subunidades se desconoce.

El ubiguinol (QH,) transfiere uno de sus dos electrones al complejo Fe-S de la
reductasa. Este electron es entonces conducido de manera secuencial hacia el
citocromo c; y el citocromo c, el cual lo transfiere fuera de este complejo. La
transferencia de este electron convierte al ubiquinol (QH2) en el anion semiquinona

(QH"). El otro electrén que permanece en la semiquinona, se transfiere rapidamente
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al citocromo b para formar CoQ, la cual difunde libremente en la membrana. En este
momento, el grupo hemo b se reduce, a la vez que un coenzima Q, proximo al lado
citosolico, se reduce también para formar Q°. En este punto la funcién del complejo
enzimatico se ha cumplido solo a medias, ya que Unicamente uno de los dos
electrones procedentes del QH, ha sido transferido al citocromo c. El otro electron
esta esperando su turno en forma de CoQ® unido. Una segunda molécula de QH,
reacciona entonces con el complejo, del mismo modo que la primera. Uno de sus
electrones se transfiere a un centro Fe-S y posteriormente a los citocromos c; y c. El
otro electrén viaja desde el CoQ® recién formado hacia el citocromo b. Sin embargo,
esta vez el grupo hemo b reduce a un CoQ°* unido en vez de a CoQ, con lo que se
completa el llamado ciclo Q. De esta forma, a lo largo de un ciclo completo, dos QH,
se oxidan para formar dos CoQ, y un CoQ se reduce a QH,. Toda esta complejidad
tiene su explicacion en la transferencia eficaz de electrones desde un transportador
de dos electrones (QH,) a un transportador de un electron (el citocromo c). En
esencia, el componente citocromo b de la reductasa es un mecanismo de reciclaje

gue permite que los dos electrones de QH; sean utilizados de manera efectiva.
CoQ < Citb (+2) > QH* < Fe-S (+2)> cit cq (+3) citc (+2)
QH°* cit b (+3) QH2 Fe-S (+3) citcy (+2) cit c (+3)

|

citocromo c reductasa

Un bloqueo a nivel del complejo IlI altera la utilizacion de sustratos NADH y
FADH dependientes.

-  COMPLEJO IV. Citocromo c oxidasa.
Es el dltimo de los complejos que bombean protones de la cadena
respiratoria. Cataliza la transferencia de electrones desde el citocromo ¢, en su

forma reducida, hasta el oxigeno molecular, que es el aceptor final.

dcitc(+2)+4H+0, __ § 4citc(+3)+2H0
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Cuatro electrones son cedidos al O, para reducirlo completamente al H,O a la
vez que se bombean protones desde la matriz al lado citosélico de la membrana
interna mitocondrial.

Esta reaccion se realiza mediante un complejo de 10 subunidades, de las
cuales tres (llamadas subunidades I, 1l y Ill) estan codificadas por el propio genoma
mitocondrial. La citocromo oxidasa contiene dos grupos hemo A y dos iones cobre.
Los dos grupos hemo A, aunque quimicamente idénticos, tienen propiedades
diferentes debido a que estan ubicados en puntos distintos de la citocromo oxidasa.
Uno de ellos se llama hemo a y el otro hemo as. Asimismo, los dos iones cobre
denominados Cua Y Cug son distintos porque estan enlazados de diferente forma a
la proteina. EI hemo a esta proximo al Cua en la subunidad Il y el hemo a3 esté
proximo al Cug en la subunidad I. Los pares redox de la citocromo oxidasa,
conocidos como citocromo a y as, se encuentran en las subunidades Il y I,
respectivamente.

El ferrocitocromo c cede su electrén al complejo hemo a-Cua. Un electron se
transfiere entonces al complejo hemo a3 -Cug, donde el O, se reduce en una serie de
pasos hasta dos moléculas de H,0.

El oxigeno molecular es un aceptor final de electrones ideal. Su alta afinidad
por los electrones proporciona un gran impulso termodinamico a la fosforilacion
oxidativa. Es mas, el O,, en contraste con otros fuertes aceptores de electrones,
reacciona muy lentamente a menos que sea activado en un proceso catalitico. Sin
embargo, la reduccién del O, no esta exenta de riesgos. La transferencia de cuatro
electrones conduce a la obtencion de productos inocuos (dos moléculas de H,0),
pero la reduccion parcial puede generar compuestos altamente peligrosos. En
particular el anién superdxido, un compuesto altamente destructivo, que se forma

mediante la transferencia de un Unico electrén al O-.

e . A2 L.
O, +e 4>. 02" Anidn superoxido

La estrategia para la reduccién segura del O, se basa en que la catélisis
nunca debe producir intermediarios parcialmente reducidos. La citocromo ¢ oxidasa
cumple este criterio enlazando al O, entre los iones Fe?* y Cu* de su centro az- Cug
(Figura 8).
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Figura 8. Ciclo de reacciones para la reduccion del 0, por 4 electrones
procedentes de la citocromo oxidasa (183)

e e
Fe3* A Cu2+J_> Fe* cu? g_, Fe 3 Cu?
v 2H,0
02
¥e- +2H*
e +2H"
Fe4+: O|2- Cu2+<—L Fe3+_|()|— Cu2+<7 Fe2+_|c|) Cu+
0 ) 0}
/7 '\
H H
Intermediario Intermediario
férrico peréxido

El ciclo comienza con el centro totalmente oxidado: el hierro en estado +3 y el
cobre en estado +2. El primer electron entregado por el ferrocitocromo c¢ reduce al
Cu?*y el segundo reduce al Fe*". El ion hierro del centro completamente reducido se
une entonces al oxigeno molecular, que extrae un electron de cada ion para formar
un intermediario peroxido. El aporte de un electron y la captura de dos H* provocan
la ruptura del perdxido unido. Un &tomo de oxigeno se une en estado -2 al hierro en
estado ferrilo +4, y el otro se une en forma de agua al Cu®*. El aporte de un cuarto
electron y la captura de otros dos H* provocan la liberacién inocua de dos moléculas
de H,O vy la regeneracion del centro bimetalico oxidado. El bombeo de protones se
produce durante las dos ultimas transiciones, desde el intermediario perdxido hasta
el agua. El flujo de un par de electrones a través de la oxidasa provoca la translacion

de cuatro protones hacia el lado citosoélico de la membrana.
- COMPLEJO V. FO-F1 ATP sintasa.
Cataliza la produccién de ATP a partir de ADP y Pi y mediante esta reaccion

convierte el gradiente protonico transmembrana generado en la cadena respiratoria

en energia quimica.
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ADP* + Pi* + HY ————» ATP* + H,0

La integran 12-14 polipéptidos y dos de ellos, el 6 y el 8, estan codificados por
el ADNmt. La ATP sintasa esta formada por dos fracciones, FO y F1. La unidad FO
es un segmento hidrofébico que atraviesa la membrana interna mitocondrial. Esta
formada por cuatro tipos de cadenas polipeptidicas y la cadena 8 Kd, de la cual hay
6 copias por cada unidad F1, forma probablemente el poro transmembranar para los
protones. La unidad FO es el conducto de protones del complejo, mientras que la
unidad F1 es la porcién catalitica de la enzima. Es una proteina soluble formada por
cinco subunidades diferentes en una combinacion estequiométrica as, B3 y 83. La
region F1 penetra en la matriz y se encuentra conectada a la porcién FO por una
estructura similar a un pequefio tallo. Dicho tallo est4 formado por varias proteinas
diferentes y una de ellas confiere al complejo su sensibilidad a la oligomicina, un
antibiotico que bloquea la sintesis de ATP al impedir el uso del gradiente de

protones.

Una vez finalizada la exposicion de los pasos fisioldgicos de la degradacién
de los &cidos grasos en el ser humano, es posible analizar por qué mecanismos
puede alterarse dicho proceso con el subsiguiente acumulo de &cidos grasos libres
intrahepaticos y su depdsito en forma de triglicéridos constituyendo el denominado

higado graso (Tabla 4; pag. 18).

3.1- Alteracion de los mecanismos de transporte de los acidos grasos de

cadena larga (AGCL) a la matriz mitocondrial

3.1.1-Deficiencia de carnitina

La carnitina (a4cido p-hidroxi-trimetil-aminobutirico) es un compuesto
nitrogenado derivado de la transmetilacion de los aminoacidos esenciales lisina y
metionina. Su importancia se ha ido reconociendo durante las ultimas tres décadas y
actualmente se sabe que mediante el control que ejerce en el transporte de los
AGCL a la matriz mitocondrial, juega un papel clave en la produccion de energia
celular (187-189).
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Aproximadamente el 75% de las necesidades de carnitina se aportan con la
dieta (carne roja y derivados), el resto procede de la sintesis endégena (higado y
rifidn). Tanto la carnitina procedente de la dieta, como la sintetizada de novo en
higado o rifidn, deben ser transportadas a través de la sangre hasta los 6rganos que
metabolizan los &acidos grasos. Existe un complejo equilibrio metabdlico entre las
distintas fracciones de carnitina en los diferentes compartimentos corporales, entre
el pool de carnitina en tejidos y sangre y también con la fracciébn excretada por la
orina. El 95% de la carnitina corporal total se almacena en el masculo (cardiaco y
esquelético); el resto se encuentra en el higado y rifidn, y menos del 1% permanece
en los fluidos bioldgicos. Como es una molécula hidrosoluble, la carnitina es filtrada
y reabsorbida por el glomérulo renal para prevenir su pérdida en exceso por la orina
(190,191).

La carnitina se encuentra en los tejidos y fluidos organicos en forma libre (CL)
o esterificada con acidos grasos en forma de acilcarnitina (CE). En el hombre los
ésteres de carnitina constituyen aproximadamente el 25% de la carnitina total
presente en el suero y el 15% de la carnitina del higado y masculo esquelético. La
esterificacion de carnitina es un mecanismo de almacén, transporte o excrecion de
grupos acilo. Los grupos acilo en las acilcarnitinas pueden ser de cadena corta
(acetilcarnitina) o larga (palmitoilcarnitina). Las acilcarnitinas pueden abandonar la
célula siguiendo la via de transporte de la carnitina, entrar a la circulacién y ser
excretadas en la orina (190,192).

Como ya se mencion0 durante la exposicion de las distintas etapas de la
oxidacion de las grasas, existe una estrecha relacion entre la carnitina y la oxidacion
de los &cidos grasos, puesto que la carnitina es la molécula transportadora del
acilCoA (p.e., palmitoil CoA) presente en el espacio intermembrana de la mitocondria
hasta la matriz de ésta, y lo hace como carnitina esterificada (p.e., palmitoilcarnitina).
Por ello, una alteracion en el metabolismo de la carnitina es capaz de bloguear la
oxidacioén de los acidos grasos, llevando a una pérdida en la produccién de energia 'y
consecuentemente a una disfuncién celular (2,187,193).

Entre las diferentes causas que pueden dar lugar a una disminucion de la
carnitina en los diferentes tejidos se encuentran: 1-Disminucién en la capacidad de
sintesis por el higado o el rifidn, 2-Aumento de su excrecion renal; 3-Dieta deficitaria
en carnitina; 4-Alteracion en su absorcion intestinal; 5-Defectos en el transporte por

la sangre; y 6-Deficiencia de carnitina libre por un exceso de ésteres de carnitina.
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Se han descrito varios sindromes de deficiencia de carnitina en el hombre y la
mayoria cursan con afectacién del higado y musculo, puesto que son los lugares de
mayor actividad oxidativa (187,194,195). Globalmente podemos hablar de

deficiencias de carnitina primarias y secundarias (Tabla 8).

Tabla 8. Clasificacion de los déficits de carnitina (193)

-Deficiencia primaria:  -Muscular
-Sistémica

-Cardiomiopatia familiar

-Deficiencia secundaria (insuficiencia de carnitina):

Genética:  -Acidurias organicas
-Defectos de la B-oxidacion

-Defectos de la cadena respiratoria

Adquirida:  -Insuficiencia renal en hemodialisis
-Farmacos (valproato, pivampicilina, zidovudina)
-Nutricion parenteral total
-Embarazo
-Cirrosis
-Bypass yeyunoileal
-Hipotiroidismo e hipopituitarismo

-Insuficiencia adrenal

El déficit primario de carnitina se define segun dos criterios: niveles
tisulares de carnitina muy disminuidos y ausencia de alteraciones genéticas o
adquiridas que provoquen la depleccion tisular de carnitina (libre y esterificada con
acidos grasos) (196). Actualmente se reconoce como una verdadera entidad
nosoldgica y se caracteriza por: 1.Cardiomiopatia progresiva; 2.Niveles disminuidos
de carnitina libre y esterificada con &acidos grasos en plasma y tejidos (musculo,

higado, corazéon); 3.Acumulo de lipidos en distintos tejidos; y 4.Defecto en el
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transporte de carnitina a los tejidos (musculo esquelético, miocardio, higado), hecho
demostrado en cultivos de fibroblastos. Se ha comprobado que al aumentar la
concentracion de carnitina presente en un medio de cultivo de fibroblastos, se
normaliza el transporte a través de la membrana celular por mecanismos no
aclarados, de ahi que se haya observado una mejoria en la clinica de muchos de
estos enfermos al administrarles carnitina oral (2-6 mg/d) (197-199).

La deficiencia secundaria de carnitina engloba numerosas condiciones que
pueden inducir una insuficiencia de carnitina libre debido a un aumento en su
eliminacion o bien a un exceso en su esterificacion. El defecto primario, comun a
todas ellas, consiste en un bloqueo en el metabolismo de los &cidos grasos,
produciéndose como consecuencia de ello un gran aumento en la concentracion de
moléculas de acilCoA y formacion en exceso de acilcarnitinas. Para compensar el
mayor consumo de carnitina, se produce un incremento en el transporte de ésta
desde el plasma hasta las células de los tejidos, mecanismo que no llega a
compensar la deficiencia de carnitina ya que no se equilibra simultdneamente con un
incremento en la biosintesis endégena ni con un mayor aporte en la dieta. Como
consecuencia de este desequilibrio, aparece una deficiencia / insuficiencia de
carnitina (192,199). Ademas, también se ha propuesto como mecanismo que puede
contribuir a la depleccién de carnitina la posibilidad de que los niveles aumentados
de acilcarnitina alteren el transporte de carnitina en las células tubulares renales
(200).

En resumen, en las deficiencias secundarias de carnitina encontraremos una
deficiencia / insuficiencia de carnitina libre, con un aumento en la concentracion de
carnitina esterificada y, por tanto, un cociente de carnitina esterificada / carnitina
total (CE / CT) aumentado. El exceso de acilcarnitina formado en las mitocondrias es
extraido al citoplasma por la carnitin-acil-transferasa (CAT) y de ahi pasan a la
circulacion sanguinea y a la orina. Segun el tipo de bloqueo en el catabolismo de los
acidos grasos, encontraremos un espectro especifico de acilcarnitinas en la orina,
siendo este dato util para el diagnadstico.

Se han descrito deficiencias secundarias de carnitina en las acidurias
organicas (donde existe una alteracion en el metabolismo mitocondrial de &cidos
grasos organicos) (201), en los defectos de la f-oxidacion de los acidos grasos
(fundamentalmente en la deficiencias de acilCoA deshidrogenasas de cadena larga,
media y corta) (187,202), defectos en las flavoproteinas transportadoras de
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electrones (193), defectos en la cadena respiratoria mitocondrial (complejos |, lI+lll,
IV y V) (199), sindrome de Reye (195), y en un grupo heterogéneo de condiciones
en las que la disminucion de la concentracién de carnitina se produce por diferentes
mecanismos: sindrome de Fanconi y hemodialisis (disminucion de la sintesis de
carnitina y aumento en las pérdidas) (203) tratamientos con &cido valproico y
pivampicilina (incremento en el consumo de carnitina por la aparicion de
valproilcarnitina 'y pivalocilcarnitina) (204,205); tratamiento con zidovudina
(depleccién del ADNmt) (206); y otras como el alcohol (207,208), bypass yeyunoileal
(209), hipotiroidismo, hipopituitarismo, insuficiencia adrenal (194), kwashiorkor (210),
embarazo, y nutriciébn parenteral total (88,89,151,211-213). En estas condiciones, la
administracion de suplementos de carnitina generalmente no mejora el cuadro
(87,214).

En resumen, gracias a la posibilidad de cuantificar la carnitina en plasma y
tejidos, en la actualidad es posible diferenciar entre la deficiencia primaria y
secundaria de la carnitina. La concentracion de carnitina plasmatica es mas baja en
la primaria (menor del 10% de los niveles normales, frente al 20-70% en la
secundaria) y también la concentracion tisular de carnitina suele ser menor. Ademas,
la relacion CE / CT esta aumentada en la secundaria, mientras que en la primaria
dicho cociente tiende a ser normal. Otra diferencia importante es la ausencia de
aciduria dicarboxilica en los déficits primarios, que normalmente se asocia a
defectos en la p-oxidacion y deficiencia secundaria de carnitina. Finalmente,
mientras que en la deficiencia primaria los suplementos de carnitina suelen
normalizar la concentracion de carnitina, ésta mejoria no se observa en los déficit

secundarios.
Aunque el papel fisiolégico méas estudiado de la carnitina es el de intervenir en

la oxidacion mitocondrial de los AGCL, también se le reconocen otras funciones
(Tabla 9).
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Tabla 9. Funciones fisioldgicas de la carnitina (189)

1.0Oxidacion mitocondrial de los acidos grasos de cadena larga
2.Regulacién del par mitocondrial acilCoA / CoA

3.0xidacién peroxisomal de acidos grasos

4.Detoxificacion de los grupos acilo

5.Estabilizacion de membranas

6.Metabolismo de aminoacidos ramificados

La carnitina intramitocondrial es capaz de extraer acilos de cadena corta
desde el espacio intra al extramitocondrial en forma de acetilCoA. Actia como buffer
o modulador del cociente acilCoA / CoA al reaccionar con los acilCoA de cadena
corta y media, por la accion de la CAT. Las acilcarnitinas formadas de esta manera,

pueden ser lanzadas fuera de la mitocondria.

La carnitina interviene también en el metabolismo de aminoéacidos ramificados

al estimular su oxidacion mediante la formacion de acilcarnitinas ramificadas.

Actua como detoxificadora de grupos acilo no fisiolégicos cuando existe un
bloqueo en el metabolismo de un acilCoA o cuando se forma un acilCoA que no

puede ser metabolizado.

Interviene también en la B-oxidacidon de los acidos grasos de cadena larga en
los peroxisomas, cuyo producto final son acidos grasos de cadena corta vy
acetilCoA.

Participa en la estabilizacion de membranas celulares: estudios en
mitocondrias de hepatocitos de animales de experimentacion han demostrado un
potencial de membrana mas elevado y mejor control respiratorio cuando son
tratadas con carnitina.

Se han descrito otras funciones de la carnitina no dependientes de carnitina-
acil-transferasas (CAT, CPT), como su interaccién con los canales del calcio, la
inhibicion de la proteolisis, asi como el estimulo de la agregacién de eritrocitos.

La mayoria de las consecuencias de la deficiencia de carnitina pueden
resumirse en los siguientes puntos (192-195):

1. Fallo en la oxidacion de los lipidos, lo que explicaria el acimulo de éstos en los

diferentes tejidos.
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2. Hipoglucemia, por fallo en la gluconeogénesis. Los niveles de ATP pueden estar
disminuidos, y la acilCoA puede inhibir la accién de la piruvato carboxilasa,
enzima inicial de la gluconeogénesis en la mitocondria. Ademas, si la génesis de
energia aerdbica estd alterada, se estimula la glicolisis anaerobia,
depleccionandose los depdsitos de glucégeno.

3. Acidemia l4ctico-pirdvica. Como resultado de la alteracion en la oxidacion del
piruvato y del aumento en su produccién. Los niveles elevados de metabolitos
acilCoA inhiben al complejo piruvato deshidrogenasa y la conversion de piruvato
en acetil-CoA. La deficiencia de carnitina estimula la produccion de piruvato
desde sus dos fuentes principales. El aumento en la glicolisis en el higado
incrementa la formacion de piruvato.

4. Hiperamoniemia. Muchos factores son los que contribuyen.

Higado graso. Por fallo en el catabolismo de los acidos grasos. La pobre
conversion de acidos grasos en acilcarnitinas y la alteracion del transporte en la
mitocondria se correlaciona con el acumulo de lipidos en los tejidos y el aumento
de &cidos grasos libres en suero y tejidos.

6. Algunos metabolitos acilCoA inhiben a la 3-oxoacil-CoA tiolasa, un enzima de la
B-oxidacion, y pueden bloquear la acilcarnitina transferasa de cadena larga.

7. Hiperuricemia. Ocurre en algunas enfermedades mitocondriales, incluyendo al
sindrome de Reye. Podria explicarse por un exceso en sangre de lactato, el cual

compite en el lugar de transporte del &cido Urico en el riidn.

El higado juega un papel clave en la homeostasis de la carnitina. Ademas de ser
el lugar fundamental de sintesis, es capaz de captar la carnitina absorbida en el
intestino delgado y que recibe a través de la vena porta, previamente a que ésta sea
distribuida a los distintos érganos o eliminada por el rifion (192).

Se ha especulado que la deficiencia de carnitina podria intervenir en la patogenia
de la EHNA. Por el momento, los estudios que existen sobre el metabolismo de la
carnitina en pacientes y en animales de experimentacion con enfermedad crénica
hepatica no han llegado a resultados concluyentes. La mayoria de los datos se han
obtenido en la hepatopatia alcohdlica, obesidad, y en situaciones de nutricion
parenteral total y en la mayoria las conclusiones se obtienen a partir de mediciones
de carnitina en plasma (87,88,207,214-217). Como la sangre actia como

transportador de la carnitina, sus niveles séricos pueden no reflejar necesariamente
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el estado del metabolismo de la carnitina tisular. Pocos estudios documentan los

niveles de carnitina en tejidos.

El metabolismo de la carnitina puede alterarse en la enfermedad hepéatica
cronica por diferentes mecanismos (66,188,218,219): 1.Disminucién en el aporte de
sus precursores en la dieta, sobre todo en alcohdlicos; 2.Blogueo en la sintesis
normal de carnitina, puesto que el Ultimo paso es catalizado en el higado;
3.Incremento en la biosintesis de carnitina como consecuencia del aumento del

metabolismo proteico del musculo esquelético en pacientes con cirrosis.

Rudman et al. (219) hallaron una disminucion en la concentracién plasmatica y
tisular de carnitina en pacientes con cirrosis alcohdlica, probablemente por
malnutricion o enfermedad hepatica terminal. En contraste, Fuller y Hoppel (217) han
afirmado que la cirrosis alcohodlica es una condicién hipercarnitinémica, al encontrar
concentraciones elevadas de acilcarnitina y de carnitina total en el plasma de
pacientes alcohdlicos, con o sin cirrosis, e independientemente de su estado
nutricional. De Sousa et al. (207) detectaron una concentracion normal de carnitina
en higado y plasma, pero aumentada en el musculo esquelético de sujetos
alcohdlicos con higado graso; tampoco hallaron una correlacion entre la
concentracion de carnitina en el higado y el grado de infiltracién grasa. Por otro lado,
Harper et al. (220) encontraron un aumento en la concentracion de carnitina en el
higado de alcohdlicos no cirréticos, tras un periodo de abstinencia. Otros autores no
han hallado variaciones en la concentracibn de carnitina plasmatica en la

hepatopatia alcohdlica (208).

Existe menos informacién acerca de la carnitina en enfermedades del higado de
etiologia no alcohdlica. Palombo et al. (151) observaron un aumento en la
concentracion plasmatica de carnitina en pacientes con enfermedad hepatica
terminal de diferentes causas. Mas recientemente, Amodio et al. (218) encontraron
concentraciones elevadas de carnitina en sujetos con cirrosis hepatica de distintas
etiologias. En aquellos estudios en los que se han determinado las distintas
fracciones de la carnitina, se ha encontrado que el aumento en la carnitina total
plasmatica se corresponde con concentraciones normales de carnitina libre (CL) y
elevadas de acilcarnitina (CE). EI mecanismo responsable de este aumento en CE
en pacientes con cirrosis es desconocido y podria explicarse como una respuesta a

un incremento en el flujo de lipidos frente a glucosa como fuente de energia. En este
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sentido, se ha sugerido que la cirrosis hepatica es un estado metabdlico de ayuno
(217)

Los estudios sobre el metabolismo de la carnitina en animales de
experimentacion se concentran en tres areas principales: 1.Los efectos de la
administracion aguda o crénica de alcohol en el contenido de carnitina; 2.El efecto
producido al administrar suplementos de carnitina sobre el acimulo de triglicéridos;
3.La influencia de la carnitina sobre algunos efectos neurotdxicos del alcohol. En
resumen, no se han encontrado cambios sustanciales en la concentracion de
carnitina plasmatica o hepatica en animales con cirrosis experimental, excepto en el
caso de la cirrosis biliar primaria (221). No obstante, en estudios de ratas con
esteatosis inducida por alcohol se ha comprobado una mejoria de la infiltracion
grasa tras administrar suplementos de carnitina o de sus precursores (208).

Se han intentado justificar estas discrepancias teniendo en cuenta las diferencias
en el estado nutricional de los pacientes, el estadio de la enfermedad y el empleo de
métodos distintos para medir la carnitina. En conclusion, parece que los enfermos
con enfermedad hepética crénica, incluyendo la cirrosis, tienen una concentracion
plasmatica y tisular de carnitina dentro de la normalidad, aunque deben tenerse en
cuenta la causa y el estadio de la enfermedad (215).

Algunos autores han especulado con la existencia de una deficiencia secundaria
/ insuficiencia de carnitina en la obesidad. Harper et al. (220) determinaron la
concentracion de carnitina en plasma, higado, y musculo esquelético de 14 mujeres
obesas con higado graso. Encontraron un aumento en la concentracion hepatica de
carnitina a expensas de la CL, sin variaciones en la CE con respecto a los controles.
Ademas, hallaron una correlacién negativa entre el grado de infiltracién grasa y el
contenido hepatico de carnitina. La obesidad se caracteriza por un aumento en el
metabolismo de las grasas e insulinorresistencia, generalmente asociada a
hiperinsulinemia e higado graso. EI mecanismo por el que la carnitina se encuentra
aumentada en los obesos no es conocido, aunque se ha sugerido que un incremento
en su sintesis hepatica o renal, cambios en los sistemas de transporte de carnitina
en la célula hepatica, o bien una alteracién en el cociente insulina/glucagon, se
encuentran entre las causas (85,220,222).

Se ha comprobado que determinadas condiciones caracterizadas por un exceso
relativo de la concentracion de glucagon sobre la de insulina, como la inanicion o la

diabetes, se acompafian de un aumento en el contenido hepatico de carnitina
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(208,223-225). Mc Garry et al. (226) demostraron en animales de experimentacion
gue el cociente insulina/glucagon interviene en la regulacion de la carnitina hepatica:
el glucagén aumenta la captacién de carnitina, mientras que la insulina disminuye el
transporte de carnitina al interior del hepatocito. Harper et al. (220) encontraron en
su estudio en pacientes obesos una correlacion positiva entre el contenido hepatico
de carnitina y la concentracion de glucagén en sangre portal, y negativa con la de

insulina.

Se ha sugerido que el déficit de carnitina puede ser la causa de la esteatosis y
EHNA en pacientes tratados con nutricion parenteral total. Esta hip6tesis se basa en
estudios experimentales y se ha atribuido a un aporte exdgeno insuficiente de
carnitina, a una disponibilidad menor de sus aminoacidos precursores, a una
alteracion en la sintesis de carnitina por alteracién de la funcidén hepatica, o bien a un
déficit en su absorcion intestinal (87). Tampoco en este caso los resultados de los
diferentes estudios publicados al respecto son concluyentes. En animales de
experimentacion alimentados con nutricion parenteral se ha conseguido disminuir la
incidencia de esteatosis hepética cuando se suplementa la dieta con carnitina
(208,227). Sin embargo, existen pocos estudios sobre el metabolismo de la carnitina
en seres humanos tratados con nutricién parenteral a largo plazo y en la mayoria se
encuentra una disminucion de la carnitina plasmatica y hepatica, con resultados no
uniformes en cuanto a la mejoria de la esteatosis y pruebas de funciéon hepatocelular
tras administrar suplementos de carnitina e incluso normalizar sus niveles
plasmaticos (88,151,214)

Se ha propuesto que la deficiencia de carnitina puede ser un factor principal en el
fallo agudo mitocondrial que sucede en el sindrome de Reye y cuya consecuencia
es una esteatosis severa. El sindrome de Reye se caracteriza por un aumento de los
acidos organicos séricos (acilCoA) por estimulo del metabolismo proteico y de los
acidos grasos. La carnitina los convertiria en el higado en derivados no téxicos
(acilcarnitinas), desarrollandose una deficiencia secundaria de carnitina en tejidos,
con un aumento del cociente CE / CL. El exceso de acilCoA se acumula y produce
efectos adversos sobre la funcién mitocondrial. Sin embargo, solo ciertos individuos
se afectan, por lo que se ha propuesto la existencia de defectos enzimaticos del
metabolismo de los &cidos grasos que, asociados a determinados factores

desencadenantes que acentien el estado catabdlico, como el ayuno, infecciones,
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toxinas, &cido acetilsalicilico, provocarian la aparicion de este sindrome en
determinados sujetos (195,228).

También se han implicado cambios en el pool de carnitina entre las causas de la
toxicidad hepatica inducida por ciertos farmacos, como el valproato. Krahenbihl et
al. han documentado concentraciones disminuidas de carnitina total y CL junto con
un aumento de ésteres de carnitina (valproilcarnitina) en el plasma e higado de un
paciente con esteatosis microvesicular inducida por valproato (204).

En los estados de sepsis existe un aumento en la oxidacién de &cidos grasos
como respuesta del huésped. Estudios en animales de experimentacion en estado

séptico, han documentado niveles bajos de carnitina en el higado (229).

3.1.2- Déficit de carnitin-palmitoil-transferasa (CPT)

El sistema enzimético de CPT supone el primer paso en la oxidacion de los
acidos grasos, al catalizar el transporte de los acidos grasos de cadena larga al
interior de la mitocondria. Estd compuesto por dos enzimas diferentes
inmunologicamente y que estan asociadas a las membranas mitocondriales
(187,193):

1.CPT I, presente en la membrana externa de la mitocondria, que se inhibe
con malonil-CoA de forma especifica, y que tiene dos isoformas conocidas, hepatica
y muscular, presentes en los distintos tejidos en distinta proporcion.

2.CPT Il, presente en la membrana interna de la mitocondria, insensible a

malonil-CoA, y que mantiene la misma forma en diferentes tejidos.

El déficit de CPT es excepcional. La mayoria de los casos publicados se
diagnostican en la infancia-adolescencia (230). Se han descrito mas de 80 casos de
déficit de CPT con afectacion muscular aislada y con clinica miopatica, en forma de
episodios desencadenados por factores precipitantes, como el ejercicio fisico
prolongado, ayuno, dieta rica en grasas, fiebre, infecciones viricas, estrés emocional,
anestesia general, embarazo, o toma de ciertos farmacos, como el diacepam o el
ibuprofeno (231-233). El hecho de precisar la aparicion de un desencadenante,
indica probablemente que en condiciones basales la actividad de la CPT era
suficiente para mantener la produccion de energia. Las formas hepaticas de déficit

de CPT se caracterizan por una alteracion en la cetogénesis hepatica en ayuno,
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esteatosis hepatica y disminucion en la actividad de la CPT en los hepatocitos
(187,231,234).

Es posible determinar la actividad enzimatica disminuida de la CPT en
musculo, plaquetas, fibroblastos, leucocitos e higado. En sujetos sintomaticos
podemos encontrar desde ausencia de actividad de la CPT hasta un 30% de
actividad con respecto a los controles. La heterogeneidad clinica del déficit de CPT
puede ser secundaria a diferentes mutaciones en el mismo alelo, a alteraciones de
la CPT especificas para cada tejido, o bien a mutaciones que afecten a diferentes
genes: al gen que codificaala CPT I oala CPT Il (187,231,235).

3.1.3- Déficit de carnitina acilcarnitina translocasa (CAT)

Se ha publicado una descripcién excepcional de déficit de este enzima, con
un aumento de los niveles de acilcarnitinas (CE), y disminucion en los de CL (236).
La actividad del enzima en cultivo de fibroblastos fue menor del 5% con respecto a la
normalidad. Posteriormente se han descrito otros casos en recién nacidos con un

curso clinico generalmente fatal (237).

3.2- Defectos en los enzimas de la B-oxidacion

Corresponden en la mayoria de los casos a déficits congénitos o bien
secundarios a drogas que las inactiven. Se caracterizan por una descompensacion
metabolica desencadenada fundamentalmente por el ayuno, cuyas consecuencias
son: acumulacion de grasa en forma de esteatosis macro o microvesicular en los
tejidos, hipoglucemia, deficiencia secundaria de carnitina tisular, aciduria
dicarboxilica, producto de la w—oxidacion microsomal, un aumento de acidos grasos
libres y un incremento de CE (187,202). Se han publicado pocos casos de déficits
enzimaticos de la B-oxidacion, y generalmente se diagnostican en la infancia. Entre
ellos: deficiencias de acil-CoA deshidrogenasa de cadena corta, media y larga
(238), déficit de 3-hidroxi-acil-CoA deshidrogenasa (implicada en el higado graso del
embarazo) (239) y de ETF (flavoproteina que transfiere electrones).

La toxicidad producida por los acidos grasos dicarboxilicos ha sido implicada

en la aparicion del sindrome de Reye. Los acidos dicarboxilicos (adipico Cg, subérico
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Cs y sebacico Cjp), son productos de la m—oxidacion en los microsomas. La o—
oxidacion es de poca importancia en el catabolismo normal de los acidos grasos,

activandose cuando existe una alteracion en la -oxidacion (228,240).

3.3-Disfuncién de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM)

Cualquier déficit enziméatico de la CRM afecta marcadamente al metabolismo
celular. Una consecuencia inmediata es la limitacion en la cantidad de ATP
intracelular, aunque también se producen otros defectos metabdlicos. Entre ellos
una importante alteracién en la oxidacion de los acidos grasos, ya que existen
reacciones de ésta que requieren NAD" o FAD, cuya disponibilidad se encuentra
limitada si existe una alteracion en la CRM. Concretamente, como hemos visto, hay
dos pasos de la B-oxidacion catalizados por deshidrogenasas (Tabla 6; pag. 23). En
el primero, interviene la acil-CoA deshidrogenasa, y afecta a la transferencia de
electrones sobre la proteina transportadora de electrones (ETF) y la ETF-ubiquinona
reductasa. En el segundo interviene la 3-hidroxi-acil-CoA deshidrogenasa, la cual es
inhibida por el aumento en la concentracion de NADH y la disminucién en la
regeneracion de NAD+ ({ NAD*/NADH) que se produce como resultado del defecto
en el funcionamiento de la CRM. La consecuencia final de la disfuncion de la CRM
es la formacién de gran cantidad de radicales libres del oxigeno, capaces de dafiar
las células (186).

El funcionamiento de la CRM en el hombre ha sido estudiado en la mayoria
de los casos en el musculo esquelético por ser un tejido facilmente asequible. La
alteracion en el funcionamiento de la CRM puede ser primaria o secundaria. Las
deficiencias primarias se deben a un defecto genético del ADNn o del ADNmt
(deleccidbn o mutaciones), y se produce, por ello, un déficit en los complejos
enzimaticos cuyas subunidades codifican. De esta forma, en el caso de una
deleccion o mutacién en el ADNmt, de herencia materna, se produciran deficiencias
combinadas que afectaran a los complejos I, 1l y IV, mientras que el Il permanecera
dentro del rango normal (241). La alteracion en los genes nucleares (ADNn) que
codifican proteinas mitocondriales se transmiten por herencia mendeliana y
generalmente son déficits de un Unico complejo (242). Ademas, la CRM también

puede alterarse de forma secundaria a un grupo de procesos:
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Endocrinopatias: hipo e hipertiroidismo (243).

Isquemia-reperfusion. Independientemente de la causa, se produce una falta de
oxigeno en los tejidos, acimulo de calcio intracelular y disfuncién mitocondrial,
con lesion de la cadena de transporte electronico y acumulo de radicales libres
de oxigeno y desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa (244).

Deficiencia de algun metabolito intermediario o cofactor, como en el caso de un
déficit de cobre o de hierro. Ocasionara una disminucion en la activacion de los
enzimas que lo contengan como el citocromo a en el caso del cobre, de la
aconitasa del ciclo de Krebs, o de los complejos I, Il y 1ll de la CRM (245).

Sepsis. La endotoxemia que se produce en el curso de una sepsis podria
constituir un factor determinante en el dafo tisular a través de la lesion de la
CRM (246). En presencia de endotoxinas bacterianas, las mitocondrias sufren
una pérdida del control respiratorio, una disminucion en el contenido de
citocromos y una inhibicion en la oxidacién de sustratos, con la consiguiente
produccion insuficiente de ATP. La intensidad de tales alteraciones estara en
relacion directa con la dosis de entotoxina y la duracion de su presencia en
contacto con las células. Morfologicamente las mitocondrias presentan
invaginaciones tubulares, vacuolas, tumefaccién y anomalias en la configuracion
de las crestas. En el desarrollo de todas estas alteraciones también se han
implicado algunas citocinas, como el TNFa, probablemente a través de la
produccion de O6xido nitrico, el cual se une a las moléculas de hierro que
contienen determinadas enzimas de la CRM y promueve el estrés oxidativo,
bloqueando de esta manera el metabolismo aerdbico (21,247).

Farmacos. Algunos medicamentos ejercen sus acciones deletéreas en el
organismo a través de su interaccibn con la mitocondria. Entre ellos se
encuentran algunos antibiéticos (cefalosporinas, tetraciclinas, cloranfenicol),
antiinflamatorios no esteroideos, glucocorticoides, paracetamol, interferon,
antagonistas del calcio, amiodarona, quimioterapicos, blogqueantes -
adrenérgicos, anestésicos, neurolépticos (haloperidol, clorpromacina),
ciclosporina y algunos antirretrovirales que inhiben a la ADN-polimerasa
necesaria para la replicacion del ADNmt, como la zidovudina (AZT) (248-251).
Alcohol. Existen evidencias de que el alcohol es capaz de producir una lesion
directa sobre la mitocondria, tanto desde un punto de vista estructural como

funcional (252-254). Desde un punto de vista bioquimico, se ha detectado en
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mitocondrias hepaticas una disminucién en la actividad de la CRM como
consecuencia de su exposicion al alcohol. Segun estudios recientes la lesiéon
inducida por el alcohol en el higado parece deberse a una disminucion de la
actividad de los complejos de la CRM, probablemente a través de la generacion
de ROS y dafio oxidativo del ADNmt, cuya consecuencia es la inhibicion de la
fosforilacién oxidativa y alteracion en el metabolismo energético. En estos efectos
intervienen la acumulacién de acetaldehido y acetato, derivados del metabolismo
hepético del alcohol, potenciado por la activacion del citocromo P450.

Ademas de en la enfermedad hepatica por alcohol, y fundamentalmente
asociados a microesteatosis, también se han encontrado defectos en el
funcionamiento de la CRM (complejos Ill y IV) en higados cirroticos
independientemente de su etiologia, y sin evidencias de delecciones del ADNmt
(255,256). Caldwell et al. (133) no han detectado defectos en el funcionamiento
de la CRM en mitocondrias derivadas de plaquetas, ni tampoco delecciones en el

ADNmt en tejido hepatico de pacientes con EHNA.

Otras. Muchas enfermedades, algunas de ellas muy prevalentes, cursan con
defectos en el metabolismo de la CRM (251): arterioesclerosis; diabetes mellitus
tipo 2; enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer, Esclerosis
lateral amiotréfica); linfoma no Hodgkin, migrafia, miocardiopatia dilatada,

distrofia muscular, etc.

. Alteracion en la sintesis y/o secrecion hepatica de lipoproteinas
VLDL

Los componentes lipidicos del plasma son el colesterol (30% en forma libre y

70% esterificada con AG), los TG o grasas neutras, fosfolipidos (PL) y AGL. Con

excepcion de estos ultimos, que circulan unidos a la albumina, el transporte por la

sangre de los otros tres componentes se lleva a cabo por las lipoproteinas (257).

Las lipoproteinas son agregados macromoleculares formados por un

componente lipidico (colesterol esterificado y libre, TG y PL) y otro proteico, las

denominadas apoproteinas. Se identifican segun su diferente densidad utilizando la

ultracentrifuga y se denominan quilomicrones, VLDL (lipoproteinas de muy baja
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densidad), LDL (lipoproteinas de baja densidad) y HDL (lipoproteinas de alta
densidad) (Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas de las diversas lipoproteinas en sujetos normales
(258)

QM VLDL LDL HDL
Origen Intestino Higado VLDL Higado/Intestino
Densidad <0.94 0.94-1006 1006-1063 1063-1210
Composicion
Proteinas (%) 0,5-2,0 6-12 20-25 50
Lipidos (%) 98-99 88-94 75-80 50
Lipido principal TG TG Colesterol Colesterol, PL
Funcion:
transporte de TG TG Colesterol a  Colesterol de
exdégenos endoégenos  tejidos tej.periféricos
periféricos  al higado

QM: quilomicrones; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad;
HDL: lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridos

Las apoproteinas son moléculas sintetizadas por el higado, imprescindibles
para que el metabolismo lipidico transcurra con normalidad. Su funcién es la de
transportar los lipidos, dirigir su metabolismo funcionando como activadoras o
inhibidoras enzimaticas, y permitir su reconocimiento y union a receptores
especificos de las membranas celulares. Hasta el momento se han identificado 13
apoproteinas diferentes, que se han clasificado segun las letras del alfabeto de la A
a la H, existiendo varios subtipos (Tabla 11).
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Tabla 11. Principales apoproteinas plasmaticas (258)

CLASE LIPOPROTEINA FUNCION

A-l HDL Cofactor LCAT, formacion HDL

A-ll HDL Inhibe LCAT, formacion HDL

B-100 QM, VLDL, LDL Reconoce receptor LDL (apo-B 100:E);
formacion de QM y VLDL hepaticas

B-48 QM Formacion QM

C-l QM, VLDL, HDL  Activacion LCAT

C-li QM, VLDL, HDL  Activacion lipoprotein lipasa

C-ll QM, VLDL, HDL  Inhibe lipoprotein lipasa

E QM, VLDL, HDL  Reconoce receptor

F HDL

G HDL

QM: quilomicrones; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad;
HDL: lipoproteinas de alta densidad; TG: triglicéridos; LCAT: lecitin-colesterol-aciltransferasa

Los quilomicrones transportan a los TG procedentes de la dieta hasta los
distintos tejidos, mientras que las particulas HDL y LDL transportan el colesterol
hasta el higado. Este proceso constituye la via exdgena del metabolismo lipidico, ya
que afecta a los lipidos procedentes de la dieta (Figura 1; pag. 16). La via endogena
es aquella que afecta a la utilizacion de los TG y colesterol formados en el

metabolismo intracelular (Figura 9).

Figura 9. Via enddgena del metabolismo lipidico (257)
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Las particulas VLDL tienen su origen en el higado. Estan constituidas por un
nuacleo donde se disponen fundamentalmente los TG y una pequefia fraccién del
colesterol plasmaético, y las apoproteinas, que se sitian en la cubierta externa y que
se denominan apo-B 100, apo-C y apo-E. La funcién principal de las VLDL es el
transporte de los TG enddgenos desde los hepatocitos, hasta los capilares del tejido
adiposo y musculo, donde son hidrolizados por accién de la lipoproteinlipasa. Una
alteracion en la sintesis y/o secrecion hepética de lipoproteinas VLDL podria explicar
la esteatosis hepatica que aparece asociada a la malnutricion, defectos congénitos
en la sintesis de apoproteinas, deficiencia de colina y defectos en la esterificacion
del colesterol (2).

Se han asociado déficits genéticos de las apoproteinas con la esteatosis
hepética. Existen casos publicados de esteatosis y de EHNA en la
abetalipoproteinemia familiar (259) e hipobetalipoproteinemia homozigota vy
heterozigota (145,146,260-264), asi como una elevada prevalencia de
hipobetalipoproteinemia en pacientes con cirrosis hepatica criptogenética (262).

El higado graso que aparece en estos enfermos se explica por el defecto en
la sintesis hepatica de apo-B y consiguiente incapacidad para exportar particulas
VLDL a la sangre (259,260). Se trata de enfermedades raras, que cursan con niveles
plasmaticos bajos de TG y de colesterol y en las que, ademas del higado graso,
puede aparecer esteatorrea (por malabsorcion intestinal), alteraciones oculares
(retinitis pigmentaria), manifestaciones neurolégicas (ataxia, polineuropatia, retraso
mental) y hematoldgicas (acantocitosis) (263). La esteatosis hepatica puede ser la
Gnica manifestaciéon en la forma heterozigota, de aparicibn en la edad adulta,
mientras que la abeta e hipobetalipoproteinemia homozigota suelen debutar en la
edad infantil, con malabsorcion intestinal de grasas. Sreekumar et al. (264) han
comunicado en un estudio preliminar una atenuacion en la sintesis de apoB-100 en
un grupo de pacientes con EHNA. En estos casos, los TG no pueden ser
transportados desde el higado y quedan atrapados en el citoplasma de los

hepatocitos, originando la infiltracion grasa del higado.

Se ha relacionado la esteatosis hepética con un déficit plasmatico de colina
en pacientes y en animales de experimentacion alimentados con NPT (265). La
colina es un precursor de la sintesis de PL y su déficit puede resultar en una

alteracion del transporte de TG desde el higado como parte de las lipoproteinas. Se
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ha comprobado una disminucidn significativa de la infiltracion grasa del higado e
incluso su desaparicion en animales alimentados con suplementos de lecitina en la
dieta (154,155).

5. Papel patogénico de lainsulina

Existen autores defensores del papel de la insulina, y especialmente del
cociente insulina / glucagon, en la aparicion de las lesiones de esteatosis y de EHNA
(66,85,86,266-268).

La insulina y el glucagén son hormonas peptidicas secretadas por las células
de los islotes de Langerhans del pancreas que ejercen importantes efectos
reguladores del metabolismo de los hidratos de carbono, las grasas y las proteinas
(269). La insulina tiene un peso molecular de alrededor de 6.000 dalton y esta
formada por dos cadenas polipeptidicas A y B, unidas en dos sitios por puentes
disulfuro. La proinsulina es el precursor biosintético de la insulina y consta de una
cadena polipeptidica de 81 a 86 restos de aminoacidos, segun la especie de origen.
Contiene ambas cadenas A y B de la insulina y, entre ambas, un péptido de
conexion de 30 residuos de aminoacidos denominado péptido C. La proinsulina se
forma en los ribosomas y por si misma exhibe una actividad insulinica muy pequefa.
Es trasladada al aparato de Golgi, donde se escinde en insulina y péptido C por

accion enzimatica (Figura 10).

PROINSULINAR INSULINR PEFTIDOD C

Figura 10. Representacion esqueméatica de la conversion de proinsulina en

insulinay péptido C en la célula B pancreatica (270)
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De esta manera, la insulina y el péptido C son secretados de forma equimolar

a la circulacion portal, alcanzando el lecho hepatico (269,270).

Esta bien establecido que un 50-70% de la insulina es extraida por el higado
en un primer paso, mientras que el metabolismo del péptido C se efectiua
principalmente en el rifidn, de forma que nada o una minima parte no valorable es
metabolizado por el higado. El hecho de que ambas sustancias sean secretadas en
cantidades equimolares y que el péptido C no sufra metabolismo hepatico, ha
inducido a utilizar métodos de calculo indirecto de la “tasa de secrecion pancreatica
de insulina” y de la “tasa de extraccidn hepatica de insulina”, a partir de las

concentraciones periféricas de insulina y de péptido C (270,271).

El glucagén es un péptido de cadena simple, con un peso molecular de
alrededor de 3.500 dalton. Es sintetizado y secretado principalmente por las células
A de los islotes del pancreas. Contiene 29 restos de aminoacidos y se sintetiza en
forma de precursor inactivo, el proglucagon (224).

La secrecion de insulina depende fundamentalmente de la concentracion de
glucosa en sangre periférica, aunque también intervienen ciertos aminoacidos
(arginina y lisina), asi como ciertos factores especificos secretados por el estbmago
e intestino (gastrina, secretina, colecistoquinina y péptido inhibidor gastrico). La
secrecion de insulina se asocia a abundancia de energia, ejerciendo un papel muy
importante en el almacenamiento del exceso de sustancias energéticas. Hace que
los hidratos de carbono se almacenen en forma de glucégeno, principalmente en
higado y musculo, provoca la sintesis y almacenamiento de la grasa en el higado y
tejido adiposo, y en el caso de las proteinas, favorece la captacion de aminoacidos
por las células y su conversion en proteinas, ademas de inhibir la degradacion
proteica (176).

La insulina induce efectos importantes sobre el metabolismo de las grasas,

gue pueden favorecer la aparicion de esteatosis hepatica:

1. Bloquea la oxidaciéon de los &cidos grasos en el higado. Esta accion la ejerce
al disminuir la actividad de la carnitin-palmitoil-transferasa, y lo hace al
aumentar la sensibilidad de este enzima a la accion inhibidora del malonil-
CoA, producto de la acetil-CoA carboxilasa y primer intermediario en la
sintesis de &cidos grasos (272). Ademas, parece que también disminuye la

disponibilidad de carnitina por las células (224,225)
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Favorece la esterificacion de acidos grasos para producir triglicéridos. Esta
accion la desarrolla al estimular la sintesis de glicerol a partir de la glucosa
(57).

Promueve la sintesis de acidos grasos en presencia de un exceso de hidratos
de carbono. Cuando el glucdégeno alcanza altas concentraciones, la glucosa
adicional que penetra en los hepatocitos se utiliza para formar grasa (la
glucosa se desdobla por la via glucolitica primero a piruvato — acetil-CoA
— sintesis de &cidos grasos). Ademas, cuando se utilizan grandes
cantidades de glucosa para obtener energia, se forma un exceso de citrato e
iones isocitrato en el ciclo del acido citrico. Estos iones actian activando a la
acetil-CoA carboxilasa, enzima que carboxila el acetil-CoA a malonil-CoA,
primera etapa de la sintesis de los &cidos grasos (57,176).

Activa a la lipasa de la lipoproteina, enzima que desdobla los triglicéridos de
nuevo en acidos grasos en las paredes de los capilares del tejido adiposo,
paso previo necesario para ser absorbidos por el adipocito, donde se
convierten de nuevo en triglicéridos (273).

Inhibe la accién de la lipasa sensible a hormonas, enzima que hidroliza a los
triglicéridos almacenados en los adipocitos, inhibiendo asi la liberacion de
acidos grasos desde el tejido adiposo hacia la circulacion periférica (274).
Inhibe la sintesis y secrecion de apoproteina B y de triglicéridos desde los
hepatocitos, hecho estudiado en hepatocitos aislados de animales de

experimentacion (275).

Para iniciar sus efectos sobre las células diana, la insulina se liga a una proteina

receptora de la membrana que es quien causa los efectos ulteriores. El receptor de

la insulina es una combinacién de 4 subunidades, 2a. y 2. Al unirse la insulina a la 2

subunidades a, las porciones B se autofosforilan y ésto las convierte en una enzima

activa, una proteincinasa local, que a su vez causa la fosforilacion de otras muchas

enzimas intracelulares (276).

El glucagon tiene varias funciones, diametralmente opuestas a las de la insulina.

Es secretado cuando disminuye la concentracion de glucosa sanguinea y su accion

mas importante es la de aumentar la glucemia, lo que consigue mediante el estimulo

de la glucogenolisis (degradacién del glucégeno hepatico) y la neoglucogénesis
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(sintesis de glucosa). Sobre el metabolismo graso, actia inhibiendo la lipasa del

adipocito y también inhibe el almacenamiento de triglicéridos en el higado (224,277).

Diferentes estudios han atribuido gran importancia a la relacion entre los
valores plasmaticos de insulina y glucagon. En situaciones de deficiencia de insulina
como son el ayuno, el seguimiento de dieta para perder peso, o una diabetes mal
controlada, el cociente insulina / glucagbon se encuentra disminuido. Como
consecuencia de ello, se produce un aumento en el flujo de &cidos grasos desde el
tejido adiposo hasta el higado, se reduce la sintesis intrahepatica de acidos grasos,
los niveles de malonil-CoA disminuyen, y la carnitin-palmitoil-transferasa se activa,

favoreciéndose la oxidacion de las grasas.

Hay evidencias en la literatura de la importancia de la insulina en la aparicion
de esteatosis hepatica. La hipétesis de que la insulina tenga un papel importante en
la patogénesis de la esteatosis y de la EHNA se basa en los siguientes hechos: 1.
Muchas de las situaciones de riesgo para la esteatosis / EHNA tienen en comun la
hiperinsulinemia; 2. La asociaciéon demostrada entre la diabetes y la hepatopatia; 3.
La aparicién de farmacos que mejoran la esteatosis al disminuir el hiperinsulinismo;
y 4. El hallazgo de lesiones hepaticas subcapsulares de esteatosis y esteatonecrosis
en diabéticos tipo 1 con enfermedad renal terminal, tratada con didlisis peritoneal
ambulatoria con insulina intraperitoneal. La esteatosis ocurre cuando existe
suficiente insulina para bloquear la oxidacién de los acidos grasos pero no para

bloquear la movilizacion de éstos desde el tejido adiposo.

La hiperinsulinemia es una caracteristica que comparten la obesidad y otros
estados de insulinorresistencia (nutricion parenteral total, diabetes tipo 2, sindrome
X) (62,175,278).

La obesidad y la diabetes tipo 2 son dos entidades en estrecha relacion. Los
individuos obesos y diabéticos suelen tener niveles plasmaticos de insulina
aumentados, suficientes para inhibir el catabolismo de los &cidos grasos y favorecer
el acumulo de éstos y de triglicéridos en los hepatocitos. Ademas, los obesos
diabéticos tienen mayor resistencia a la acciéon periférica de la insulina y también
niveles mayores de acidos grasos plasmaticos si se comparan con los obesos no

diabéticos (226,279,280). En estas condiciones existe hiperinsulinemia e
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insulinorresistencia, de forma que la insulina es capaz de bloquear la oxidaciéon de
los acidos grasos pero es insuficiente para bloquear la movilizacién de éstos desde
el tejido adiposo, probablemente por una pérdida en la sensibilidad del adipocito a la

accion antipipolitica de la insulina (281).

En situaciones de bypass yeyunoileal deberia producirse una mejoria de la
morfologia hepatica, al igual que en los pacientes obesos tras seguir una dieta
adelgazante y, sin embargo, esto no sucede. En ambas situaciones hay una pérdida
de peso, pero la diferencia radica en la secrecién de insulina: en los obesos que han
seguido una dieta para perder peso existe una caida en la secrecion de insulina, lo
cual permite que el exceso de acidos grasos libres que fluyen al higado desde el
tejido adiposo sean oxidados; sin embargo, el enfermo que tiene un bypass intestinal
continda comiendo, por lo que persiste el estimulo para la secrecién de insulina, la
cual bloquea la oxidacion de acidos grasos, de forma que éstos se acumulan en el
higado (91,266).

Nussbaum et al. (86) encontraron que las soluciones de nutricion parenteral
ricas en dextrosa y sin lipidos intervienen de forma fundamental en el desarrollo de
esteatosis hepatica y que la razon probablemente radique en el cociente
insulina/glucagdon. Ambas hormonas parecen jugar un papel critico en la aparicién de
esteatosis hepética asociada a nutricion parenteral total. Estudios de
experimentacién en animales alimentados con soluciones enriguecidas con glucagon
han logrado revertir e incluso prevenir el desarrollo de esteatosis hepatica (85,268).
Por otro lado, se ha especulado que el glucagon posiblemente favorezca un mejor
uso de la insulina endégena, probablemente por actuar a nivel del receptor de la

insulina.

No se conoce el mecanismo Ultimo por el que estos pacientes tienen
insulinorresistencia ni esta establecido si esta alteracion es un defecto primario o
secundario a la propia hipersecrecion de insulina. Como posibles factores etiol6gicos
de dicha resistencia se han implicado a los acidos grasos libres (aumentados en la
obesidad y en la cirrosis) (282-284), la sobreproduccién de TNFa (285-290), la
ferritina (291-294) y la propia hiperinsulinemia (por un mecanismo de “down-
regulation”) (295). El tejido graso es una fuente importante de produccion enddégena
de TNFa, y en cultivos celulares y en animales de experimentacion se ha observado

que es capaz de bloquear la accidon de la insulina. Diferentes estudios han hallado
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una correlacion positiva tanto del TNFa, como de la ferritina sérica, con el indice de
masa corporal y con el nivel de insulinemia (283,285). Aquellos individuos
predispuestos a desarrollar diabetes tipo 2 perderian su capacidad de incrementar la
secrecion pancreatica de insulina lo suficiente como para compensar la resistencia a

la accion de esta hormona, apareciendo una diabetes manifiesta.

La hiperinsulinemia parece resultar de la hipersecrecion de insulina y en los
pacientes obesos con esteatosis hepatica, probablemente también contribuya una
disminucién en el metabolismo hepatico de esta hormona. El higado funciona como
un sistema importante de control de la glucemia y juega un papel clave en el
metabolismo y efectos de la insulina (63). Este hecho justifica que en los pacientes
con enfermedad hepatica se vuelva casi imposible mantener la homeostasis de la
glucosa y que no se altere la accion de la insulina (57). Casi todos los enfermos
cirréticos son insulinorresistentes, el 60-80% son intolerantes a la glucosa, y
aproximadamente un 20% desarrollan diabetes tipo 2 manifiesta. Ademas, la cirrosis
es 2-3 veces mas frecuente en diabéticos y, en 2/3 de los casos en que coexisten
ambas enfermedades, la cirrosis es diagnosticada antes que la diabetes. A su vez, la
diabetes es 4 veces mas frecuente entre los cirréticos comparando con aquellos
sujetos con un higado normal. Estas observaciones sugieren que la cirrosis es
diabetdégena (296,297). También se ha considerado la posibilidad de que la EHNA
pueda favorecer la aparicion de diabetes, puesto que se han descrito casos de
EHNA de causa desconocida, y cuyo diagnéstico se efectud varios afios antes de la
aparicion de intolerancia a la glucosa (60).

La disfuncion hepatica es una alteracion que puede jugar un papel muy
importante en la génesis de la hiperinsulinemia e insulinorresistencia encontradas en
pacientes con enfermedades crénicas del higado, aunque no se ha encontrado una
relacion con la causa especifica de la enfermedad hepética (57,298,299). A pesar de
gue tampoco se conoce el mecanismo de produccion de estas alteraciones en la
enfermedad hepatica, se ha implicado la existencia de un aumento en la secrecion
de insulina por parte de las células p del pancreas, una disminucion en la extraccion
hepatica de insulina y, también, la existencia de hipertension portal (297). Se ha
especulado que en la cirrosis hepatica la hiperinsulinemia crénica seria la causa de
la resistencia a la insulina, habiéndose implicado también al aumento de &cidos

grasos libres y de glucagén hallados en estos pacientes (296,297).
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Existen datos que sugieren la presencia de insulinorresistencia e
hiperinsulinemia en sujetos con esteatosis hepatica. Basdndose en la determinacion
de los niveles plasmaticos de insulina y péptido C basales, Inokuchi et al. (300)
investigaron la relacion del metabolismo de la insulina con el higado graso en
sujetos obesos con y sin esteatosis hepatica frente a controles sanos. Al igual que
en la cirrosis, demostraron una hiperinsulinemia, con aumento de los niveles de
insulina y de péptido C, y, lo mas importante, una disminucion en la extraccion
hepética de insulina en aquellos obesos con esteatosis hepatica, al comparar con los
obesos sin infiltracion grasa del higado. Estos autores atribuyeron la

hiperinsulinemia a una disminucion en el metabolismo hepatico de la insulina.

Estudios recientes han evaluado el efecto sobre la EHNA de nuevos
antidiabéticos orales. Es el caso de la troglitazona y la rosiglitazona, derivados de la
tiazolidinediona, que  corrigen la  hiperglucemia, hiperinsulinemia e
hipertrigliceridemia, al disminuir la resistencia periférica a la insulina. Estos farmacos
actuan favoreciendo los efectos periféricos de la insulina, pero sin aumentar su
secrecion. De esta forma, mejoran dos de los mecanismos implicados en la
patogenia de la EHNA como son la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia
(301-303). Ademas, no causan hipoglucemia, incluso en pacientes euglucémicos.
Estudios piloto recientes, efectuados en un escaso numero de pacientes,
demuestran un efecto beneficioso parcial de la troglitazona, ya que se normalizan las
transaminasas sin mejorar las lesiones hepaticas (304). Sin embargo, la aparicion de
hepatotoxicidad producida por este nuevo antidiabético ha hecho que sea retirado
del mercado y que no se hayan efectuado mas estudios (305). Con respecto a la

rosiglitazona, se precisan mas estudios (306).

Por altimo, la aparicion de lesiones hepaticas subcapsulares difusas de EHNA
en pacientes tratados con insulina intraperitoneal, idénticas a las encontradas en el
higado de obesos y de alcohdlicos, se ha atribuido directamente a la insulina.
Wanless et al. (266) propusieron que estos cambios se producen por el estimulo
directo de la insulina sobre la sintesis de triglicéridos en un lugar de alto gradiente de
concentracion. A su favor se encuentra el hecho de que la esteatosis hepatica
subcapsular no se haya detectado en pacientes con didlisis peritoneal sin insulina

intraperitoneal (267).
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Una vez establecidos los posibles mecanismos que llevan al depdsito en
exceso de grasa en el higado, el siguiente paso consiste en establecer qué
conexiones existen entre la grasa simple y la aparicién de lesiones de EHNA.

B- ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA

Actualmente se admite que la esteatosis hepatica es el substrato sobre el que
se desarrollan la inflamacion y la fibrosis. Se ha documentado la secuencia
esteatosis-esteatohepatitis-cirrosis en la obesidad, administracion prolongada de
nutricion parenteral total, y cirrosis criptogenética (3,161). Ademas, se ha hallado
correlacion entre el grado de inflamacion, la fibrosis y la severidad de la esteatosis
en el higado de pacientes y de animales de experimentacién (21,165,166). Aunque
no se ha establecido cual es la conexion entre ambas entidades, la hipodtesis
propuesta actualmente por la mayoria de autores incluye dos posibles mecanismos,
gue no tienen por qué excluirse entre si (159,160): 1. Estrés oxidativo y peroxidacion

lipidica, y 2. Dafio mediado por TNFa / endotoxinas bacterianas.

1. Estrés oxidativo y peroxidacion lipidica

Recientemente el grupo de Pessayre ha demostrado que la esteatosis
hepatica, independientemente de su causa, se asocia con peroxidacion lipidica, y
sugieren que la lipoperoxidacion constituye el mecanismo por el que se desarrolla
esteatohepatitis (166).

Como ya se ha mencionado, la mayoria de situaciones de riesgo para la
EHNA se asocian a un aumento de acidos grasos libres intrahepéticos, motivado por
diferentes causas (171,172). Si bien la mayor parte se emplean para la sintesis de
triglicéridos, existe un exceso de &cidos grasos no esterificados que pueden ser
oxidados en otros sistemas diferentes a los de la oxidacion B mitocondrial y generar,
como consecuencia de ello, especies o radicales reactivos del oxigeno (ROS) (307-
310)

La produccion de ROS es un atributo de los organismos aerobios. Se trata de
moléculas prooxidantes, muy reactivas y poco estables, ya que contienen uno o mas

electrones no apareados en su Orbita externa. Los ROS son generados de forma
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fisioldgica en la cadena de transporte electronico de las mitocondrias asi como en
los microsomas, y su formacién debe estar equilibrada con la produccién de agentes
antioxidantes que los hagan desaparecer (superdxido dismutasa, glutation
peroxidasa, catalasa, a-tocoferol, ascorbato). Generalmente existe un equilibrio
entre los factores que promueven la formacion de ROS y los mecanismos de
defensa antioxidantes. El estrés oxidativo se caracteriza precisamente por un
desequilibrio entre los prooxidantes y los antioxidantes, a favor de los primeros
(311,312).

La reduccion del oxigeno molecular (O,) durante la fosforilacion oxidativa
incluye la formacién de radical superéxido (O3"), peréxido de hidrogeno (H,O,) y
radical hidroxilo (OH®). El radical hidroxilo es un agente oxidante particularmente
reactivo, y se piensa que es el principal mediador de la toxicidad del oxigeno (Figura
11).

Figura 11. Ecuacion que representa la formacién de ROS (311)

e H* HOz. Og
02 L» 02. L» HO;AL» H202
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2H* OH® + OH®
0, + Ozog_> H,O, + O» e . v L + 2H"
SOD
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H,O, + Hb O, ———» H,O + 0O,

CATALASA
O,* : anion superdxido HO" : radical hidroperdxido
H,O, : peroxido de hidrégeno OH® : radical hidroxilo

SOD: superoéxido dismutasa

Los ROS pueden dafiar distintas moléculas bioldgicas esenciales, incluyendo
el ADN, proteinas celulares esenciales y lipidos de membrana. Ademas, pueden
iniciar reacciones en cadena, como la peroxidacion lipidica, que pueden alterar la

integridad de las membranas celulares y finalmente causar la muerte celular (311).
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En los dltimos afios la produccion de ROS ha sido implicada en la patogenia
de mdultiples enfermedades como la artritis reumatoide, enfermedades
neurodegenerativas, hepatitis alcohdlica, etc. También se han identificado varias
fuentes de ROS en la EHNA (159,160): 1. Factores exogenos: productos de la
industria petroquimica, aceite de colza, etc.; 2. La B-oxidacion peroxisomal de acidos

grasos; y 3. El sistema microsomal oxidativo.

Los peroxisomas son cuerpos subcelulares que tienen particular importancia
en el hepatocito y que en condiciones normales contribuyen a la oxidacién del 10%
de la grasa (308,313). Su funcion es la de acortar los acidos grasos de cadena larga,
los cuales son luego transportados a la mitocondria para continuar su oxidacion
(Figura 12).

Figura 12. Caracteristicas esenciales de la B-oxidacion peroxisomal (308)
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La reaccion inicial en el sistema peroxisomal consiste en la oxidacion del acil-
CoA activado, con la transferencia de electrones y la formacion de peréxido de
hidrogeno (H,0,), el cual habitualmente es inactivado al transformarse en H,O, por
accion de las catalasas. Sin embargo, cuando su produccidon es excesiva, 0 en

presencia de hierro, se genera el potente radical hidroxilo (OH®) (Figura 13).

Figura 13. Generacion de ROS durante la B-oxidacion peroxisomal (308)
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El hecho de que exista una induccion de la B-oxidacion peroxisomal en ratas
alimentadas con dietas de alto contenido en grasas, sobre todo si los acidos grasos
son de cadena larga, y que sustancias como el acido valproico y los glucocorticoides
estimulan la proliferacién peroxisomal en el higado de ratas apoyan la hipotesis de

gue los peroxisomas estén involucrados en la patogenia de la EHNA (308).

A favor de la participacion de los ROS y el estrés oxidativo en la aparicion de
lesiones de EHNA se encuentra el hecho de que determinados farmacos asociados
a la EHNA como la amiodarona, perhexilina y dietilaminoetoxihexestrol, son capaces
de producir directamente lesiones de EHNA (314). Estos farmacos alteran, por un
lado, la B-oxidacién, induciendo asi esteatosis hepatica, como sucede con la mayoria

de farmacos que producen esteatosis, y, por otro, son capaces de generar ROS por
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alteracion directa de la transferencia de electrones a través de la cadena respiratoria
mitocondrial. De esta forma, aumentan ambos sustratos para la peroxidacion

lipidica, la presencia de grasa y la de ROS (99,315).

El segundo lugar de origen de los ROS en al EHNA podria ser el sistema
microsomal oxidativo el cual, a través del citocromo P450, juega un papel importante
en la oxidacion del etanol y de otras muchas sustancias quimicas (316,317). A
través de esta via, un sustrato, como el etanol o un &cido graso, se une al citocromo
P4502E1 (CYP2E1) oxidado (Fe®*") y unido al O2°. El complejo resultante, (RH) Fe**
(O,), sigue una serie de transformaciones que concluyen en la hidroxilacion del
sustrato (ROH + Fe®*"). Sin embargo, el complejo (RH) Fe** (O,) puede desintegrarse

y dar lugar a la liberacion del anion superéxido (O3°).

Cualquiera que sea la via por la que se producen estos ROS, una de sus
consecuencias es la de inducir la peroxidacion de los lipidos celulares (163,311): el
radical reactivo se une a un atomo de hidrégeno de la cadena de un AG
poliinsaturado, dando lugar a un electrén impar en el carbono (e’). Posteriormente el
radical carbono reacciona con el oxigeno molecular, resultando en un radical
peroxilo que ataca la cadena de otro AG adyacente y genera un radical carbono
nuevo y un lipoperoxido. A continuacion, la reaccion en cadena continda.
Globalmente, el ataque de un ROS puede oxidar multiples AG a perdéxidos lipidicos

dafiando de esta forma las membranas celulares y causando su ruptura (Figura 14).
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Figura 14. Peroxidacion lipidica
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Se ha detectado un aumento de productos de lipoperoxidacion en tejidos de
animales de experimentacion con esteatosis hepatica, asi como una estrecha
correlacion entre el grado de peroxidacion lipidica y la severidad de la esteatosis en
animales y pacientes con higado graso (163,318). La lipoperoxidacion por los ROS
afecta preferentemente a los acidos grasos poliinsaturados de las membranas
celulares, lo que puede tener consecuencias importantes para la funcion y viabilidad
de las células (319). Consecuencia de la oxidacién en cadena de los lipidos es la
formacion de aldehidos que, entre otros efectos bioldgicos, pueden explicar
perfectamente los cambios morfoldégicos que se encuentran en la EHNA (320,321)
(Figura 15).
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Figura 15. Consecuencias de las lipoperoxidaciones y efectos biolégicos de

los aldehidos derivados de la lipoperoxidacion
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Adaptada de Solis Herruzo JA. Esteatohepatitis no alcohdlica. Revis Gastroenterol 1999; 1:551-578

Entre los aldehidos productos de la lipoperoxidacion se encuentran el 4-
hidroxinonenal y el malonildialdehido. El primero posee un potente efecto
guimiotactico sobre los polimorfonucleares, lo que pudiera explicar este tipo de
infiltrado en la EHNA (322). El segundo es un inductor de la expresion de los genes
de citocinas proinflamatorias como el TNFa o la interleuquina 8, y puede formar
enlaces con proteinas, de forma que hipotéticamente podria constituir complejos con

las citoqueratinas del hepatocito y dar lugar a la aparicion de los cuerpos de Mallory.
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Ademas, el malonildialdehido es capaz de unirse a las moléculas implicadas en la
exportacion celular de proteinas, como la tubulina, lo que se traduce en el hallazgo
morfolégico de la degeneracion hidropica por retencibn de proteinas v,
secundariamente, de agua. Ambos aldehidos son capaces de estimular la
produccion de colageno por las células estrelladas del higado (células de Ito) y
justificar asi la fibrosis en los casos de EHNA mas avanzados (323,324,329). El
aumento de la permeabilidad de la membrana celular, consecuencia de la
fragmentacion de sus acidos grasos, permite el paso de agua y calcio al interior
celular, provocando una serie de alteraciones que comprometen la vida celular
(325).

Ademas de los efectos que aparecen como consecuencia de la
lipoperoxidacion, algunos otros se producen por accion directa de los ROS. Este es
el caso de la oxidacion del glutation y de los grupos tidlicos de las proteinas, el
aumento del calcio citosolico, la deleccion del ADN, la depleccion energética o la

muerte celular por apoptosis (326,327).

2.Endotoxemia portal y citocinas pro-inflamatorias

Sin excluir el papel que pueda tener el estrés oxidativo, durante los ultimos
afios se viene considerando la posibilidad de que la endotoxemia y las citocinas
inducidas por ella, incluyendo al TNFa y a las IL-6 e IL-8, puedan participar en la
patogenia de la EHNA (160). A favor de esta hipdtesis se encuentran los siguientes
hallazgos:

1.- La elevada incidencia de EHNA y de cirrosis en pacientes sometidos a
bypass yeyunoileal. La EHNA y la cirrosis son mas frecuentes en obesos con
esteatosis a los que se somete a un bypass yeyunoileal, proceso que aumenta la
endotoxemia portal con el subsiguiente estimulo de produccién de TNFa (70,71).
Ademas, otras situaciones en las que puede haber sobrecrecimiento bacteriano
intestinal, como la diverticulosis del intestino delgado, también figuran entre las
situaciones en las que se ha descrito la aparicion de lesiones de EHNA (141).

2.- El metronidazol y la reconstruccion del bypass yeyunoileal son capaces
de curar o de prevenir el desarrollo de EHNA en pacientes sometidos a este tipo de

derivacion intestinal (91).
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3.- Existen evidencias experimentales que sugieren que productos derivados
del intestino, como las endotoxinas, participan en la patogénesis de la
esteatohepatitis (158,328,329). Se ha encontrado que existe una disfuncién de los
macrofagos en ciertas ratas obesas en las que ademas se ha detectado un aumento
en la produccion de IL-6, peréxido de hidrogeno y superéxido, moléculas que son
capaces de producir cambios en la homeostasis de la energia mitocondrial. Dicha
alteracion en la funcién fagocitica de las células de Kupffer probablemente permite
que mantengan un bajo grado de endotoxemia sistémica cronica. Este hecho podria
ser responsable del aumento en la expresion del ARNm del TNFa en tejido adiposo
que se ha observado en la obesidad (329-331). Por otro lado, La administracion de
endotoxinas a ratones obesos resulta en niveles circulantes anormalmente altos de
TNFa y en un aumento en la resistencia a la insulina (289). Estudios recientes han
demostrado que ratones genéticamente obesos son muy sensibles a dosis bajas de
lipopolisacéridos, desarrollando una esteatohepatitis severa que no se observa en
animales delgados. Dicha lesion es atribuida al dafio hepético producido por la
endotoxina a través de la liberacion de TNFa (158). En este modelo se observa,
ademas, una sobreexpresion del ARNm del interferén vy, el cual sensibiliza a los
hepatocitos a la toxicidad producida por el TNFa, mientras que los niveles de ARNm
de IL-10, que inhibe la accién del TNFa, se encuentran disminuidos. Los niveles
plasmaticos elevados de TNFa en la obesidad podrian contribuir a la patogénesis de
la EHNA en estos pacientes.

4.- Por ultimo, en un estudio reciente realizado por nosotros, encontramos
sobrecrecimiento bacteriano intestinal en un 27% de pacientes con EHNA a los que
se efectué un test del hidrégeno espirado, excluyendo a aquellos pacientes

diabéticos o con antecedentes de cirugia intestinal (332).

La liberacion de TNFa por los macrofagos, inducida por la endotoxemia,
aumentara la expresion genética de la IL-6 e IL-8. Esta Ultima es un potente
estimulante de la quimiotaxis de los polimorfonucleares, por lo que pudiera justificar
el componente inflamatorio de la esteatohepatitis, la formacion de ROS, la
peroxidacion de los lipidos de la membranas, y el dafio y muerte de los hepatocitos.
Entre los multiples efectos del TNFa cabe destacar sus acciones sobre la funcion

mitocondrial, interfiriendo el flujo de electrones a través de la cadena respiratoria
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mitocondrial: reduce la produccion de ATP, favorece el paso de electrones al
oxigeno molecular y la formacién de ROS; el resultado final es el dafio y muerte
celular por apoptosis (333). Ademas, es bien conocido que el TNFa inhibe a la
lipoproteinlipasa, reduce la lipolisis y favorece la acumulacién de triglicéridos
(331,334). Actualmente se sabe que el TNFa es un mediador potencial de la
resistencia a la insulina en los obesos al modificar el grado de activacion del receptor

de insulina (Figura 16).

Figura 16. Papel de las endotoxinas en la patogenia de las lesiones de EHNA
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En apoyo de la teoria de que las citocinas pro-inflamatorias estén aumentadas
en la EHNA se encuentra el hallazgo reciente de una disminucion en la tasa de
aclaramiento de antipirina en pacientes con EHNA, ya que se sabe que estas
citocinas comprometen la actividad de varias enzimas del citocromo P450 |,
incluyendo aquellas que metabolizan a la antipirina (335). Ademas, se ha hallado un
aumento en la concentracion intraluminal de IL-6 como resultado de un incremento
en su produccién por el epitelio intestinal en pacientes con sobrecrecimiento
bacteriano intestinal (336). Sin embargo, de momento no existe informacion
disponible que correlacione el grado de induccidén de estas citocinas con el estadio

de la enfermedad hepatica en pacientes con EHNA.

Se ha demostrado también que el hierro puede participar en la génesis de
ROS (recuérdese la reaccion de Fenton) y, por ello, en la aparicion de lesiones de
EHNA (337,338). Existen evidencias experimentales de que este metal actia de
forma sinérgica con la esteatosis hepatica, favoreciendo la peroxidacion lipidica de
las membranas celulares y la alteracion de la cadena respiratoria mitocondrial
(339,340). En este sentido, resulta interesante resefiar que los pacientes con EHNA
presentan con frecuencia un estado de sobrecarga de hierro y un aumento en la
prevalencia de la mutacion C282Y en el gen HFE de la hemocromatosis (37,341).
Mendler et al. (292) han mostrado muy recientemente la asociacion del denominado
sindrome de insulinorresistencia con la esteatosis hepatica / EHNA y un estado de

sobrecarga de hierro.

Sin embargo, solo un pequefio porcentaje de pacientes con esteatosis
desarrolla esteatohepatitis, lo que induce a pensar que, de forma similar a lo que
ocurre en la hepatopatia alcohdlica, algunos factores genéticos podrian jugar un
papel en la susceptibilidad para desarrollar EHNA. Existen algunos datos que
apoyan esta predisposicion genética al desarrollo de EHNA, como son: 1. La
estrecha relacion de la EHNA con dos enfermedades de riesgo familiar en las que
participa la herencia genética, como la diabetes tipo 2 y la obesidad (342,343); 2. La
existencia de formas familiares de EHNA asociadas a lipodistrofia (143); 3. La
aparicion de formas familiares de cirrosis criptogenética (344); y 4. El mayor riesgo
de desarrollar EHNA entre niflos obesos de origen hispano y afroamericano

documentado en un estudio muy reciente (345,346).
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Recientemente Struben et al. (344) han encontrado mayor prevalencia de
EHNA, con o sin cirrosis, y de cirrosis criptogenética en varios miembros de una
misma familia. Este hallazgo apunta la posibilidad de que exista un riesgo heredado
de susceptibilidad para desarrollar EHNA, aunque no descarta que factores
ambientales, como la dieta, intervengan. No existen datos que apoyen un patron de
herencia mitocondrial estricto y entre los posibles factores que podrian explicar esta
variacion genética y susceptibilidad para el dafio celular en el higado graso se han
propuesto los siguientes: variaciones genéticas en la actividad del CYP2EL,
responsable de la mayor produccion de ROS (347-351); variaciones genéticas en la
proteina desacoplante de la fosforilacién oxidativa (UCP) (352,353); y la existencia
de polimorfismos genéticos del promotor del TNFa, reconocidos en la enfermedad
hepatica alcohdlica (354,355).

En conclusion, aunque no se han determinado los mecanismos por los que

aparece la EHNA, si existen hipotesis avaladas por diferentes estudios que pueden

resumirse segun se ha hecho en la siguiente figura (Figura 17).

77



Figura 17. Mecanismos patogénicos de la EHNA
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V. CARACTERISTICAS CLINICAS

Las caracteristicas clinicas de la EHNA se resumen en la siguiente tabla

Tabla 12. Caracteristicas clinicas de la EHNA (26)

Edad
Generalmente entre 41 y 60 afios
En ocasiones entre 11 y 20 afios
Sexo
Predominantemente femenino
Condiciones asociadas
Obesidad (69 a 100%)
Diabetes (36 a 75%)
Hiperlipemia (20 a 81%)
Ausencia de exposicion al alcohol
Sintomas
Ninguno (48 a 100%)
Molestia abdominal inespecificas
Dolor en hipocondrio derecho
Fatiga o astenia
Signos
Hepatomegalia
Raramente estigmas de hepatopatia cronica o hipertension portal
Laboratorio
Elevacion 2-3 veces de AST y ALT.
Fosfatasa alcalina y GGT normales o ligeramente elevadas
Niveles normales de albumina, protrombina y bilirrubina
Posible aumento de ferritina
Estudio etioldgico de hepatopatia (virica, metabdlica, autoinmune) negativo
Ecografia abdominal

Hiperecogenicidad del parénquima hepatico
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- SINTOMAS Y SIGNOS

De forma similar a otros tipos de enfermedad hepética crénica del higado, la
mayoria de pacientes con EHNA estan asintomaticos (48-100%) y un pequefio
porcentaje aquejan sintomas inespecificos, tales como astenia o dolor/malestar en el
hipocondrio derecho (16,38,356). Bacon et al. (16) encontraron algun sintoma previo al
diagnéstico de la enfermedad en aproximadamente un 25% de sus pacientes.

A la exploracion fisica el hallazgo méas frecuente es la hepatomegalia, que
aparece en el 75% de enfermos, segun la mayoria de estudios (1,4,16,30-32,357). Los
estigmas de hipertension portal son infrecuentes, aunque es posible encontrar
esplenomegalia en el 25% de casos (16). Rara vez se detectan signos o sintomas
sospechosos de enfermedad hepética avanzada, tales como ictericia, encefalopatia,

ascitis o arafas vasculares.

- LABORATORIO

No existe ningun dato de laboratorio especifico de la EHNA. El dato mas
constante es una hipertransaminasemia leve-moderada (2-3 veces el valor normal), que
a menudo se detecta de forma casual en una analitica efectuada por otro motivo
(4,16,30,32,34,38). Generalmente se encuentra un aumento en los valores séricos de la
alanino-amino-transferasa (ALT) y de la aspartato-amino-transferasa (AST), aunque el
nivel de elevacion no se correlaciona con la severidad de la enfermedad, puesto que no
diferencia entre esteatosis sola, esteatohepatitis, o0 esteatohepatitis que ha
evolucionado a cirrosis (12,32,358). El aumento del valor sérico de la ALT suele ser el
dato analitico de mayor sensibilidad diagnostica, siendo el cociente AST/ALT menor de
1 en la mayoria de los casos (16,31). Con menor frecuencia existe una elevacion de la
fosfatasa alcalina y de la gamma-glutamil-transpeptidasa (GGT). Los parametros
bioquimicos de funcién hepatocelular (albumina, actividad de protrombina y bilirrubina)

no suelen estar alterados (Tabla 13).
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Tabla 13. Datos analiticos hepaticos en la EHNA (16)

DATO RANGO NORMAL VALORES EN PACIENTES % PACIENTES ANORMAL

ALT 3-55 64-224 29/33 (88%)
AST 12-50 52-122 29/33 (88%)
FA 33-133 139-205 10/33 (30%)
BR 0.2-1.2 1.5-2.3 4/33 (12%)

ALT (U/L): aspartato-amino-transferasa; AST (U/L): alanino- amino-transferasa; FA (U/L): fosfatasa
alcalina; BR (mg/dl): bilirrubina.

En el 25-75% de pacientes con EHNA se detectan niveles anormales del perfil
lipidico (hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia) y/o aumento en la concentracion de
glucosa en suero (1,4,31,36,48,60,357). Algun estudio ha encontrado correlacién entre
los valores plasmaticos de la colinesterasa y la esteatosis, pero se necesitan aun mas
datos (359). Bacon et al. (16) identificaron por primera vez una alteracion en el perfil del
hierro en el 58% de pacientes con EHNA, que generalmente consistia en un aumento
en los niveles séricos de la ferritina con o sin elevacion en la saturacion de transferrina.
Series mas recientes han confirmado que este hallazgo es un hecho comun entre los
pacientes con EHNA. Ademas, el estudio de las mutaciones asociadas al gen de la
hemocromatosis primaria (HFE) ha permitido detectar una mayor prevalencia de las
mutaciones C282Y y H63D entre pacientes con EHNA (31-19% y 31-50%,
respectivamente) (37,341).

-TECNICAS DE IMAGEN

Aunque tradicionalmente la ultrasonografia ha sido la técnica de imagen mas
utilizada para el diagnostico de la esteatosis hepatica, la tomografia computarizada (TC)
y la resonancia magnética (RM) son también capaces de indentificar la infiltracion grasa
y se han propuesto como técnicas de diagndstico no invasivas para la EHNA (360,361).
Desafortunadamente, ninguna de ellas tiene la sensibilidad suficiente para detectar la

inflamacion hepatica; ademas, solo son capaces de detectar la presencia de fibrosis
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una vez que existe una cirrosis establecida, con manifestaciones evidentes de

hipertension portal.

La ecografia abdominal es una exploracion segura y fiable, que en la actualidad
es aceptada como la técnica de imagen de primera linea de investigacion en pacientes
con sospecha de enfermedad hepatica. Tiene una sensibilidad del 94% y una
especificidad del 84% para identificar la esteatosis hepatica. Sin embargo, estos
porcentajes empeoran para la fibrosis: sensibilidad del 57% y especificidad del 88%
(362). El criterio diagnoéstico fundamental de la esteatosis es la hiperecogenicidad del
parénquima hepatico, que ademas presenta un patron de ecos finos. El grado de
esteatosis habitualmente se valora por el descenso de la amplitud de los ecos en
profundidad (tasa de atenuacién posterior de la transmision de los ecos), por el
incremento en la diferencia en la amplitud de ecos entre el parénquima hepatico y el
renal, y también por la pérdida de ecos de las paredes de las ramas venosas portales.
En los casos con fibrosis las paredes venosas conservan sus ecos 0 éstos se exageran,
y no se ve la atenuacion posterior. Sin embargo, resulta muy dificil identificar la
coexistencia de fibrosis con esteatosis y la Unica caracteristica que permite sospecharlo
es la presencia de ecos gruesos dentro del patrén de ecos finos que caracteriza a la
esteatosis (361,362).

La RM es una técnica que permite detectar cantidades pequefias de grasa en los
hepatocitos, pero que es menos asequible que la ecografia o la TC para el clinico.
Ambas técnicas suelen reservarse para los casos de esteatosis irregular, que planteen
dudas con otros procesos (161). Estudios experimentales han evidenciado una
correlacion entre el contenido de triglicéridos en el higado y los hallazgos con la TC
(363), por lo que actualmente se buscan métodos de imagen que permitan cuantificar la
esteatosis y, puesto que se sabe que ésta puede progresar, establecer un prondstico de
la enfermedad y poder evaluar la eficacia terapéutica de determinados tratamientos
(364,365).
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V. DIAGNOSTICO

La EHNA siempre debe ser incluida entre las posibilidades diagndsticas de
pacientes con hipertransaminasemia cronica sin otra causa identificable de enfermedad
hepatica cronica, especialmente en presencia de alguna de las condiciones reconocidas
como de riesgo (obesidad, diabetes, hiperlipemia). Hacen mas probable su diagndstico
la ausencia de sintomas o0 que éstos sean inespecificos, la elevacion predominante de
ALT y la presencia de un higado brillante en la ecografia abdominal. Sin embargo,
aungue todos estos datos permiten establecer un diagnostico de sospecha, se requiere
una biopsia hepéatica para establecer el diagndstico de certeza y poder evaluar la
severidad y el pronostico de la enfermedad (22).

El diagnostico de EHNA se basa en tres caracteristicas, y todas ellas deben estar

presentes (20):
1.Lesiones hepaticas “alcohol-like”.
2.Ausencia de la exposicion al alcohol.

3.Exclusién de otras causas de enfermedad hepatica crénica.

1. Lesiones hepéticas similares a la hepatopatia alcohdlica

Desde el punto de vista morfologico la esteatohepatitis, alcohdlica y no
alcohodlica, se define por una combinacién de esteatosis (higado graso), dafio
hepatocitario (degeneracion y necrosis celular), infiltrado inflamatorio (con predominio
de polimorfonucleares) y grados variables de fibrosis (3,46,50,161,323,366,367). La
severidad, extension, y proporcion relativa de estas cuatro caracteristicas basicas son
variables, de forma que actualmente se considera que el término EHNA engloba tres
estadios histolégicos:

12) EHNA en fase de esteatosis simple: depdésito aislado de grasa en el citoplasma de

los hepatocitos, de predominio macrovesicular y centrolobulillar.

83



Introduccion

2%) EHNA en fase de esteatohepatitis: esteatosis, degeneracion hidropica de los

hepatocitos, cuerpos de Mallory, infiltrado de polimorfonucleares, y grados variables de
fibrosis.

3%) EHNA en fase de cirrosis esteatohepatitica: ndédulos de regeneracion rodeados de

bandas de fibrosis, observandose en los nédulos signos esteatohepatiticos tales como
esteatosis, cuerpos de Mallory, infiltrado de polimorfonucleares, etc.

En fases precoces las lesiones se concentran principalmente en la region
perivenular (zona 3 o centrolobulillar), pero segun progresa la enfermedad los cambios
se extienden a través del acino, destruyendo finalmente la arquitectura normal del

higado, y llegando a la cirrosis como ultimo estadio de la enfermedad.

Multiples revisiones de la enfermedad hepética alcohdlica han analizado en qué
consisten las caracteristicas morfologicas de la esteatohepatitis (13,368-373) (Figuras
18-27; pag. 89-93):

ESTEATOSIS (CAMBIO GRASO)

Traduce la presencia de grasa en los hepatocitos y suele ser el hallazgo mas
frecuente y precoz. Al igual que en la alcohdlica, la esteatosis de la EHNA suele ser
predominantemente macrovesicular (el hepatocito contiene una Unica y gran vacuola de
grasa que desplaza al ndcleo), aunque en ocasiones se encuentra un componente
variable de esteatosis microvesicular (vacuolas pequefias y multiples que no desplazan
el nucleo), que a veces puede ser incluso la variante principal. El grado de esteatosis en
la EHNA puede variar desde leve, generalmente localizada en la region perivenular,

hasta intensa, afectando a todo el lobulillo.
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DANO HEPATOCITARIO

La forma fundamental en la que se manifiesta el dafo celular en la
esteatohepatitis se denomina degeneracion hidropica o balonizante. Consiste en la
aparicion de células con citoplasma claro, esférico, hinchado, con el nlcleo en situacion
central. Su localizacion es fundamentalmente centrolobulillar o bien comprometiendo a
los hepatocitos préximos a los septos de fibrosis en los casos de cirrosis. Este mayor
tamafio de los hepatocitos se ha atribuido a un incremento en los lipidos
citoplasmaticos y a un acumulo de proteinas secundario a un trastorno en la secrecion
de las mismas. Aunque puede ser reversible, la degeneracién o cambio hidropico es un
signo de gravedad y puede evolucionar a necrosis hepatocitaria. Con menor frecuencia
la pérdida de hepatocitos se manifiesta de otras formas, como son los cuerpos
acidofilos o apoptoicos y la necrosis hepatocitaria focal, similar a la que se observa en
otras formas de hepatitis.

Otra de las caracteristicas distintivas de la esteatohepatitis son las inclusiones
intracitoplasméticas conocidas como cuerpos de Mallory. Se encuentran en el 40-80%
de esteatohepatitis alcohdlica y no alcohdlica, siendo mas patentes en aquellos casos
con mayor grado de dafio hepatocitario e infiltrado inflamatorio. Se trata de acumulos de
material homogéneo de contornos irregulares, intensamente eosinofilicos, de
distribucion preferentemente perivenular, y que adoptan la forma de “gota de cera”.
Ultraestructuralmente estan compuestos por agregados de los filamentos intermedios
del citoesqueleto de los hepatocitos. EI mecanismo por el que aparecen no esta
aclarado, aunque se ha sugerido que pueden ser secundarios a una alteracién en el
ensamblaje, organizacion o distribucion de los filamentos intermedios en el interior de
los hepatocitos. Aunque son caracteristicos de la esteatohepatitis, no son un requisito ni
un hallazgo especifico de ésta. Pueden aparecer en otras enfermedades hepéaticas
como la cirrosis biliar primaria, enfermedad de Wilson, sindromes colestasicos cronicos,
hiperplasia nodular focal, hepatocarcinoma, porfiria cutanea tarda, y fibrosis hepética
congénita. Sin embargo, cuando se observan en el area centrolobulillar y asociados a

infiltracién grasa sugieren el diagndstico morfolégico de esteatohepatitis.

85



Introduccion

INFILTRADO INFLAMATORIO

Las células inflamatorias caracteristicas de la esteatohepatitis son los neutrofilos,
los cuales generalmente se acumulan alrededor de los hepatocitos dafiados y
adyacentes a los sinusoides. Aunque la presencia de neutréfilos es una caracteristica
clasica de la esteatohepatitis, también se encuentran presentes células mononucleares,
incluyendo linfocitos y macrofagos. El grado y extension acinar de la inflamacion puede
variar y se correlaciona generalmente con la severidad del dafio hepatocitario. La
inflamacion portal generalmente es menor en la esteatohepatitis y consiste en un
infiltrado inflamatorio mononuclear leve. En ocasiones pueden verse neutroéfilos portales

y proliferacion de ductos biliares de distintos grados.

FIBROSIS

Constituye una caracteristica frecuente de la esteatohepatitis y suele estar
presente en diferentes grados en casi todos los casos, aunque no se considera un
requisito diagnostico. Al igual que el resto de lesiones, generalmente afecta mas a la
zona 3 del lobulillo. La forma mas distintiva es la fibrosis pericelular, la cual se
caracteriza por depoésito de colageno en los sinusoides, quedando los hepatocitos
aislados o agrupados, rodeados de fibrosis. Este depdsito de colageno ocurre
inicialmente en el espacio de Disse y se denomina esclerosis o colagenizacion
sinusoidal o también capilarizacion de los sinusoides. La fuente principal de este tejido
parecen ser las células hepaticas estrelladas o células de Ito, también denominadas
lipocitos perisinusoidales. La fibrosis pericelular compromete el intercambio metabdlico
entre los hepatocitos y la sangre y puede incrementar la resistencia sinusoidal y
contribuir por este mecanismo a la aparicion de hipertension portal. Existe una tercera
forma de fibrosis caracteristica de la esteatohepatitis que se denomina fibrosis
perivenular o fibroesclerosis. Es aquella que se extiende alrededor de 2/3 partes del
perimetro de la vena centrolobulillar, obliterando su luz, y contribuyendo con ello al
desarrollo de hipertension portal. En casos avanzados, la combinacién de fibrosis

perivenular y pericelular lleva a la aparicion de grandes areas de fibrosis que acaban
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sustituyendo a la zona 3 del lobulillo hepatico. Dicha lesién generalmente esta rodeada
de dafio hepatocitario e inflamacién lobular, dando la apariencia de lo que en el pasado
se denomind “necrosis hialina esclerosante” (372). Ademas, las venas hepaticas
terminales pueden mostrar un infiltrado linfocitario con mononucleares en su pared
venosa (flebitis linfocitica) e incluso lesiones veno-oclusivas que consisten en
proliferacion intimal con fibrosis de la pared venosa y estenosis de la luz vascular,
contribuyendo también a la aparicion de hipertension portal (373).

La fibrosis que puede aparecer en las regiones portales y periportales, en
contraste con la perivenular, es una lesidbn poco comun, al menos durante estadios
iniciales. En fases avanzadas de esteatohepatitis la fibrosis centrolobulillar se extiende
pericelularmente hasta las regiones portales y se forman puentes de fibrosis. Estos
septos 0 puentes de fibrosis finalmente alteran la arquitectura normal del higado y
generalmente contienen areas de células inflamatorias mononucleares y proliferacion
de ductos biliares y dafio hepatocitario en sus margenes. Su progresion lleva a la
formacion de nodulos que indican el desarrollo de una cirrosis. La cirrosis derivada de
una esteatohepatitis clasicamente es micronodular, aunque puede ser mista (macro-

micronodular) (372).

OTRAS CARACTERISTICAS

- Megamitocondrias

Se trata de inclusiones citoplasmaticas eosinofilicas, globulosas, que pueden
adoptar una forma esférica o eliptica. Las primeras suelen localizarse en la region
centrolobulillar y son mas frecuentes en la hepatopatia alcoholica; las elipticas suelen
situarse en los hepatocitos periportales y son mas inespecificas. Las megamitocondrias
0 mitocondrias gigantes representan cambios degenerativos adaptativos hepaticos y se
consideran una manifestacion del estrés oxidativo del hepatocito, aunque su significado

clinico no esta bien definido.
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- Ndcleos glucogenados

Se trata de una caracteristica inespecifica de la esteatohepatitis. Ocasionalmente
pueden ser un hallazgo normal en nifios. En la EHNA son mas frecuentes cuando existe

hiperinsulinemia o diabetes.

- Lipogranulomas

Son glébulos de grasa rodeados por macréfagos y otras células mononucleadas.
Suelen localizarse en la regién centrolobulillar y son consecuencia de la rotura de
hepatocitos distendidos por la grasa y la respuesta inflamatoria secundaria.

- Siderosis

En algunos casos aislados se puede detectar un depdsito leve de hierro en los
hepatocitos y células de Kupffer.

- Fosfolipidosis

Un hallazgo adicional en los casos de EHNA inducida por amiodarona o maleato de
perhexilina es la presencia de hepatocitos ricos en fosfolipidos con un citoplasma de

apariencia espumosa o granular (117).
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Figura 18. Citoplasma caracteristico de hepatocitos normales para su comparacion con
los cambios que se objetivan en la EHNA. (HE x200)
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Figura 19. Cambio claro citoplasmatico leve, esteatosis macro y microvacuolar (flechas),
nucleos hiperglicogenados periportales y afectacion inflamatoria leve en un espacio
porta. (HE x100)
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Figura 20. Aspecto claro de los citoplasmas hepatocitariosdebido a su
hiperglicogenizacion. Este aspecto hidropico resalta las membranas y confiere a estas
células un aspecto “vegetaloide” o en “mosaico”.Se observan también ndcleos
hiperglicogenados (flechas) (HE x200).
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Figura 21. Cambio claro hepatocitario asociado con infiltrado inflamatorio (angulo
inferior derecho) y con presencia de hialina alcohdlica de Mallory (flechas) (HE x300).
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Figura 12. Componente neutrofilico de la inflamacion lobulillar en un transfondo
caracteristico de ENA. (HE x100)
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Figura 23. Fibrosis interhepatocitaria (colagenizacion sinusoidal) en la zona 3
(Rappaport). Se objetiva una vena central (eferente (*). (Tricrémico de Masson x100).
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Figura 24. Fibrosis interhepatocitaria es muy marcada y se asocia con cambios
hidropicos de los hepatocitos englobados en ella. En estas células se reconoce también
la presencia de cuerpos de Mallory. El infiltrado incluye neutrofilos. (Tricrémico de
Masson x200).

Figura 25. Septo fibroso centro-portal completo (zona central: ZC; espacio porta: EP).
Se inicia regeneracion en forma de ndédulos (N) cuyos hepatocitos muestran

caracteristicas tipicas de ENA. (Tricromico de Masson x100).
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Figura 26. Cambio claro del citoplasma de un hepatocito que alberga una Mitocondria
gigante (flecha) (HE x400).

Figura 27. Aspecto en “mosaico” y macroesteatosis en un campo centrado por un
lipogranuloma (flechas). (HE x200)
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La mayoria de estudios han evaluado la severidad histolégica de la EHNA segun
un sistema de puntuacion numérica, que analiza semicuantitativamente y de forma

individual la intensidad de cada cambio morfolégico (3,16,30) (Tabla 14).

Tabla 14. Severidad de la EHNA segun la intensidad de las lesiones morfolégicas

ESTADIO PATRON/CARACTERISTICA GRADO

Esteatosis simple Macrovesicular 1(<33%)*
Microvesicular 2 (33-66%)
Mixta 3 (>66%)

Esteatohepatitis Inflamacién 0-3
Hepatocitos balonizados 0-3
Cuerpos de Mallory 0-3
Necrosis celular 0-3

Fibrosis Pericelular 0-3
Perivenular 0-3
Cirrosis

* porcentaje de hepatocitos con grasa

Con el fin de estandarizar el analisis de la severidad de la EHNA desde el punto
de vista morfologico, recientemente se ha propuesto un sistema similar al empleado
para la mayoria de las enfermedades crdnicas como las hepatitis crénicas virales o la
hepatitis autoinmune (374-377). Dicho método permite evaluar de forma global la
intensidad de la lesion segun el grado de actividad necroinflamatoria, definido por la
magnitud del dafio hepatocitario y del infiltrado inflamatorio,y el estadio, segun la
extension y distribucion de la fibrosis y las alteraciones arquitecturales (368,378,379).
Estos dos parametros aportan una valoracion global de la severidad del proceso y
ademas permiten comparar diferentes estudios y evaluar los efectos de distintos

tratamientos (Tabla 15).

94



Introduccion

Tabla 15. Sistema de puntuacion global de la esteatohepatitis (368)

GRADO ACTIVIDAD NECROINFLAMATORIA
0 Ninguna
1 Minima: dafio hepatocitario limitado e inflamacion escasa
2 Leve: dafio focal e inflamacion lobular leve
3 Moderada: dafio celular patente e inflamacion moderada
4 Severa: dafio celular prominente e inflamacion intensa
ESTADIO FIBROSIS
0 Ninguna: tejido conectivo normal
1 Minima: fibrosis pericelular en zona 3
2 Leve: fibrosis perivenular o pericelular en zonas 2-3 (septos

incompletos)
3 Moderada: fibrosis en septos completos

4 Cirrosis: septos completos rodeando nédulos de regeneracién

Un problema importante a la hora de diagnosticar la esteatohepatitis deriva de la
dificultad en establecer de manera universal los criterios minimos de diagnostico
morfologico. Si bien en algunos estudios la enfermedad se diagnostica por la presencia
de esteatosis e inflamacién lobulillar (3,32), parece conveniente exigir que se demuestre
la presencia de cambio hidropico hepatocitario (degeneracion balonizante) o de al
menos minima fibrosis interhepatocitaria pericentral si se pretende realizar el
diagnostico concluyente de esteatohepatitis, especialmente si nos basamos solo en la
morfologia (26,161). Sin embargo, el paciente sometido a una biopsia del higado por
presentar una alteracion crénica de la bioguimica hepatica con estudio etiologico
negativo puede mostrar histolégicamente una esteatosis con o sin inflamacién lobular, y
con o sin algun foco de necrosis hepatocitaria; los neutréfilos pueden ser escasos o
estar ausentes, y no observarse cuerpos de Mallory ni hepatocitos balonizados o
fibrosis pericelular. Estos casos, segun la mayoria de hepatdlogos, deberian incluirse

en el diagnostico clinico-patolégico de esteatohepatitis en estadio previo a la fibrosis y
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sin actividad inflamatoria histolégica, y clasificarse segun el método de evaluacién

propuesto en el grado 0 y estadio 0 (367,368).

2. Ausencia de alcoholismo

El diagnéstico de EHNA solo puede establecerse en pacientes que no consuman
cantidades significativas de alcohol. Aunque resulta dificil establecer la cantidad de
alcohol capaz de producir dafio hepatico, la mayoria de los autores consideran
consumo de riesgo la ingesta de 60 g/dia en los varones y de 40 g/dia en las mujeres,
aungue otros han sido mas estrictos y establecen el limite en 40 g/dia en los varones y
20 g/dia en las mujeres (161). A pesar de ello, no se puede descartar con seguridad
que alguna cantidad de alcohol pueda contribuir al desarrollo de enfermedad hepatica
en algunos individuos con EHNA que sean exageradamente sensibles a la

hepatotoxicidad inducida por el etanol (380).

Habitualmente el primer paso consiste en el interrogatorio repetido al enfermo,
haciéndole saber la importancia que para su salud tiene el conocimiento de este factor
etiologico (4). En cualquier caso, la negacion de la ingesta de alcohol debe ser
corroborada por los familiares que convivan con el paciente. Se han diseflado
cuestionarios especificos con el propdsito de detectar el alcoholismo, que consisten en
una serie de preguntas destinadas a obtener informacion sobre la cantidad y frecuencia
con que el paciente bebe alcohol y que segun las respuestas emitidas, reciben una
puntuacion (381). Entre ellos, los mas utilizados son el MAST (Michigan Alcoholism
Screening Test), el CAGE y el AUDIT (Alcohol Use Disorders Identification Test). Dichos
test, ademas de ser rapidos y baratos, han demostrado una alta sensibilidad (85-98%) y
especificidad (76-89%) al compararlos con los parametros bioquimicos de alcoholismo
(382). Sin embargo, en muchas ocasiones se debe ser escéptico ante el volumen de
alcohol que cuantifica el propio enfermo y tener en cuenta que la mayoria de veces éste
tiende a minimizar la cantidad que bebe, que muchos son bebedores sociales, y

también la elevada frecuencia de ingesta oculta de alcohol entre las mujeres (383).
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Conscientes de las limitaciones del interrogatorio al propio paciente, se han
buscado test mas objetivos capaces de identificar el consumo de alcohol,
particularmente en el contexto de la enfermedad hepatica (384). Se trata de una serie
de marcadores serologicos y hematoldgicos entre los que se incluyen la gamma-
glutamil-transpeptidasa (GGT), el volumen corpuscular medio de los hematies (VCM), la
aspartato-amino-transferasa (AST), la alanino-amino-transferasa (ALT) y el cociente
AST / ALT (385). Sin embargo, todos ellos carecen de la suficiente sensibilidad y
especificidad, por lo que recientemente se han propuesto otros dos test serolégicos, la
transferrina desialilada o deficiente en carbohidratos (CDT) y la isoenzima mitocondrial
de la AST (ASTm) (385-388) (Tabla 16).

TABLA 16. Utilidad de los marcadores bioquimicos en la diferenciacion de la

EHNA y la esteatohepatitis alcohdlica

Marcador Sensibilidad (%) Especificidad (%)
GGT 69 55
VCM 73 79
AST 69 66
ALT 58 50
CDT 81 98
ASTm/ASTt 92 50

GGT: gamma-glutamil-transpeptidasa; VCM: volumen corpuscular medio de los hematies; AST:
aspartato-amino-transferasa; ALT: alanino-amino-transferasa; CDT: transferrina deficiente en

carbohidratos; ASTm: aspartato-amino-transferasa mitocondrial; ASTt: aspartato-amino-transferasa total

La alcoholemia es una medida util solo cuando la sangre se extrae dentro de las
primeras 24 horas desde el consumo de alcohol (385).

La elevaciéon de la GGT sérica es quiza la anomalia bioquimica que se observa
con mayor frecuencia en los individuos bebedores ya que su sintesis es inducida por el
alcohol. Esta elevada en el 80-90% de bebedores cronicos, en los que generalmente se

detectan cifras de 2-5 veces el valor normal (388). Sin embargo, no es un marcador
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especifico del alcohol ya también esta elevada en sujetos que toman farmacos
inductores enzimaticos, en las colestasis y en otras enfermedades que cursan con
lesion hepatocelular (27,385,388).

La macrocitosis (VCM > 95-100 fl) es un hallazgo frecuente entre los alcoholicos
y refleja probablemente los efectos toxicos del alcohol sobre la médula ésea. Sin
embargo, solo se detecta un valor de VCM por encima de la normalidad en el 30% de
bebedores, y ademas también puede estar elevado en otras condiciones como
enfermedades tiroideas, deficiencia de folato y enfermedades hepéaticas de otras
etiologias (385).

El cociente AST/ALT se detecta elevado en el 80-90% de pacientes con
hepatopatia alcohdlica (388). Clain y Lefkowith, entre otros, mostraron que el cociente
AST/ALT >1 es sugestivo de hepatopatia alcohdlica y que si supera el valor de 2 es
diagnéstico de esta etiologia (389).

La utilidad de todos estos marcadores convencionales de alcoholismo ha sido
analizada por diversos autores y su finalidad ha sido discutida (25,27,30,31,34,388).
Moreno et al. (27) encontraron que un valor del VCM< 95 fl , de GGT< de 2.5 veces la
normalidad y una cociente AST/ALT< 1.2, fueron los parametros con mayor seguridad
diagnéstica para descartar una esteatohepatitis alcohodlica. Con respecto al cociente
AST/ALT, detectaron una sensibilidad alta (90%), pero una especificidad baja (55%),
tomando 1.2 como valor discriminativo entre ambos grupos (Tabla 17).

Tabla 17. Datos de laboratorio significativos al comparar pacientes con EHNA y
hepatopatia alcohdlica (27)

Marcador EHNA (%) EHA (%)
VCM>95 f 27 82
GGT>2.5 15 65
AST/ALT>1.2 10 55

EHNA (%): porcentaje de pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica; EHA (%):porcentaje de pacientes
con enfermedad hepética alcohdlica; GGT: gamma-glutamil-transpeptidasa; VCM: volumen corpuscular

medio de los hematies
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Spech et al. (25) hallaron también valores superiores de GGT en los alcohdlicos,
pero con superposiciones en los valores mas bajos, aunque solo encontraron utilidad
diagnéstica con tasas de GGT por encima de 500 UI/L. También detectaron valores de
VCM> 100 fl en el 60% de alcohdlicos vs. 0% de no bebedores y un cociente AST/ALT<
2 en el 100% de pacientes con EHNA vs. AST/ALT> 2 en el 90% de alcohdlicos.

Fletcher et al. (388) estudiaron también la eficiencia de estos marcadores en el
diagnéstico diferencial de la esteatohepatitis alcoholica/no alcoholica, pero ademas
incluyeron en su estudio a un grupo de pacientes con enfermedad hepatica no
alcoholica. Encontraron que el test bioquimico de menor sensibilidad y especificidad fue
la ALT, seguido de la GGT. EIl cociente AST/ALT fue > 1 en el 70% de alcohdlicos vs.
0% de pacientes con EHNA. Sin embargo, también fue > 1 en el 47% de individuos con
enfermedad hepatica no alcohdlica y > 2 en el 15% de individuos con hepatopatia
alcohdlica (Tabla 18).

Tabla 18. Utilidad de los marcadores convencionales bioquimicos de alcoholismo
en pacientes con EHNA, hepatopatia por alcohol y enfermedad hepatica no
alcohdlica (388)

Marcador EHNA (%) EHA (%) EH (%)
(n=19) (n=26) (n=21)
VCM>95 fl 16 73 38
GGT>50 UI/L 50 69 71
AST/ALT>1 0 70 47
AST>40 UI/L 37 69 37
ALT>35 UI/L 63 58 63

EHNA (%): porcentaje de n=19 pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica; EHA (%):porcentaje de n=21
pacientes con hepatopatia alcohdlica EH (%):porcentaje de n=26 pacientes con enfermedad hepética no
alcohdlica; VCM: volumen corpuscular medio de los hematies; GGT: gamma-glutamil-transpeptidasa;

AST: aspartato-amino-transferasa; ALT: alanino-amino-transferasa.
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Recientemente se han descrito dos nuevos marcadores bioquimicos de
alcoholismo, la AST mitocondrial (390,391) y la CDT (385-387).

La determinacién en suero de la isoenzima mitocondrial de la AST (ASTm) y del
cociente ASTm/AST (proporcion de ASTm con respecto a la AST total en suero), han
demostrado ser utiles en el diagnostico del alcoholismo. La ASTm constituye
aproximadamente el 80% de la actividad normal total de la AST en el higado y, como la
mayoria de las proteinas mitocondriales, su sintesis depende del ADN nuclear. Se
sintetiza en los ribosomas del citosol en forma de un precursor (pre-ASTm), el cual es
transportado a la matriz a través de las membranas interna y externa mitocondriales. La
administracion de desacopladores de la fosforilacidn oxidativa a cultivos celulares es
capaz de bloquear el transporte del pre-ASTm a la mitocondria (392). En cuanto a los
mecanismos por los que el abuso del alcohol es capaz de aumentar los niveles de
ASTm existen diferentes teorias: induccion de la sintesis de ASTm por el alcohol,
trastorno en el transporte transmembrana; aumento en la liberacion de ASTm desde la

mitocondria, etc.

Nalpas et al. (390,391) han comparado la actividad de la ASTm y el valor de la
relacion ASTm/ASTt en individuos alcohdlicos con o sin enfermedad hepatica y han
obtenido un valor medio considerablemente mayor de ASTm en alcohdlicos con o sin
enfermedad hepatica, mientras que los valores no eran diferentes entre individuos con
enfermedad hepatica no alcohdlica con respecto a los controles sanos. Ademas, la
relacion ASTm/ASTt resultd ser 4 veces mayor en los sujetos alcoholicos, con una
sensibilidad y especificidad mayores a la de la GGT. También se detectd una
disminucién en los niveles de ASTm tras un periodo de abstinencia. Otros autores han
encontrado también una elevada sensibilidad (90%) para este marcador pero una
especificidad baja (50%), indicando muchos falsos positivos. Fletcher et al. (388)
hallaron cocientes ASTm/ASTt similares al comparar el grupo de pacientes con EHNA
frente al de alcohdlicos. Este hecho apunta la posibilidad de que ambas enfermedades
compartan la misma patogénesis puesto que una alteracion mitocondrial justificaria el
aumento de dicho cociente en ambas enfermedades, de forma que la determinacion de

la ASTm probablemente no sirva para diferenciar ambas entidades.
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En la actualidad el marcador serolégico mas sensible y especifico de etilismo es
la transferrina deficiente en carbohidratos (CDT). La transferrina sérica es una
glicoproteina sintetizada por el higado cuya vida media es de 16 + 5 dias. Presenta dos
lugares de union al hierro y en cada uno de ellos 11 unidades de carbohidratos que se
afladen a la cadena polipeptidica por la accién de la glicosil-transferasa (385). El
alcohol altera la adicion de los hidratos de carbono a la transferrina, apareciendo
isoformas de transferrina deficientes en carbohidratos que, ademas, transportan el
hierro de forma poco eficiente (387). Se ha comprobado que la ingesta de > 50 g/dia de
etanol durante al menos una semana induce un aumento en los niveles de CDT séricos
en sujetos sin enfermedad hepatica y que su valor se normaliza en 2-3 semanas
durante la abstinencia. Sin embargo, aunque los valores de CDT son proporcionales a
la cantidad de alcohol ingerido, sus niveles tienden a ser menores en individuos
alcohodlicos con enfermedad hepatica cuando se comparan con aquellos sin
enfermedad, especialmente cuando ésta es mas severa (386). Algunos autores
expresan el valor de la CDT como porcentaje con respecto a la transferrina total en el
suero (Tt) y emplean dicho cociente (CDT/Tt) en el diagnéstico de la EHNA (385,388).
Fletcher et al. (388) encontraron que el valor medio de dicho cociente era
significativamente mayor entre los alcohdlicos al comparar con los controles, pacientes
con EHNA o con otras enfermedades hepéaticas de etiologia no alcohélica. Ninguno de
los sujetos control de este estudio presentaba un cociente >1.3%, por lo que éste fue el

valor que establecieron como limite superior normal (Figura 28).
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Figura 28. Utilidad de la CDT en el diagndstico de la EHNA (388)
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La IgA se encuentra elevada en aproximadamente un 30% de sujetos con
hepatopatia alcoholica y en el 60% de alcohdlicos con cirrosis. Spech et al. (25) han
sefialado la utilidad que podria tener el cociente IgG/IgA, puesto que el 92% de
pacientes con EHNA incluidos en su estudio presentaba un cociente >3.35, mientras
que en el 80% de los alcohdlicos era <3.35.

En conclusion, la mayoria de los marcadores convencionales de alcoholismo son
sensibles para detectar el consumo de alcohol pero carecen de especificidad, mientras
que el cociente ASTm/ASTt no ha demostrado su utilidad en el diagnéstico de la EHNA.
La determinacion de la CDT (o del cociente CDT/Tt) se presenta en el momento actual
como el marcador bioquimico de mayor utilidad en la deteccién del consumo de alcohol,
con una sensibilidad del 81% y especificidad del 98%. Sin embargo, a pesar de estos
datos, resulta prematuro concluir que este test deba ser requerido para establecer el
diagnéstico de EHNA (161).

3. Exclusién de otras causas de hepatopatia cronica
Las etiologias mas comunes que pueden justificar una hipertransaminasemia
cronica son el alcohol y la hepatitis viral. Otras causas incluyen las enfermedades

hepaticas autoinmunes, hereditarias o0 metabdlicas. Por ello, uno de los requisitos para
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establecer el diagnostico de EHNA consiste en excluir, ademas del alcohol, otras
enfermedades hepaticas que puedan justificar una elevacion cronica de las
transaminasas como son la hepatitis viral, hepatitis autoinmune, enfermedad de Wilson,
déficit de as-antitripsina, hemocromatosis, porfirias hepaticas, cirrosis biliar primaria,
colangitis esclerosante, enfermedad tiroidea, etc (393).

Aunque los marcadores serologicos autoinmunes son negativos en la mayoria de
estudios, algunos autores han detectado autoanticuerpos positivos (titulo >1/40-1/80) en
un elevado porcentaje de pacientes con EHNA (25-54%) (16,36,394). Sin embargo,
dicho hallazgo no se ha encontrado asociado a ninguna otra caracteristica clinica,
inmunologica o histolégica de enfermedad autoinmune, por lo que no se conoce la
interpretacion de este hallazgo. Con respecto a la exclusion del virus de la hepatitis C,
si bien en la mayoria de las series retrospectivas de EHNA no fue posible efectuar su
determinacion al no disponer de los test necesarios, actualmente la presencia de
marcadores negativos para el virus C se considera un requisito imprescindible en el
diagnéstico de EHNA, aunque aun no se conoce si este virus podria jugar alguan papel

en la patogenia de esta enfermedad (127,136,137).

VI. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Aunque el principal diagnostico diferencial debe establecerse con la
esteatohepatitis alcohdlica, existen otras condiciones que también comparten algunas
de las caracteristicas de la esteatohepatitis (Tabla 19).

Tabla 19. Diagndstico diferencial de la EHNA (368)

Esteatohepatitis alcohdlica

Cirrosis biliar primaria

Colangitis esclerosante primaria

Hepatitis cronica (especialmente por el virus C)
Enfermedad de Wilson

Toxicidad por Metrotexate
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La presencia de dafio hepatocitario, cuerpos de Mallory, y fibrosis puede darse
en condiciones que cursen con colestasis cronicas (cirrosis biliar primaria y colangitis
esclerosante) y en la enfermedad de Wilson. En estas enfermedades los cuerpos de
Mallory tienden a distribuirse en areas periportales mas que perivenulares y se puede
identificar el depdsito de cobre. Ademas, el dafio del ducto biliar y su pérdida, son
caracteristicas clave en el diagnostico de la cirrosis biliar y la colangitis esclerosante.
Aunque la hepatitis cronica, particularmente la hepatitis C, a veces simula una
esteatohepatitis, las alteraciones generalmente son portales y periportales mas que
perivenulares, el infiltrado neutrofilico generalmente es una caracteristica menor, y no
suelen verse claros cuerpos de Mallory (127,137). Ambas condiciones, sin embargo,
pueden coexistir sin saberse por el momento qué es lo primero o si se trata de un
hibrido (368).

La diferenciacion entre la EHNA y la esteatohepatitis alcohdlica es esencial en el
diagnéstico. Por ello, diferentes series han buscado alguna caracteristica clinica,
histologica o de laboratorio, que permita distinguir ambas entidades
(25,27,30,31,34,395):

Esteatohepatitis alcohodlica vs. EHNA

En lo que se refiere a la prevalencia, la esteatohepatitis alcohdlica es mucho mas
frecuente que la EHNA, con una relacion clasicamente aceptada de 1:12. La diferencia
de edad no es significativa (3,27) y segun series retrospectivas, favorece la sospecha
de EHNA el sexo femenino. Aunque no se ha demostrado ninguna caracteristica clinica
que permita diferenciar ambas entidades, la presencia de determinadas condiciones
como la obesidad, la diabetes tipo 2, o la hiperlipemia, entre otras, son mas frecuentes
en la EHNA y se aceptan como criterios orientativos de ésta, aunque de ningin modo
permiten establecer su diagndstico definitivo. El mismo sentido orientador, a favor de la
hepatopatia alcohdlica ofrece la aparicién de signos o sintomas de descompensacion
hidrépica o de estigmas cutdneomucosos de hepatopatia crénica. Clinicamente los

pacientes con EHNA suelen tener mejor estado general y presentan con poca
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frecuencia estigmas y sintomas o signos de descompensacion de su enfermedad
(Tabla 20).

Tabla 20. Caracteristicas clinicas diferenciales entre la EHNA y la enfermedad

hepatica alcohdlica (27)

EHNA EHA
EDAD (afios) 51+13 50 +11
SEXO FEMENINO 68% 17%
OBESIDAD 85% 27%
DIABETES 32% 5%
HIPERLIPEMIA 40% 37%
FARMACOS 65% 35%
SAT 23% 2%
ESTADO GENERAL 100% 65%
BUENO
SIGNOS DE 10% 37%

DESCOMPENSACION

EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica; EHA: enfermedad hepética alcohdlica; SAT: sindrome del aceite
toxico

No se han encontrado diferencias histolégicas marcadas entre ambas
enfermedades, aunque, en general, la intensidad de las lesiones es menor en la EHNA.
Tampoco se reconoce actualmente un marcador bioquimico cuya sensibilidad vy
especificidad permita diferenciarlas.

Tres estudios (30,34,395) han comparado las caracteristicas histolégicas de la
EHNA y la enfermedad hepatica alcohdlica y han encontrado una prevalencia mayor de
nacleos glucogenados (reflejando la presencia de diabetes) y mayor severidad de la
esteatosis en los casos de EHNA; la fibrosis periportal y pericelular y la proliferacion de
ductos biliares resultaron ser mas frecuentes en la hepatopatia alcohdlica. Itoh et al.
(30) no encontraron diferencias en la extension de la necrosis centrolobular, de la

fibrosis centrolobular, ni en la presencia de cuerpos de Mallory entre ambos grupos.
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Recientemente Pinto et al. (34) han comparado los hallazgos histolégicos entre
un grupo de pacientes con EHNA y otro con hepatopatia alcohdlica, pero diferenciando
dentro del segundo grupo a aquellos enfermos diagnosticados y tratados de forma
ambulatoria de los alcohdlicos con enfermedad hepéatica que requirieron ser
hospitalizados. Aunque la mayoria de los hallazgos resultaron similares, encontraron
qgue ciertas caracteristicas como la severidad del dafio hepatocelular, la frecuencia de
aparicion de cuerpos de Mallory, la intensidad del infiltrado inflamatorio y la fibrosis eran
menores en la EHNA y que la severidad y frecuencia de estas caracteristicas
histolégicas se incrementaban de manera muy significativa en el grupo de pacientes
con hepatopatia alcohdlica hospitalizados. Otros cambios histolégicos como la
esteatosis y los ndcleos glucogenados fueron prevalentes en obesos y diabéticos no
alcohdlicos. La fibrosis méas intensa y la cirrosis también aumentaba de forma
progresiva en los tres grupos de pacientes (8% en EHNA; 38% en hepatopatia
alcohodlica ambulatoria; 89% en hepatopatia alcohdlica hospitalizada), siendo la
distribucion y localizacion de dicha fibrosis similares.

Vargas et al. (395) hallaron que la presencia de ndcleos glucogenados era mas
frecuente en el grupo de EHNA, siendo un dato poco sensible (47%), pero muy
especifico (77%) para el diagndstico de esta enfermedad. Otras caracteristicas
morfolégicas como la colagenizacién sinusoidal, los infiltrados polimorfonucleares
portales y periportales, y la siderosis hepatocitaria y kipfferiana, se encontraron con
mayor frecuencia en la hepatopatia alcohodlica. La ausencia de siderosis fue el signo
mas sensible para el diagnostico de EHNA (80%) y la de polimorfonucleares y
colagenizacion sinusoidal, los méas especificos (100%). La combinaciéon de nucleos
glucogenados, ausencia de siderosis, de colagenizacion sinusoidal y de infiltrado
leucocitario resultaron diagnoésticos de EHNA en este estudio (valor predictivo positivo
del 100%). Sin embargo, la probabilidad de encontrar dicha combinacién resulté ser

muy baja.
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VII. EVOLUCION Y PRONOSTICO

Existe controversia sobre el pronédstico de la EHNA, fundamentalmente porque
contamos con pocos estudios que aporten informacién sobre la historia natural de esta
enfermedad. Ademas, la mayoria de ellos incluyen un numero pequefio de pacientes, el
tiempo medio de seguimiento es corto y la severidad de la lesion hepatica existente en
el momento del diagnostico es muy heterogénea (4,16,32,396). Sin embargo,
actualmente parece un hecho probado que, al menos algunos pacientes con EHNA
pueden presentar una enfermedad hepatica progresiva. Existen algunos datos que
apoyan la progresion de la EHNA como son: 1.El hallazgo de fibrosis en el 15-50% y de
cirrosis establecida en el 7-16% de pacientes con EHNA en el momento del diagndstico
(1,4,16,31,32); 2.La presencia de lesiones histolégicas de EHNA menos severas en los
enfermos mas jovenes (396,167); 3.La existencia de estudios que documentan casos
de cirrosis criptogenética como etapa final de la EHNA, basandose fundamentalmente
en la prevalencia mayor de los principales factores de riesgo para la EHNA, como la
obesidad y la diabetes tipo 2, entre los pacientes con cirrosis de causa desconocida, al
compararlos con los casos de cirrosis de otras etiologias y también con la poblacion
general (342,343); 4.El hallazgo de que la cirrosis esteatohepatitica constituye el 1.6-
2.2% de las causas de trasplante hepatico y, ademas, se ha demostrado la recurrencia
de la lesion y su progresion desde esteatosis a EHNA vy fibrosis en el tejido hepatico
trasplantado (3,80,397,398).

Aunque algunos estudios revelan que la esteatosis hepatica pura, sin
inflamacion, es una enfermedad benigna que raramente evoluciona a cirrosis (36), en el
momento actual se cree que no es una entidad tan benigna como se venia
considerando (162).

Hasta la actualidad se han publicado cuatro series en las que se ha efectuado un
seguimiento histolégico de los pacientes con EHNA mediante biopsias hepaticas
sucesivas (4,16,32,396) (Tabla 21).
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Tabla 21. Estudios publicados sobre la evolucién de la lesion hepatica en la EHNA

Autor/ano N° casos Seguimiento Progresion fibrosis Cirrosis
Afos (media) N° casos N° casos
Lee (1989) 12 3.5(0.9-4) 5 (42%) 2 (17%)
Powell (1990) 13* 5.0 (1.0-9.0) 5 (42%) 1 (8%)
Moreno (1990) 10 4.9 (2.0-7.3) 6 (60%) 4 (40%)
Bacon (1994) 2 5.5 (4-7) 1 (50%) 1 (50%)

*Un paciente fue excluido por presentar una cirrosis en la biopsia inicial y ademas, desarrolld6 un

hepatocarcinoma tras 6 afios de seguimiento

Combinando estos resultados se observa que de un total de 36 pacientes, hubo
progresion histologica en 25 (69%) durante un periodo de seguimiento de 1 a 7 afos,
mientras que 10 pacientes (28%) permanecieron sin cambios, y en 1 caso (3%) se
observé mejoria. Globalmente, es posible decir que el 8-60% de pacientes con EHNA
tienen progresion histologica a fibrosis o cirrosis durante un tiempo medio de
seguimiento de 1-9 afios.

Se ha propuesto que la mera presencia de grasa es el primer dafio de una
secuencia morbosa progresiva, aungque se requiere probablemente la superposicion de
otros insultos para que ésta evolucione a lesiones de esteatohepatitis y a cirrosis
(70,158,161,166).

La progresion de la EHNA es muy variable y no se sabe qué factores pueden
intervenir en que pueda evolucionar hasta una fase de cirrosis (161). Tampoco se ha
establecido la frecuencia con la que suele producirse esta progresion, ni el tiempo
requerido para ello. Es mas, recientemente se han descrito cinco casos de EHNA
silente con progresion subclinica a cirrosis y debut de la enfermedad como fallo
hepatico subagudo con deterioro rapido de la funcion hepatocelular y evolucién fatal en
un grupo de pacientes obesas de edad mediana (399). Diferentes autores han buscado
algun parametro clinico, de laboratorio o histologico que pueda ser identificado como
factor de mal prondstico por asociarse a mayor riesgo de que la EHNA evolucione
desde esteatosis hasta fibrosis o cirrosis (39,46,70,164,165,357).
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Se ha propuesto que la obesidad y la diabetes tipo 2, ademas de ser factores de
riesgo para la EHNA, podrian serlo para el desarrollo de fibrosis y cirrosis
(21,46,164,165). Series de autopsia han demostrado que la obesidad es la Unica causa
identificable de enfermedad hepética en el 12% de pacientes con cirrosis y que la
cirrosis es 6 veces mas prevalente entre los obesos con respecto a la poblacion general
(39,70,357). Silverman et al. (46) hallaron que la asociacion de obesidad y diabetes tipo
2 era mas frecuente en aquellos paciente de EHNA con progresion a cirrosis. Angulo et
al. (165) encontraron mayor riesgo de progresion a cirrosis en aquellos individuos con
EHNA de mayor edad, obesos y diabéticos, y propusieron que la presencia de obesidad
y diabetes tipo 2 podria ayudar a identificar a aquellos sujetos con EHNA que
probablemente tuvieran fibrosis hepatica severa. Estos mismos autores han especulado
que a mayor indice de masa corporal (IMC) habria mayor grado de esteatosis hepatica
y de peroxidacion lipidica, con el consiguiente estimulo de las células estrelladas
hepaticas y mayor sintesis de colageno, explicando asi la evolucion a fibrosis y cirrosis.
Ratziu et al. (165) propusieron un indice clinico-biol6gico que combinaba la edad, el
IMC y los triglicéridos séricos para seleccionar a aquellos pacientes que podrian
beneficiarse de una biopsia hepatica ya que hallaron que cada uno de estos factores se
asociaba de manera independiente a la presencia de fibrosis septal.

No se ha podido establecer el papel del virus de la hepatitis C (VHC) como factor
de riesgo en la progresion de la EHNA, ya que pocas series han podido descartar dicha
infeccidn, al no disponer en el momento de estudiar a los enfermos de las técnicas que
permiten excluirla (16,34,38,136,137). Series recientes han encontrado una tasa de
progresion de la EHNA bastante menor que en aguellas en las que no se pudo excluir el
VHC (8% vs. 30-38%, respectivamente) (22). De todas formas, la EHNA y el VHC no
tienen por qué excluirse mutuamente y su presencia combinada puede contribuir a un
curso mas agresivo, de forma similar a lo que sucede con la enfermedad hepatica
alcohdlicay el VHC (162).

Recientemente George et al. (37) han sugerido que la siderosis hepética y una
copia del gen de la hemocromatosis primaria se asocian a mayor severidad de fibrosis,
aungue por el momento el significado exacto de este hallazgo en relacion con la

progresion de la enfermedad no se conoce.
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Con respecto a los parametros de laboratorio, la mayoria de autores no
encuentran correlacion entre las cifras de las aminotransferasas y la actividad
histolégica, aunque aquellos sin fibrosis suelen tener valores mayores (400,401).
Angulo et al. (164) detectaron que valores del cociente AST/ALT >1 se asociaban con
mayor riesgo de progresion. Pifiol et al. (167) hallaron valores de ALT y de GGT
mayores en aquellos pacientes con mayor lesién histologica.

Aunque parece que la infiltracion grasa del higado es un requisito para la
aparicion de necroinflamacién y de fibrosis (118,159), no se ha identificado ningan
hallazgo morfologico que oriente al pronostico de la EHNA. El riesgo de progresion
parece proporcional a la severidad de la histologia en la biopsia hepética diagndstica vy,
presumiblemente, a menor fibrosis y lesiones de esteatohepatitis menor riesgo
(162,379,402). Matteoni et al. (162) observaron un curso mas agresivo en aquellos
casos de EHNA con esteatonecrosis e hialina de Mallory. Otros autores (21,165) han
encontrado que la actividad necroinflamatoria se asocia a mayor fibrosis septal y es
posible que como en el caso del alcohol, la presencia de fibrosis perivenular constituya
un patrén de lesion histolégica predictor de la evolucién a cirrosis (402,403). Sin
embargo, a pesar de todo ello, el prondstico de la EHNA es mejor que el de la
esteatohepatitis alcohdlica. La tasa de supervivencia a los 5-10 afios es del 67% y 59%
en el caso de la EHNA, similar a la de la poblacién general, y mejor que la de la
esteatohepatitis alcohdlica (38% y 15%) (404,405).

En resumen, aunque los pacientes con EHNA tienen un curso indolente, casi la
mitad desarrollan fibrosis progresiva y 1/6 cirrosis (26). No se ha identificado ninguna
caracteristica clinica, de laboratorio o histolégica que permita distinguir a aquellos
pacientes con enfermedad progresiva. Resolver este problema requiere estudios
epidemiolégicos amplios que sigan a pacientes con EHNA durante varias décadas
(longitudinales y prospectivos), y ademas comprender mejor los mecanismos implicados

en la patogenia de la EHNA.
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VIIl. TRATAMIENTO

No existe ninguna medida terapéutica que en la actualidad haya probado de
manera cientifica su eficacia en la mejoria de las lesiones de EHNA, ni tampoco en
evitar la progresion de la enfermedad. El tratamiento deberia establecerse segun la fase
en que se encuentre la enfermedad. Sin embargo, el desconocimiento de la patogenia e
historia natural de la EHNA limitan el desarrollo de terapias especificas (161).

La mayoria de medidas recomendadas consisten en modificar los factores de
riesgo que han sido asociados a la EHNA. Asi, la reduccion del peso, el control de la
hiperglucemia e hiperlipemia, y evitar o discontinuar el uso de drogas potencialmente
toxicas son las claves del tratamiento en este momento (161,406).
Desafortunadamente, parece que estas medidas no son utiles en todos los pacientes.
Ademas, queda por establecer qué actitud terapéutica debemos adoptar en los casos
cada vez mas frecuentes de EHNA en los que no se identifica ninguna de las

condiciones de riesgo tradicionalmente aceptadas en la literatura (98).

En la esteatosis hepética simple la mayoria de autores no recomiendan otra
medida que la reduccion gradual de peso si existe obesidad. Aunque pocos estudios
han evaluado los cambios morfologicos hepaticos antes y tras seguir una dieta
hipocalérica, parece que el control del peso se traduce en una mejoria de la bioquimica
hepética y de la esteatosis, aunque no se ha demostrado un efecto beneficioso en la
inflamacion ni en la fibrosis (92,407-411). Andersen et al. (92) observaron en su estudio
prospectivo de 40 pacientes obesos con EHNA que la pérdida de peso se asocio a una
mejoria bioquimica significativa y también de la infiltracibn grasa del higado; sin
embargo, un 24% de pacientes desarrollaron inflamacion portal leve y el 12% fibrosis,
correspondiendo a aquellos enfermos con pérdida de peso mas pronunciada y mas
rapida. No esta determinada la cuantificacion exacta del grado de pérdida de peso que
se requiere para normalizar el perfil hepéatico, aunque deben evitarse las reducciones
rapidas ya que se movilizan grandes cantidades de acidos grasos, lo que empeoraria
mas la esteatosis hepatica, favoreciendo su progresién a inflamacién y fibrosis. Se

considera un ritmo adecuado el perder 3-4 Kg al mes (92,411). La composicion de la
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dieta ideal no se conoce, aunque no se recomiendan aquellas que alteren de forma
importante la proporcion de nutrientes. Lo ideal parece ser aquella dieta que contenga
al menos minimas cantidades de proteinas, acidos grasos esenciales, vitaminas y

minerales y sea pobre en grasas saturadas (412,413).

Es importante considerar que los efectos de la pérdida de peso sobre la lesion
hepatica son dificiles de evaluar, ya que son pocos los obesos que consiguen mantener
la reduccion del peso a largo plazo. En este sentido, se ha comprobado que el asociar
la practica de ejercicio fisico regular a una dieta hipocaldrica consigue efectos
beneficiosos adicionales, al controlar la obesidad y mejorar la glucemia y la hiperlipemia
de manera simultanea. El ejercicio no sélo aumenta el gasto calérico sino que también
promueve el cumplimiento de la dieta; suele aumentar ademas el deseo de comidas

ricas en carbohidratos y reduce el de aquellas ricas en grasas (407,412-414).

Los cambios conductuales constituyen un importante ingrediente del tratamiento
de la obesidad. Ello incluye registrar diariamente la ingestion de alimentos, los consejos
sobre la frecuencia de las comidas, el ritmo con el que se come, la eliminacion del
aperitivo, y la separacion de la comida respecto de otras actividades, ademas de la
modificacion de los habitos de ejercicio (415).

Numerosos estimulos neuronales (simpatico y parasimpatico) y hormonales
(insulina, colecistocinina, glucocorticoides, leptina) intervienen en la regulacion del peso
corporal al modular la liberacién de péptidos que afectan al apetito. Existen drogas de
accion simpaticomimética (fentermina) o agonistas serotoninérgicos (fenfluramina;
fluoxetina) que son capaces de inducir la pérdida de peso al disminuir el apetito o bien
aumentar el gasto energético. Puede considerarse la posibilidad de prescribir
tratamiento farmacoldgico ante IMC superiores a 30 Kg/m? en el caso de que fallen la
dieta, el ejercicio y los cambios conductuales, asi como ante IMC superiores a 25 Kg/m?
si persiste la comorbilidad pese a otros tratamientos de la obesidad (46). Sin embargo,
no deberian administrarse nunca solos, como Unica medida terapéutica y requieren
supervision médica por sus efectos secundarios y por la recuperacion rapida del peso
perdido que suele producirse al abandonar el tratamiento (412,416).

En los ultimos afios se ha implicado a la leptina en la patogénesis de la obesidad.

Se trata de una proteina sintetizada por el tejido adiposo, que regula el peso corporal y
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cuya deficiencia se asocia a la obesidad (412,417). Su administracion sistémica o
intracerebroventricular a animales de experimentacion suprime el apetito y aumenta el
gasto energético, resultando en una disminucién de la grasa corporal y mejoria en la
regulacion de la glucosa por la insulina. Se ha especulado que probablemente ejerza su
accion al disminuir el ARNm del neuropéptido Y o bien bloqueando directamente la
accion de éste como estimulante del apetito (418). Estudios experimentales han
demostrado que la administracién de leptina produce una inhibicibn del apetito y
consigue disminuir de manera significativa el peso corporal asi como la infiltracion grasa
del higado en ratones obesos con deficiencia de leptina (419). Sin embargo, aunque la
leptina tiene efectos anti-obesidad en animales, su papel en la patogenia y tratamiento
de la obesidad en humanos permanece sin aclarar. La concentracion plasmatica de
leptina se encuentra elevada en seres humanos obesos en proporcion directa a la masa
grasa corporal y, sin embargo, presentan resistencia a la accion de la insulina. Se ha
propuesto que probablemente en la obesidad humana exista una mutacién que afecte a
la habilidad del receptor de la leptina para ejercer su accion, lo que induciria a una
mayor produccion de leptina y a encontrar una concentracién plasmatica de leptina en
los obesos mayor a la esperada segun su masa corporal; sin embargo, ésto no es asi
(420,421).

La cirugia para perder peso sélo se recomienda en la obesidad severa
(IMC>40Kg/m?) o menos severa (IMC=35-40Kg/m?) cuando coexisten otras
condiciones. En la actualidad la reduccion gastrica (gastroplastia) es el proceder
utilizado con mayor frecuencia, aunque teniendo en cuenta que se han descrito casos

de empeoramiento de la lesion grasa del higado tras la intervencion (422,423).

La diabetes mellitus tipo 2 es la segunda condicién asociada a la EHNA en
orden de frecuencia. Muchos pacientes diabéticos son obesos y multiples estudios han
demostrado la mejoria en la tolerancia a la glucosa tras la pérdida de peso, aunque los
mecanismos no estan bien establecidos (424). Considerando que la hiperinsulinemia e
insulinorresistencia pueden intervenir en la patogenia de la EHNA, se han buscado
nuevos farmacos que mejoren el control de la glucemia pero sin estimular la secrecion

de insulina. La troglitazona es un nuevo antidiabético oral, que ha demostrado corregir

113



Introduccion

la hiperglucemia, el hiperinsulinismo y la hipertrigliceridemia en animales con obesidad.
Se trata de un derivado de la tiazolidinediona cuyo principal mecanismo de accién es el
de aumentar la sensibilidad periférica a la accién de la insulina y disminuir asi la
insulinorresistencia, aunque sin estimular la secrecion pancreatica de insulina y sin
causar hipoglucemia, incluso en pacientes euglucémicos (301,425). Se han
desarrollado diferentes ensayos clinicos en Estados Unidos, Europa y Jap6n cuyos
resultados demuestran que la troglitazona disminuye significativamente la
concentracion de glucosa plasmética al aumentar la captacion periférica de ésta
mediada por insulina. Ademas, interviene en el metabolismo lipidico, ya que su principal
lugar de accion es el tejido adiposo, de forma que es capaz de disminuir la
concentracion plasmatica de triglicéridos y de acidos grasos libres (418). Resultados
preliminares en un pequefio numero de pacientes han demostrado que esta droga
puede ser beneficiosa en el tratamiento de la EHNA (304). Desafortunadamente, se ha
descrito disfuncion hepética, generalmente reversible, en el 1.9% de los pacientes
tratados, lo que ha provocado su retirada del mercado farmacéutico (305,426). La
rosiglitazona es otra tiazolideniona que, segun estudios pilotos recientes, parece
disminuir el contenido hepatico de grasa, aunque se precisan mas estudios que

confirmen su efectividad y ausencia de efectos secundarios (303, 306).

También el control del peso parece ser el pilar basico en el control de la
hiperlipemia asociada a la EHNA. El uso de hipolipemiantes, como el clofibrato, no ha
demostrado mejoria bioquimica ni histolégica en estos pacientes (33). Sin embargo,
algunos estudios parecen mostrar mejoria analitica y de la esteatosis hepatica con el
uso de gemfibrocilo y bezafibrato, aunque con independencia de la cifra de triglicéridos
(427-429). El gemfibrozil es un hipolipemiante derivado del &cido fibrico que, ademas
de disminuir la cifra de triglicéridos en suero, es capaz de aumentar los niveles de HDL-
colesterol. Aunque no se conocen bien los mecanismos por los que actia, parece que
afecta tanto a la produccion como al aclaramiento de las moléculas de VLDL-
triglicéridos, de forma que disminuye su sintesis e incrementa su aclaramiento
plasmatico al estimular la actividad de la lipoprotein lipasa (430). Ademas, parece que

el gemfibrocilo inhibe la movilizacion de los acidos grasos libres desde el tejido adiposo
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(427,431). Basaranoglu et al. (428) trataron con gemfibrozilo a 46 pacientes con EHNA
a dosis de 600 mg/dia v.o., de forma prospectiva, y durante 4 semanas. Observaron
una disminucion en los niveles séricos de ALT en el 74% de pacientes con EHNA vs.
30% en el grupo control y también una mejoria significativa en las cifras de AST y GGT
en el grupo tratado. No hallaron diferencias significativas en los niveles plasmaticos de
triglicéridos, lo que sugiere que este farmaco podria ser beneficioso en casos de EHNA
sin hipertrigliceridemia como condicion de riesgo asociada, aunque se requieren mas

estudios que confirmen estos datos.

La esteatosis / EHNA asociada a la nutricion parenteral total parece justificarse
por la administracion de soluciones ricas en hidratos de carbono con el estimulo
subsiguiente de la secrecion de insulina y de sintesis de acidos grasos e inhibicién de
su oxidacion. Existen multiples estudios experimentales que investigan si la deficiencia
de diversas sustancias en la solucion de la nutricion parenteral pudiese justificar la
paricion de las lesiones de la EHNA. La administracion de soluciones de nutricion
enriquecidas con lecitina, precursor de la colina, de L-glutamina, y de lipidos, ha
demostrado mejorar la esteatosis hepética e incluso prevenirla, probablemente al alterar
el cociente insulina/glucagon (86,155,268,432,433). Sin embargo, los suplementos de
carnitina administrados a animales de experimentacion y a humanos no han
demostrado cambios en la esteatosis ni en las lesiones de EHNA de modo concluyente
(434). Actualmente la recomendacion es utilizar soluciones ricas en lipidos, ya que se

ha comprobado que previenen la esteatosis (85).

En cuanto a los farmacos implicados en la aparicion de la EHNA, parece logico
evitar su administracion y retirarlos si se sospecha hepatotoxicidad. No se ha
establecido el tiempo ni la dosis capaz de producir esteatosis / EHNA. Se recomienda
monitorizar la bioquimica hepéatica y efectuar ecografia o TAC abdominal durante el
tratamiento. Algunos autores han empleado un activador de la proliferacion
peroxisomal, el bezafibrato, en la prevencién de la hepatotoxicidad inducida por el
tamoxifeno, empleado en pacientes con cancer de mama (121,123,429,435-437). Su

mecanismo de accion en la EHNA se basa en activar la proliferacion peroxisomal y
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compensar asi la inhibicion de la B-oxidacion de los &acidos grasos inducida por
determinados farmacos. Saibara et al. (429) han propuesto recientemente que la
administracion de bezafibrato, a dosis de 400 mg/dia, a pacientes con EHNA inducida
por tamoxifeno, podria mejorar la esteatosis hepatica y prevenir su progresion a fibrosis

y Cirrosis.

En las situaciones de EHNA tras exposicion ambiental a determinadas
sustancias o toxicos industriales, se ha observado la vuelta a la normalidad tras

retirar a los sujetos de dicho ambiente (96).

En los casos de EHNA asociada a sobrecrecimiento bacteriano (cirugia de la
obesidad, diverticulos de intestino delgado, reseccion intestinal masiva), el
tratamiento antibidtico es capaz de prevenir o revertir la esteatosis, aunque sin
demostrar mejoria en la inflamacion y fibrosis (91). Drenik et al. (91) emplearon el
metronidazol, farmaco que suprime a los organismos intestinales anaerobios, a dosis de
750-2000 mg/d durante periodos de 3 meses alternando con otros sin tratamiento y
observaron normalizacion en la morfologia hepética en 8 de los 12 obesos intervenidos
con bypass yeyunoileal, mientras que 12 de los 17 obesos intervenidos y no tratados
empeoraron. Ademas, en los casos de cirugia de la obesidad (gastroplastia, derivacion
biliopancreatica), se recomiendan dietas pobres en hidratos de carbono y grasas para
disminuir asi el estimulo postprandial de liberacion de insulina (84). En algunos
pacientes con cirugia intestinal derivativa (bypass yeyunoileal o yeyunocolico) la EHNA
es severa y progresiva, siendo necesario efectuar la reconstruccion del transito
intestinal, eliminando el asa desfuncionalizada. Styblo et al. (79) observaron una
mejoria en los parametros histolégicos hepaticos, sobre todo en la esteatosis e
inflamacion, en el 76% de pacientes sometidos a reconstruccién intestinal. Sin
embargo, en algunos casos la lesion permanece e incluso progresa a pesar de la

cirugia.

Al igual que sucede en la hepatitis alcohdlica con la supresion del alcohol, en la

EHNA, a pesar de controlar adecuadamente su causa, no Se consigue evitar la
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progresion en todos los casos. Por ello se han buscado farmacos que puedan detener
la progresion de la EHNA, independientemente de cuél sea su causa. Se han evaluado
algunos de estos tratamientos especificos que podrian actuar sobre mecanismos
patogénicos de la EHNA, pero los resultados son muy preliminares.

El acido ursodeoxicélico (UDCA) a dosis de 13-15 mg/Kg/dia durante 12 meses,
provoca mejoria analitica y de la esteatosis hepatica, pero no del resto de lesiones
morfolégicas de la EHNA (33,438). Se trata de un farmaco utilizado con seguridad en
otras enfermedades de etiologia desconocida. Este medicamento posee multiples
mecanismos potenciales de accidon como son el desplazamiento de sales biliares
hidrofobas téxicas desde el pool de sales biliares, accion inmunomoduladora y efectos
citoprotectores que previenen la lesion de la membrana hepatocelular (439). Sin
embargo, queda por establecer cuanto tiempo debe emplearse el UDCA ya que se han
descrito casos de recidiva de las alteraciones hepaticas al retirarlo (438,440).

Teniendo en cuenta las teorias patogénicas actuales que implican a las
endotoxinas bacterianas, determinadas citoquinas (TNF-a), y la formacion de radicales
libres de oxigeno, es posible que en un futuro préximo puedan desarrollarse terapias
especificas para evitar la aparicion de inflamacién y fibrosis, caracteristicas de la EHNA.
Sustancias antioxidantes como el a-tocoferol, del que existe un estudio piloto con
resultados favorables (441), y el S-adenosil-L-metionina (442,443); los anticuerpos anti-
TNF (288,331,444), y el uso de antibiéticos (332,445,446), son medidas que en un
futuro pueden demostrar su utilidad.

El manejo terapéutico de las descompensaciones de la cirrosis hepatica
esteatohepatitica es similar al de la cirrosis de otra etiologia, incluyendo el trasplante
hepatico. Este tiene las mismas indicaciones que para el resto de causas de cirrosis, y
en algun caso se ha descrito la recurrencia de la enfermedad al persistir el factor
etiolégico (397,447).

Por ultimo, no se debe olvidar que estos pacientes parecen ser especialmente
sensibles a pequefias cantidades de etanol, probablemente como consecuencia de un
polimorfismo genético en el citocromo CYP2E1l o en el TNF-a, por lo que se debe

prestar especial atencion a la abstinencia alcoholica (347,354,355).
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HIPOTESIS

Teniendo en cuenta los conocimientos actuales sobre el metabolismo
hepatico de los acidos grasos libres y sobre la patogenia de la EHNA que hemos
expuesto en la actualizacion de este tema, nuestra hipotesis de trabajo fue que para
el desarrollo de la EHNA seria necesario la participacion de uno o varios de los
siguientes mecanismos:

1) Alteracién del transporte de los acidos grasos libres al interior de la mitocondria
por la carnitina y la carnitin-palmitoil-transferasa, para iniciar la B-oxidacién
hepética de los mismos;

2) Disfuncion de la cadena respiratoria mitocondrial;

3) Sobrecrecimiento bacteriano intestinal y aumento en la produccion de TNFq;

4) Alteracion del metabolismo del hierro;

5) Hiperinsulinemia;

6) Predisposicion genética.
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OBJETIVOS

Los objetivos principales de este trabajo estuvieron dirigidos a estudiar cada
uno de los mecanismos de lesion hepatica mencionados en la hipoétesis. Asi, los

objetivos concretos fueron los siguientes:

MAYORES

1°) Definir las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, analiticas e histologicas de
una serie prospectiva y amplia de pacientes con EHNA

2°) Conocer los mecanismos fisiopatologicos implicados en el desarrollo de la EHNA

MENORES

1. Conocer si el transporte de los acidos grasos al interior de las mitocondrias esta

alterado en el higado de los pacientes con EHNA

2. Determinar si en la EHNA existe una deficiencia en la actividad de los complejos

de la cadena respiratoria mitocondrial de las células hepaticas

3. Estudiar el metabolismo de la glucosa y de la insulina en los enfermos con EHNA

no asociada a diabetes mellitus

4. Determinar la frecuencia del sobrecrecimiento bacteriano intestinal en pacientes
con EHNA y si su presencia se relaciona con los factores de riesgo conocidos
para esta enfermedad
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5. Conocer si el TNFa plasmatico esta aumentado en los pacientes con EHNA y
establecer si sus tasas se correlacionan con la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial, hiperinsulinemia, insulinorresistencia, o con la presencia de

sobrecrecimiento bacteriano intestinal

6. Conocer la frecuencia de las alteraciones del metabolismo del hierro y de las

mutaciones del gen de la hemocromatosis hereditaria en los pacientes con EHNA

7. Investigar si existe alguna asociacion entre la EHNA y alguno de los alelos del

Complejo Mayor de Histocompatibilidad HLA
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El presente estudio de investigacibn se ha realizado en pacientes
diagnosticados de EHNA pertenecientes al Area 11 de Salud del Hospital 12 de
Octubre (780.000 habitantes). Los enfermos fueron atendidos en la consulta externa
del Servicio de Aparato Digestivo donde un clinico establecidé el diagnéstico de
sospecha de EHNA antes de efectuar una biopsia hepatica diagndstica, basandose
en una serie de estudios que posteriormente se expondran. Dicha presuncion
permitié dividir en dos fracciones el cilindro hepatico obtenido con la biopsia. Una
fraccion fue procesada de la forma habitual para obtener el diagnéstico morfolégico y
la otra fue preservada a la espera de conocer el diagnostico definitivo. Este proceder
permitié disponer de tejido hepatico de pacientes con EHNA y poder realizar en él

las determinaciones especificas que mas adelante seran analizadas.

El estudio se ha llevado a cabo en una serie de sujetos diagnosticados de
EHNA de forma prospectiva, en los que se han analizado una serie de variables con
el fin de conocer, por un lado, el perfil caracteristico de la enfermedad, y, por otro,
datos acerca de la patogenia de la EHNA. Para este segundo apartado se disefié un

estudio del tipo de casos y controles, como mas adelante se detallara.

¢ SUJETOS DE ESTUDIO Y PROTOCOLOS

Se han estudiado dos tipos de sujetos: un grupo de pacientes con EHNA y

dos grupos de sujetos sanos que constituyen los grupos control.

l. PACIENTES

1. SELECCION

Este estudio ha sido realizado en 85 pacientes diagnosticados de forma
prospectiva y consecutiva de EHNA en el Servicio de Medicina del Aparato Digestivo
del Hospital 12 de Octubre desde noviembre de 1996 hasta diciembre de 1999.
Todos ellos pertenecian a un grupo amplio de enfermos con hipertransaminasemia
cronica (> 6 meses) y remitidos a nuestra consulta externa para estudio. En todos

ellos se practicé una anamnesis (edad; ingesta de etanol en gramos/semana; peso y

123



Material y métodos

talla; antecedentes de enfermedades médicas y/o quirdrgicas; transfusiones;
tratamiento farmacol6gico), exploracion fisica, y determinaciones analiticas. Entre las
determinaciones de laboratorio, se valoraron los pardmetros habituales de funcion
hepatica y los estudios etioldgicos de hipertransaminasemia cronica: virus B, virus C,
metabolismo del hierro, ceruloplasmina, al-antitripsina, autoanticuerpos, cupruria,
porfirinas urinarias.

Se sospechd el diagnoéstico de EHNA, previamente a la realizacion de la
biopsia hepatica, en aquellos individuos no bebedores de alcohol en quienes el
estudio etiolégico de enfermedad hepatica cronica resultd negativo, y especialmente
en los casos con alguno de los factores de riesgo reconocidos para la EHNA
(obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hiperlipemia) y/o diagndstico ecografico de
infiltracion grasa del higado.

Se practico una biopsia hepatica percutanea diagndstica en todos los casos y
se fracciono el cilindro obtenido en aquellos pacientes con sospecha de EHNA en
los que el tamarfio de la muestra lo permitia. Antes de efectuar la biopsia se obtuvo el

consentimiento informado firmado.

2. DIAGNOSTICO

En 85 pacientes se establecio el diagndstico definitivo de EHNA. Para ello, se

exigié el cumplimiento de tres criterios:

A- Clinico: ausencia de exposicion al alcohol. Este dato se confirm6 mediante un
nuevo interrogatorio al paciente y familiares mas cercanos y la determinacion de los

marcadores bioquimicos de alcoholismo.
El interrogatorio consistio en un cuestionario corto (“five-short questionnaire”)

gue combina preguntas de los tests mas comunmente utilizados para la deteccion
del abuso del alcohol, como son el AUDIT y el CAGE (381):
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1 ¢ Con qué frecuencia bebe alcohol?
Nunca (0) Cada mes o menos (0,5) 2-4 veces/mes (1)
2-3 veces/semana (1,5) 4 0 mas/semana (2)

2 ¢ Cuantas copas bebe un dia normal, cuando bebe?

1-2 (0) 3-4 (0,5) 5-6 (1) 7-9 (1,5) 10 o mas (2)
3 ¢Le ha molestado alguna vez que la gente critique su forma de beber? Si (1) No (0)
4 ¢ Se ha sentido alguna vez mal, o culpable, por su habito de beber? Si (1) No (0)

5 ¢Alguna vez lo primero que ha hecho por la mafiana ha sido beber para calmar los nervios?
Si (1) No (0)

Los gramos de alcohol se calcularon segun la siguiente tabla de equivalencias:

TIPO BEBIDA VOLUMEN GRADOS GRAMOS UNIDADES
(ml) ©) (9 (V)
Cafia de cerveza 200 6 10 1
Copa de vino / cava 100 12 10 1
Coiac 50 40 16 2
Whisky / Vodka 50 45 18 2

Los marcadores bioquimicos de alcoholismo que se determinaron fueron los

siguientes:

¢ VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO > 100 FL
¢ -GLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA > 52 U/L
¢ AST/ALT >1
e TRANSFERRINA DEFICIENTE EN
CARBOHIDRATOS (CDT): > 20 U/L varones
> 25 U/L mujeres

B- Morfologico: lesiones tipicas de esteatohepatitis con esteatosis hepatocitaria,

infiltrado polimorfonuclear, degeneracién hidrépica, fibrosis, etc.
C- Etiologico: ausencia de cualquier otra posible causa de enfermedad hepatica, con

negatividad de los estudios etiologicos de enfermedad hepética cronica antes

mencionados.
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Ninguno de los 85 enfermos incluidos en el estudio ingeria una cantidad
superior a 20 gramos de alcohol / semana, tenia una puntuacién de 3 6 mas en el
cuestionario de las cinco preguntas, ni presentaba marcadores bioquimicos de

alcoholismo.

3. PROTOCOLOS DE ESTUDIO

En los 85 casos diagnosticados de EHNA se llevaron a cabo 3 protocolos de
estudio: clinico, histolégico y de investigacion. En el protocolo clinico se recogieron
los datos clinicos y analiticos mas proximos a la biopsia hepética. El protocolo
histolégico se elaboré con la re-evaluacidbn de los mismos cortes anatomo-
patolégicos que habian servido para efectuar el diagndstico histolégico de la
enfermedad. El protocolo de investigacion incluyo una serie de estudios especificos

encaminados a probar la hipétesis y objetivos mayores del trabajo.

3a— Protocolo clinico (pag. 131)

Incluia una serie de datos que fueron recogidos por el mismo clinico en todos
los casos:
e Anamnesis: datos personales (nombre, fecha de nacimiento, direccion, teléfono,
namero de historia clinica), edad, sexo, antecedentes de enfermedad médica
(obesidad, diabetes mellitus, hiperlipemia, sindrome del aceite téxico, hipertension
arterial, hiperuricemia, farmacos, nutricion parenteral total, pérdida o ganancia
ponderal reciente, otras) y/o quirdrgica (cirugia de la obesidad), transfusiones

previas, exposicion al alcohol (gramos/semana).

e Sintomatologia: ausencia o0 presencia de sintomas (astenia, dolor-molestia en

hipocondrio derecho, prurito, otros).

e Exploracion fisica: general, incluyendo el peso (Kg) y la talla (cm); asi como del

enfermo hepatico (estigmas de hepatopatia, ictericia, estado de nutricion, signos de
encefalopatia hepética, hepato o esplenomegalia en cm, circulacion colateral
abdominal, ascitis, edemas de miembros inferiores). Con los datos de peso y talla se
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calculd la existencia o0 no de obesidad, siguiendo las normas establecidas por el
Consenso Espafiol para la Evaluacion de la Obesidad (448). Se calcul6 el Indice de
Masa Corporal (IMC o indice de Quételet) dividiendo el peso (en Kg) por la talla al

cuadrado (m?) y el resultado se clasificé siguiendo la siguiente tabla:

NORMALIDAD: IMC < 27 Kg/m?
OBESIDAD:  IMC > 27 Kg/m?
GRADOS DE OBESIDAD:
GRADO | (sobrepeso): 27-29,9 Kg/m?
GRADO II: 30-34,9 Kg/m?
GRADO llI: 35-39,9 kg/m?

GRADO IV: > 40 kg/m?

e Determinaciones analiticas:

- Generales: hemoglobina (Hb); hematocrito (Hcto); leucocitos y formula; plaquetas;
actividad de protrombina (AT); fibrinbgeno; glucemia basal; acido urico; perfil
hepatico, incluyendo a la aspartato-aminotransfersa (AST/GOT), alanino-amino-
transferasa (ALT/GPT), cociente AST/ALT, vy-glutamil-transpeptidasa (GGT),
fosfatasa alcalina (FA), bilirrubina total, proteinas totales y albumina; y-globulinas;
colinesterasa; oa-fetoproteina; perfil lipidico (colesterol total, triglicéridos, fracciones

HDL, LDL y VLDL), apoproteina-A (apo-A), apoproteina-B (apo-B).

- Determinaciones diagnésticas de causas especificas de enfermedad hepatica
cronica: serologias para el virus de la hepatitis B (VHB) y C (VHC) (hepatitis
viricas), ceruloplasmina y cobre en plasma y orina de 24 horas (enfermedad de
Wilson), anticuerpos anti-nucleares, anti-musculo liso, anti-mitocondriales y anti-
LKM (enfermedades hepéticas autoinmunes), asj-antitripsina (déficit de os-
antitripsina), perfil metabdlico del hierro con cuantificacién del hierro, ferritina,
transferrina, TIBC y saturacién de la transferrina (hemocromatosis primaria o

secundaria) y porfirinas en orina de 24 hora (porfirias hepaticas).
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e Ecografia abdominal: se recogieron la existencia de datos sugestivos de infiltracion

grasa del higado (hepatomegalia, higado brillante, atenuacion posterior de la
ecogenicidad del parénquima hepatico) y la aparicion de signos de hepatopatia

avanzada (dilatacion del sistema portal y/o esplenomegalia).

3b — Protocolo histopatologico (pag. 132)

En este protocolo se incluyeron los datos morfologicos de la biopsia hepatica
de los 85 casos de EHNA. Se evaluaron el tamafio de la muestra, el nimero de
espacios porta que incluia, y una serie de hallazgos histolégicos propios de la
EHNA, exigiéndose como requisitos minimos para el diagndstico de EHNA la
coexistencia de esteatosis, inflamacién lobulillar con componente neutrofilico y
degeneracion balonizante hepatocelular (26). EI examen de la biopsia fue realizado
de forma simultanea e independiente por dos patologos de nuestro hospital.

En cada muestra se valoraron los siguientes parametros histologicos:

1. Esteatosis: grado, tipo y localizacion

2. Inflamacion: tipo de infiltrado inflamatorio y grado.

3. Fibrosis: ausente, minima (fibrosis interhepatocitaria pericentral) o

formando septos.

4. Lesiones hepatocelulares caracteristicas de la EHNA: presencia o

ausencia.

5. Siderosis: ausencia 0 presencia, y en este caso, Vvaloracion

semicuantitativa en grados.

La esteatosis se analiz6 en funcion del:

- Grado. Segun el porcentaje de hepatocitos con presencia de vacuolas con grasa
se establecieron 4 grados de esteatosis: 1. Leve (<10%); 2. Moderada (10-25%);
3. Intensa (26-50%)); 4. Masiva (> 50%).

- Tipo: macrovacuolar (vacuola unica y grande); microvacuolar (multiples vacuolas
pequefas); mixta (porcentaje de macro/microvacuolar).

- Localizacion: centrolobulillar; periportal; difusa.
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e La actividad inflamatoria y la fibrosis se evaluaron de forma semicuantitativa
segun unos indices numéricos, adaptados a los utilizados para las hepatitis cronicas
(372,377,378):

- La actividad histolégica se valor6 segun la presencia de aquellos datos
morfologicos relacionados mas estrechamente con la necroinflamacion en el
lobulillo (actividad lobulillar) y en el area portal y periportal (actividad portal-
periportal). Estas actividades necroinflamatorias se calibraron en ausente, leve,
moderada o intensa, produciéndose un “indice de actividad lobulillar” (LO a L4) y otro
“indice de actividad portal-periportal” (PO a P4), que se denominaron grados (ver
protocolo). La “inflamacién global’, calculada como la suma de ambos grados
dividido por el numero total de enfermos, se utilizd en algunos casos para

correlacionar la actividad inflamatoria de la lesién con diferentes datos del estudio.

- EI momento evolutivo de la hepatopatia, independientemente de la actividad
inflamatoria, se establecié en estadios utilizando un “indice de fibrosis” (FO a F4). Se
utilizaron estos estadios con el fin de establecer también correlaciones entre

diferentes variables del estudio y la severidad histologica de la enfermedad.

e Se valoré también la presencia de otras lesiones hepatocelulares que con
frecuencia se asocian a la EHNA y que ayudan al reconocimiento microscépico de la
enfermedad. Entre ellas, los lipogranulomas, los nudcleos glucogenados, las
mitocondrias gigantes, la hialina de Mallory, y los cuerpos acidoéfilos. En el caso de
encontrar nucleos glucogenados, se especificd su localizacion (periportal, central o

difusa).

e Por ultimo, se determind y gradu6é la presencia de siderosis de forma
semicuantitativa (Scheuer): 0: ausencia de depodsitos; 1: pequefio depésito de
hemosiderina, disperso sobre todo en la zona 1 del lobulillo; 2-3: depésito mas
abundante, localizado en zonas 1y 2; 4: depdsito masivo, afectando a todo el acino.
Ademas, en los casos con siderosis se especificd su situacion (hepatocitaria o

kuppferiana).
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3c — Protocolo de investigacion

Este protocolo consistio en una serie de estudios encaminados a investigar
las diferentes vias patogénicas que, segun nuestra hipoétesis de trabajo, podrian
estar implicadas en la EHNA. Los estudios se efectuaron en aquellos pacientes en
los que fue posible, tras obtener su consentimiento informado. Estos estudios fueron

los siguientes:

e Cuantificacién de la carnitina, de los ésteres de carnitina de cadena corta y larga y

de la actividad de la carnitin-palmitoil-transferasa en tejido hepatico.

e Medicion de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial en

tejido hepético.

Estudio del metabolismo de la glucosa:

Test de tolerancia oral a la glucosa.

Medicion de los niveles de insulina, péptido C y glucagon en sangre periférica.

Investigacion del sobrecrecimiento bacteriano intestinal mediante el test del

H. espirado.
e Cuantificacion de la tasa de TNF« en suero.
e Estudio del metabolismo del hierro: determinacién en suero del hierro, ferritina y
saturacion de la transferrina. Estudio de las mutaciones mas frecuentes para el gen

de la hemocromatosis (HFE).

e Determinacion de los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA).

130



Material y métodos

PROTOCOLO CLINICO-ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA

DATOS PERSONALES

Nombre:

N° Historia:

Direccion:

Teléfono: Edad: Sexo:

ANTECEDENTES PERSONALES

Diabetes Hiperlipemia HTA Urico SAT NPT

Obesidad Otros:

Farmacos:

Cirugia:

Transfusiones: NO Sl (afo:

Alcohol: NO Sl (gramos / semana: )

Pérdida de peso: NO Sl (Kg: / Tiempo: )

SINTOMAS NO Sl astenia dolor HD prurito
otros:

EXPLORACION FISICA  Peso (kg): Talla (cm): IMC (kg/m?):

Estado general: Bueno Regular Malo

Estigmas hepatopatia: Si No Hepatomegalia: Si(cm: ) No

Esplenomegalia: Si No Ascitis/ledemas: Si No

Circulacién colateral: Si No

LABORATORIO

Hb: Hcto : Leucocitos:

Plaguetas: A.Protrombina: Fibrinégeno:

Glucosa: Acido drico: Albumina:

Bilirrubina: AST/GOT: ALT/GPT:

GGT: F.Alcalina AST/ALT:

VHB: VHC: Resto virus hepatotropos:

ANA (1/ ) AML (1/ ) AMC (1/ ) A-LKM (1/ )

Cobre plasma: Cobre orina: Ceruloplasmina:

al-antitrpsina: Porfirinas orina: Colinesterasa:

Hierro: Ferritina: Saturacion transferrina:

a-fetoproteina: Proteinograma:

ECOGRAFIA ABDOMINAL
Normal Brillo hepatico

Hepatomegalia

Inmunoglobulinas:

Otros:
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PROTOCOLO HISTOLOGICO-ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA

Material y métodos

NOMBRE CASO Ne°
N° HISTORIA N°BIOPSIA
TAMANO (mm)
N° ESPACIOS PORTA
ESTEATOSIS
TIPO: MACRO MICRO MACROMICRO
LOCALIZACION: DIFUSA CENTROLOBULILLAR PERIPORTAL
GRADO: 0-10% 10-25% 25-50% >50%
ARQUITECTURA-ESTADIO ACTIVIDAD-GRADO (L) ACTIVIDAD-GRADO (P)
FIBROSIS (F) LOBULILLAR PORTAL-PERIPORTAL
Plata-tricromico HE, PAS-d HE, PAS-d
FO | sin fibrosis LO [J minima o nula PO | no infl. portal o
minima
F1 | f.sinusoidal zona 3 L1 (1 leve: neutrdfilos sinus. P1 | inflamacion portal
+escaso cambio hidrop.
F2 | septos incompletos L2 [J moderada: focos infl.+ P2 | infl. portal y
cambio hidrépico periportal
F3 | septos completos L3 [ intensa: infl.severa + P3 | infl. periportal
cambio hidrépico moderada
F4 [ fibrosis perinodular L4 O intensa con hialina P4 [ infl. periportal
bien definida intensa
LIPOGRANULOMAS Sl NO
HIALINA Sl NO
MITOCONDRIAS GIGANTES Sl NO
CUERPOS ACIDOFILOS Sl NO
SIDEROSIS Sl NO
GRADO: 1 2 3 4
HEPATOCITARIA Sl NO
KUPPFERIANA Sl NO
NUCLEOS GLUCOGENADOS SI NO
LOCALIZACION DIFUSA CENTRAL PERIPORTAL
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IIl. CONTROLES

En este estudio participaron dos series diferentes de individuos sanos

controles:

GRUPO.1

Constituido por 16 pacientes, cuyo tejido hepatico sirvid de control para las
diferentes determinaciones efectuadas en el higado de los enfermos con EHNA. Los
16 sujetos pertenecian a un grupo de 25 individuos ingresados en nuestro hospital
entre mayo de 1997 y abril de 1998 para ser sometidos a cirugia abdominal por
diferentes causas. Todos ellos fueron informados y firmaron el consentimiento para
realizar una biopsia hepatica intraoperatoria durante la laparotomia quirtrgica. Para
proponerles su participacion en este estudio el tipo de cirugia debia permitir el
acceso facil al higado sin aumentar el riesgo quirdrgico, y no debian presentar
ningun trastorno de la coagulacién ni otra contraindicacion para obtener la muestra.
Ademas, debian cumplir los criterios de inclusion y no presentar criterios de

exclusién, que se detallan a continuacion:

. Criterios de inclusién

Pacientes de ambos sexos con buen estado general y edad mayor de 18 afios,
gue vayan a ser sometidos a una laparotomia abdominal electiva y que firmen el

consentimiento informado.

. Criterios de exclusion

. Enfermedad hepatica conocida.

. Bioquimica hepatica alterada (ALT, ASAT, bilirrubina, albamina).
. Historia de abuso de alcohol

. Hepatomegalia 0 aumento de la ecogenicidad hepatica.

. Obesidad.

. Diabetes mellitus.

. Pérdida rapida e importante de peso (>5%) los 6 meses previos.
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. Cirugia derivativa intestinal previa (gastroplastia, bypass).

. Diverticulosis de intestino delgado.

. Malnutricion.

. Hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia.

. Nutricion parenteral total (6 meses previos).

. Procesos infecciosos severos.

. Sindrome del aceite toxico.

. Serologia positiva para el virus de la hepatitis C.

. Toma cronica de determinados farmacos: corticoides, estrégenos, tetraciclinas,
sulfasalazina, espironolactona, amiodarona, naproxeno, oxaciclina, tamoxifen,
metrotexate, estrogenos.

. Procesos tumorales digestivos o hepaticos

Tras obtener el cirujano una cufa hepatica de 30-45 mg mediante una incision
con bisturi, la muestra se fraccionaba en dos porciones en el mismo quir6fano. Una
parte era introducida en formol al 10% y entregada en mano al patélogo, y la otra
porcion se congelaba de forma inmediata en nitrogeno liquido y era transportada de
esta manera hasta una nevera para ser conservada a -70°C hasta su estudio. El
patdlogo encontré cambios morfologicos en el higado de 9 pacientes y normalidad
en los 16 restantes. Las muestras congeladas de estos 16 casos fueron las que se
emplearon como controles. Todos los sujetos eran mayores de 18 afios de edad
(media: 50 + 16 afios), pertenecian a ambos sexos (8 mujeres y 8 varones), y
ninguno tenia antecedentes conocidos de enfermedad hepatica ni factores de riesgo
para la EHNA. No sucediéo ninguna complicacion relacionada con la biopsia en

ninguno de los casos y se informé del resultado del estudio histolégico a todos ellos.

GRUPO 2

Formado por 22 individuos cuyo suero sirvio de control para las
determinaciones de glucosa, insulina, péptido C y glucagén efectuadas en algunos
de los pacientes con EHNA. Todos ellos eran mayores de 18 afios de edad (media:
55 + 20 afios), de ambos sexos (12 mujeres y 10 varones), y ninguno tenia
antecedentes conocidos de patologia severa ni condiciones de riesgo para la EHNA.

Todos eran trabajadores del hospital o familiares de éstos, que iban a realizarse un
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control analitico de rutina, y que tras ser informados accedieron a donar sangre para
este estudio. La fraccién de suero obtenida para las determinaciones del estudio fue
procesada de manera inmediata siguiendo la misma metodologia que con el suero

de los enfermos, y que posteriormente se detallara.

¢« METODOLOGIA

En este apartado se exponen los métodos que se emplearon para realizar las
diferentes determinaciones en suero, el analisis microscopico de la biopsia hepatica,

y los estudios especificos de investigacion en sangre, aire espirado y tejido hepético.

|. DETERMINACIONES DE LABORATORIO

1. GENERALES

1.1- Hemograma (recuento de hematies, leucocitos y plaquetas;
cuantificacion de hemoglobina, hematocrito y férmula leucocitaria). Se
utilizé el autoanalizador Coulter-counter, modelo S-plus.

1.2- Estudio de coagulacion. Se empled un coaguldmetro Organdn Teknika

TH Compact 1268.

1.3- Bioquimica elemental y hepatica. Se efectu6 mediante un analizador

automatico Hitachi Boehringer Mannheim 747-200.

2. ESPECIFICAS DE ESTUDIO ETIOLOGICO DE HIPERTRANSAMINASEMIA
CRONICA

2.1- Virus _de la hepatitis B (VHB C _(VHCQC). La serologia del VHB se

determind por método enzimatico (EIA) de las marcas Diasorin Saluggia, Italia
(para el Ag-HBs, anti-HBs y anti-HBc 1gG) y Abbott Laboratorios, Chicago ILL
(para el Ag-Hbe, anti-Hbe y anti-HBc IgM). Para la deteccién en suero de
anticuerpos anti-VHC se utilizé un inmunoensayo de tercera generacion
frente a los antigenos c22-3, c200 y NS5 (ELISA 3. Ortho-Clinical Diagnostic
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System, Inc., Raritan, NJ, USA). El test se considerd positivo si la densidad

optica de la muestra era la del control negativo + 0.400.

2.2- Hierro. Para su determinacion se empled un test colorimétrico, basado en
el método Ferro Zine sin desproteinizacion (Roche) (449) y que tiene las
siguientes fases: Liberacion de los iones Fe3+ del complejo de transferrina
por medio de acidos o detergentes; reduccion de los iones Fe3+ a iones
Fe2+; reaccion de los iones Fe2+ con Ferro Zine para formar un complejo
coloreado cuya intensidad de color es directamente proporcional a la
concentracion férrica y que se calcula automaticamente en un analizador
Roche/Hitachi 911/Modular. Valores de referencia: 50-150 nug/dl. Control de
calidad: coeficiente de variacién (CV) intraensayo: 0.8-1.2%; CV interensayo:
0.6-1.8%.

cuantitativa de ferritina en suero, el cual se basa en el principio del test
inmunolégico de aglutinacion con intensificacion de la reaccion por latex
(450). La concentracion de la ferritna en la muestra se calculo
automéaticamente con un analizador Roche/Hitachi 911/Modular. Intervalo de
referencia: 30-300 ng/ml en varones; 30-200 ng/ml en mujeres. Control de
calidad: CV intraensayo: 1.2-6%; CV interensayo: 1.3-5.6%.

2.4- Cobre en suero vy orina. Fueron cuantificados mediante absorcion atbmica

(Perkin. Elmer 2280). Valores de referencia: 70-150 ug/dl (sangre); < 5 pg/dl

(orina).

2.5- Transferrina, ceruloplasmina v _gl-antitripsina. Se determinaron en suero

empleando el nefelémetro Behring modelo BNA II. Se basa en la formacion de
inmunocomplejos entre la transferrina, la ceruloplasmina y la al-antitripsina
al unirse a sus anticuerpos especificos, los cuales pueden dispersar un rayo
de luz incidente. La intensidad de la luz dispersada es proporcional a la
concentracion de la correspondiente proteina de la muestra (451). La

valoracion se hace automaticamente mediante una funcion logit-log,
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comparando con un estandar de concentracidbn conocida. Valores de
referencia: Transferrina 200-360 mg/dl; Ceruloplasmina 21-53 mg/dl; al-
antitripsina 113-318 mg/dl. Control de calidad: CV intraensayo: 2.7%; 1.4%;
2%, respectivamente. CV interensayo: 2.3%; 2.1%; 3.2%, respectivamente.

2.6- Anticuerpos no organoespecificos. Los anticuerpos antinucleares (ANA),

antimasculo liso (AML), antimitocondriales (AMC) y antimicrosomales de
higado y rifion (a-LKM) fueron analizados mediante inmunofluorescencia
indirecta, utilizando portas comerciales especificos para cada anticuerpo y
PBS (phosphate buffered saline 150 mM. Pasteur Diagnostic) como dilutor de
los sueros a estudio. Las muestras se leyeron en un microscopio de
fluorescencia tras haber sido incubadas en la oscuridad. Para titular aquellas
que resultaron positivas, se repitié la técnica con diluciones sucesivas del
suero a la mitad. El titulo en cuestion fue aquella dilucion en la que el

resultado resulté positivo por Ultima vez (452).

3. PEFIL LIPIDICO

Las principales lipoproteinas se aislaron utilizando un método rapido de
ultracentrifugacion y posteriormente se determiné cada fraccion empleando un
analizador automatico Hitachi (453). El procedimiento fue el siguiente: tras
centrifugar x 1500 r.p.m. el suero obtenido tras 12 horas de ayunas, se afiadio una
solucion 195 mmol/L NaCL, d=10006, y se ultracentrifugd en un rotor 50.3 Ti
(Beckman Instruments) a 40.000 r.p.m. (gmax 142.000), durante 18 horas. El
sobrenadante contenia las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL-colesterol y
VLDL-triglicéridos), que se recuperaron por aspiracion (1ml); el precipitado fue
homogeneizado para cuantificar en €l las lipoproteinas de alta densidad (HDL-
colesterol). Los triglicéridos, colesterol y HDL-colesterol fueron determinados en un
autoanalizador utilizando test enzimaticos (TG GPO-PAP; CHOD-PAP; HDL-C
PLUS. Boehringer Mannheim Systems). La fraccion LDL-colesterol se calcul6 a partir
del colesterol total y el unido a las HDL (LDL-C = Ct — HDL-C).

Se utilizaron como valores de referencia los recomendados por el Adult

Treatment Panel Il para la poblacion americana (454).
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.COLESTEROL

Colesterol ideal: < 200 mg/dI

Hipercolesterolemia: colesterol total > 240 mg/dI
Colesterol bordeline: 200-239 mg/dl

HDL.: bajo riesgo > 60 mg/dl; alto riesgo < 35 mg/dI
LDL ideal: <130 mg/dl; alto riesgo: > 220 mg/dI

TRIGLICERIDOS Apo-A <94 mg/dl
Hipertrigliceridemia: > 150 mg/dI Apo-B <63 mg/dl

4. TRANSFERRINA DEFICIENTE EN CARBOHIDRATOS (CDT)

Ademas del interrogatorio y los marcadores bioldgicos tradicionalmente
empleados para el diagndstico de alcoholismo, se emple6 la determinacién de la
CDT en sangre. Para su medicién se utilizé el denominado CDTect® (Pharmacia &
Upjohn Diagnostics, Uppsala, Sweden) (386). Se trata de un método que separa las
formas de transferrina sérica deficitarias en carbohidratos mediante cromatografia y
las detecta por inmunoensayo. Para que aparezcan concentraciones por encima de
lo normal es necesario un consumo de 50-80 gramos de etanol/dia 6 méas, durante al
menos una semana. Si se inicia la abstinencia alcoholica, los valores de CDT
persisten elevados todavia de 12 a 17 dias. Por este motivo, en los pacientes de
este estudio se determind la CDT en la sangre extraida horas antes de la biopsia
hepatica, aprovechando la misma venopuncion efectuada para el estudio de
coagulacion. Se consideraron positivos aquellos valores > 20 U/L en los varones y >
25 U/L en las mujeres. Sensibilidad del test: 69-75%; especificidad: 92-100%.

Control de calidad: CV intraensayo: 6,5%; CV interensayo: 9,3%.

II. BIOPSIA HEPATICA Y ESTUDIO MICROSCOPICO

En todos los pacientes con sospecha de EHNA se realiz6 una biopsia
hepética percutanea (BHP). Todos ellos cumplian tres requisitos imprescindibles:

a) Estudio de coagulacién reciente (24-48 horas previas) con unos valores

hemostéticos: actividad de protrombina > 50%, tiempo de cefalina < 34

segundos, plaquetas > 70.000/mm?, tiempo de hemorragia < 9 minutos.
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b) Ecografia abdominal previa, en la que no se observaban lesiones que
contraindicasen el procedimiento: angiomas, circulacién colateral, quistes, atrofia
hepatica, etc.

c) Consentimiento informado del enfermo.

El procedimiento de la BHP fue el habitual en todos los casos (455): con el
paciente en ayunas y en decubito supino, se determinaba el espacio intercostal a
atravesar, mediante percusion hepética y con la ayuda de un ecografo. Después de
elegir el lugar de puncién, se limpiaba la piel con un antiséptico del
tipo de la povidona yodada mediante una gasa estéril y se anestesiaba el trayecto de
la puncion. Con el enfermo en apnea, se introducia la aguja por el trayecto infiltrado
hasta alcanzar el higado. La aguja empleada era de tipo Menghini, la cual funciona
segun un mecanismo de succion en vacio, es decir, obtiene la muestra mediante
aspiracion del tejido que queda en el interior de la aguja tras penetrar en el
parénquima hepatico. El calibre de esta aguja (0.5-1.9 mm), su longitud (70-120 mm)
y la anchura muy fina, permitieron obtener muestras apropiadas para el estudio
histologico, mayores de 1 cm, con un peso aproximado de 20-30 mg, y
generalmente no fragmentadas. Una vez retirada la aguja con la muestra en su
interior, se limpiaba de nuevo la zona de puncién y se aplicaba un apésito adhesivo
de proteccién. A continuacién, el paciente se colocaba en decubito lateral derecho

durante 3 horas, y permanecia en cama y en observacion durante 24 horas.

El cilindro hepatico extraido era fraccionado en dos porciones, siempre que el
tamafio de la muestra lo permitia. Una fraccion era procesada de forma habitual: tras
su inspeccién en fresco con el microscopio de luz polarizada, que hace que el tejido
se observe rojo fluorescente en caso de existir depésito de porfirinas, se fijaba en
formaldehido al 10% y se remitia para su estudio morfologico. Para ello el tejido era
incluido en parafina y los cortes de 4-6 u de espesor, se tefilan con hematoxilina-
eosina (HE), plata para reticulina de Wilder, tricromico de Masson, acido perioddico de
Schiff (PAS) previa digestion con diastasa y tincion de Perls para hierro. Se
consideraron adecuadas las muestras en las que se identificaron 3 6 mas espacios
porta, y se midié la longitud de las mismas una vez procesadas. La otra fraccion de
la muestra de tejido se congelaba inmediatamente a -70°C en nitroégeno liquido para

ser conservada hasta su estudio, una vez confirmado el diagnéstico de EHNA.
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. DETERMINACIONES EN TEJIDO HEPATICO: CARNITINA,
CARNITIN-PALMITOIL-TRANSFERASA Y CADENA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL

1. CARNITINA

El contenido hepatico de carnitina libre (CL) y de carnitina esterificada con
acidos grasos de cadena corta (CCC) y de cadena larga (CCL) se midio utilizando el
método radioquimico descrito por Di Donato (200). Se constituyé un homogenado a
partir de 5 mg de tejido hepatico y acido perclérico (PCA) 0,6N vy, tras centrifugar 1,5
minutos a 8000 r.p.m., se separaron el sobrenadante y el precipitado. A partir del
sobrenadante se obtuvieron la CL y la CCC (fraccidn acido-soluble), mientras que en
el precipitado se determind la concentracion de CCL (fraccion acido-insoluble),

segun se detalla a continuacion:

a)- Cuantificacion de carnitina libre (CL) y obtencion de carnitina_esterificada _con

acidos grasos de cadena corta (CCC)

Se pipetearon 1200 ul de sobrenadante, al que se afadio rojo fenol y 100 pl
de Hepes KOH 0,5M pH8.5. Después de mantener la soluciéon en hielo durante 20
minutos, se neutraliz6 con CO3HK a pH=6,6-6,9 y se tampond con Hepes pH7. El

resultado se dividid en dos fracciones:

.Fraccion A: constituida por 500 ul de sobrenadante; 20 ul de tampon Hepes KOH
0,5M pH=7; y 140 ul de KCL 0,6N. Con ella se obtuvo CL.

.Fraccion B: constituida por 500 ul de sobrenadante; y 100 ul de KOH 1N. Con ella

se obtuvo CL y acidos grasos de cadena corta.

b)- Obtencién de carnitina esterificada con acidos grasos de cadena larga (CCL)

Al precipitado obtenido al principio del procedimiento se le afiadieron 100 pl

de H,0, 1 gota de rojo fenol y se sonicé. A continuacion, se afiadieron 100 ul de KOH
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1N para hidrolizar los acidos grasos de cadena larga de su unién con la carnitina, y
se incubo a 56°C durante 90 minutos. Finalmente, se tampono6 con Hepes KOH pH?7.

Asi se obtuvo CL y acidos grasos de cadena larga.

c)- Cuantificacion de CCCy CCL

Para conocer la concentracién de la carnitina esterificada con acidos grasos
de cadena corta y larga, se procedié a realizar una mezcla de incubacion de la CL
obtenida de la hidrdlisis de la carnitina esterificada, con Acetil-CoA 14C*, CAT
(carnitina-acetil-transferasa), Hepes buffer y N.E.M.(N-etilmaleimida), un inhibidor de

la oxidacion de la CoASH libre.

CL + Acetil-CoA 14C* _CAT, Acetil-Carnitina 14C*

Posteriormente, se separo la Acetil-Carnitina 14C* formada en la mezcla de la
reaccion, utilizando una resina de intercambio ibnico DOWEX 2x8 400. Finalmente,
se tomaron 300 ul del sobrenadante, afiadiéndose a viales de centelleo. La
concentracion de ésteres de cadena corta y larga, medidos en un contador de
centelleo, era proporcional a la de CL que estaba esterificada con ellos.
Paralelamente, se prepar6 la curva estandar a partir de 1000 ul de L-carnitina 25

uM, utilizandose concentraciones de carnitina de 250 pm a 2500 pm.

Los valores de carnitina se expresaron en nanogramos x mg de proteinas no
colagenas (ng x mgt NCP). Para extraer las proteinas no colagenas del
homogenado de tejido, éste se tratd con una solucién de NaOH 0,25N, segun el
método de Lowry (456). Todas las medidas se efectuaron por duplicado.

2. CARNITIN-PALMITOIL-TRANSFERASA (CPT)
La actividad de la CPT se determind por el método de intercambio isot6pico

(230), el cual consiste en un analisis enzimatico radiométrico que se realiza en

homogenado de higado. La CPT cataliza la transferencia de los acidos grasos de
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cadena larga desde la coenzima A (CoA-SH) hasta la carnitina. In vitro, la actividad

de la CPT se determind segun la siguiente reaccién de intercambio isotépico:

Palmitoil-Carnitina
+ CoA-SH + Homogenado —» Palmitoil-14C-Carnitina* + CoA-SH
+ Carnitina* + Carnitina

La palmitoil-carnitina radiactiva, una vez formada, se extrajo con butanol y la

radiactividad se midié en un contador de centelleo liquido.

La actividad de la CPT se expres6 en nanomoles de palmitoil-carnitina
formada durante 1 minuto y por gramo de tejido. Los valores obtenidos se corrigieron
segun las proteinas no colagenas (NCP) del homogenado, determinadas segun el
método de Lowry (456):

CPT (nmol min ~* mg*NCP) = CPT nml min™ g tejido / 10 x NCP mg/ml.

3. CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL (CRM)

La actividad de las enzimas de la CRM en tejido hepatico fue estudiada por
espectrofotometria. Esta técnica se basa en los diferentes espectros de absorbancia
para las formas oxidadas y reducidas de cada transportador de la CRM a una
determinada longitud de onda (A). La actividad especifica se calcul6 al dividir el A
(Abs/min x 10% de cada complejo por ¢ (coeficiente de extincién molar, mM™*cm™) y
por el volumen del homogenado (ml). Se expresd en nanomoles de sustrato x minuto
x mg de proteina no colagena (actividad especifica = nmol min*mg™*NCP). Para
corregir por el volumen mitocondrial, todas las actividades especificas se

normalizaron segun la actividad de la enzima mitocondrial citrato sintasa (CS) (457).

El complejo | (NADH CoQ oxidorreductasa) sensible a rotenona, se determiné
durante la reaccion de oxidacién del NADH a 340 nm en 100mM Tris-HCI pH 7.4,
500 mM sucrosa, 2 mM EDTA, 5mM KCN, 100 uM NADH y 50 uM de coenzima Q;.

La reaccion fue inhibida al 90% tras afadir 2 uM de rotenona.
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Para estudiar la actividad del complejo Il (Succinato deshidrogenasa) se
monitorizé la oxidacion del succinato (16mM) a 600 nm en el homogenado, en
presencia de un aceptor artificial de electrones, el 2,6-diclorofenol-indofenol (0.1 mM
DCPI), y 50 uM CoQ1.

El complejo Il (Ubiquinol-citocromo c-oxidorreductasa) sensible a antimicina,
fue analizado segun la aparicion de citocromo ¢ reducido a 550 nm, en presencia de
50 uM citocromo ¢ 1mM y 50 uM DBH; (decilubiquinol). La reaccion fue inhibida por

antimicina A.

La actividad del complejo IV (citocromo c oxidasa) se determind por la
disminucion en la absorbancia a 550 nm del citocromo ¢ reducido en presencia del

enzima del homogenado.

La actividad del complejo V (ATPasa) se monitorizé durante la extincion de
ATP a 340 nm en Hepes-Mg pH8, 150 ul NADH, 2.5 mM PEP, 5 ul piruvatokinasa,
10 pl LHD, 10 pl antimicina A, 100 ul ATP 25 nM pH7 y 10 ul oligomicina.

La citrato sintasa (CS) se cuantificé en funcion del cambio en la absorbancia a
412 nm producida por la reaccion del 5-5-ditiobis (acido 2-nitrobenzéico) con la
coenzima A libre formada por la condensaciéon del acetil-CoA con oxalacetato en

presencia del enzima (10 ul de homogenado).

La temperatura de incubacion fue de 38°C para el complejo IV y de 30°C
para la CS y el resto de los complejos. Todos los analisis enzimaticos se efectuaron
por triplicado, utilizando un espectrofotbmetro DU-68 (Beckman Instrument, Brea,
CA).
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V. ESTUDIO DE LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA: TEST DE
TOLERANCIA ORAL A LA GLUCOSA, DETERMINACIONES DE
INSULINA, PEPTIDO C Y GLUCAGON

En los 85 pacientes con EHNA se determind la glucemia basal. Ademas,
después de excluir a los enfermos con diabetes mellitus, en 41 de estos 85 casos se
realizd un test de tolerancia oral a la glucosa y una cuantificacion de insulina y
péptido C. En 15 de estos 41 casos se midié también la concentracién de glucagon

en ayunas.

Las muestras de sangre basales de los 41 pacientes fueron extraidas tras 10
horas de ayunas y a continuacion fueron procesadas para determinacion de la
glucosa, insulina y péptido C basales. En 15 de estas 41 muestras se separaron 5 ml
de suero y, tras afiadir Trasylol®, se congelaron a -70°C hasta la determinacién de
glucagon. Paralelamente se obtuvo la sangre de los 22 sujetos controles y con las
muestras se siguié el mismo procesamiento para determinacion de glucosa, insulina,

péptido C y glucagon basales.

En los 41 pacientes en los que se llevé a cabo el test de tolerancia oral a la
glucosa (TTOG), una vez realizada la extraccibn de sangre para determinar la
glucosa basal, se administraron 75 gramos de glucosa disuelta en agua por via oral
(458,459). Dos horas después de la toma de la glucosa, se efectué una segunda
venopuncion para nueva determinacion de la glucemia (glucosa 1207). Segun los
resultados del TTOG, los 41 pacientes fueron clasificados como normales,
diabéticos tipo 2, intolerantes a la glucosa en ayunas, e intolerantes a la sobrecarga
con glucosa, segun los criterios actuales del Comité de Expertos de la ADA
(American Diabetes Association) y la WHO (World Health Organization) (460,461):
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TTOG NORMAL
Glucosa basal < 110 mg/d|
Glucosa a los 120°< 140 mg/dl

DIABETES
Glucosa basal > 126 mg/dl en dos ocasiones
Glucosa a los 120 > 200 mg/dI

INTOLERANCIA A LA GLUCOSA EN AYUNAS
Glucosa basal > 110 mg/dly < 126 mg/dI

INTOLERANCIA A LA SOBRECARGA ORAL
CON GLUCOSA
Glucosa a los 120" > 140 mg/dl y < 200 mg/dl

Una vez conocidos los valores basales de la glucosa, insulina y péptido C, se
calcularon la insulinorresistencia, funcion de la célula beta pancreética y extraccion
hepatica de insulina en los 41 pacientes con EHNA y los 22 controles, utilizando los

indices aceptados en la literatura como indicadores de estos parametros (271,300):

INSULINORRESISTENCIA
Glucosa / Insulina

FUNCION CELULA B PANCREATICA
Glucosa / Péptido C

EXTRACCION HEPATICA DE INSULINA
Péptido C / Insulina

También se determind el niumero de pacientes con EHNA que cumplian los
criterios del sindrome metabdlico, de insulinorresistencia 6 “sindrome X" (61,459).
Dicho sindrome se caracteriza por la coexistencia de alguna forma de intolerancia en
el metabolismo de la glucosa/insulina (diabetes o intolerancia a la sobrecarga oral o
hiperinsulinemia) y 2 6 mas de los siguientes: obesidad (IMC>30kg/m?); hipertensién
arterial; triglicéridos > 150 mg/dl y/o HDL<35 mg/dlI.

Las técnicas empleadas para la determinaciéon de los diferentes parametros
de la homeostasis de la glucosa estudiados fueron las siguientes:
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GLUCOSA. Se utilizé el analizador automatico Hitachi Boehringer Mannheim

747-200.

INSULINA. Se determiné mediante enzimoinmunoensayo de microparticulas
(MEIA) usando para ello un autoanalizador AxXSYM® (ABBOTT) (462). Esta
técnica se basa en que las microparticulas estan recubiertas de anticuerpo
monoclonal de raton anti-insulina, de forma que la insulina presente en la
muestra se unia al anticuerpo de las microparticulas. EI complejo formado se
inmovilizaba en una matriz de fibras de vidrio, la cual era lavada para eliminar
todo lo que no era complejo antigeno-anticuerpo. A continuacion se afiadia un
conjugado compuesto por anticuerpos anti-insulina monoclonales de ratén unidos
a fosfatasa alcalina, de tal forma que se formaba un “sandwich” en el que la
insulina de la muestra quedaba inmovilizada entre dos anticuerpos especificos.
Por ultimo, se afadia un sustrato fluorescente, el 4-metil-umbeliferil fosfato, que
al hidrolizarse mediante la fosfatasa alcalina, producia una sefal fluorescente
directamente proporcional a la cantidad de insulina presente en la muestra.
Valores de referencia: 5-15 pU/ml. Control de calidad: C.V. intraensayo: 2,6-
4,1%; C.V. interensayo: 2,7-2,1% .

PEPTIDO C. Se cuantific6 mediante inmunoensayo competitivo

quimioluminiscente en fase usando un equipo Immulite® (271). La fase solida
consistia en esferas de polietileno recubiertas de anticuerpo policlonal de campo
anti-péptido C. La muestra del paciente se incubaba con esta fase sélida y con el
conjugado formado por péptido C-fosfatasa alcalina, el cual competia con el
péptido C de la muestra por los sitios de unién al anticuerpo. Tras retirar el
conjugado que no se habia unido, se afiadia un sustrato quimioluminiscente
(éster fosfato de adamantil-dioxetano) que gracias a la fosfatasa alcalina se
hidrolizaba, produciendo una sefial quimioluminiscente inversamente
proporcional a la cantidad de péptido C presente en la muestra. Valor de
referencia: 0.5-4 ng/ml. Control de calidad: C.V. intraensayo: 5-8,2%; C.V.

interensayo: 5,3-13%.
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- GLUCAGON. Se cuantifico utilizando un método de radioinmunoensayo
secuencial de doble anticuerpo (463). El glucagdén presente en la muestra
competia con el glucagén marcado con I'* por los sitios de unién al anticuerpo
anti-glucagon de conejo. La separacion de las formas ligada y libre se realizo
mediante una solucion precipitante que contenia polietilénglicol y antisuero anti-
gamma-globulina de conejo. Tras centrifugacion, el complejo de doble anticuerpo
formado precipitaba la forma ligada. Una vez eliminado el sobrenadante, se
contaba el precipitado en un contador y, siendo las cuentas por minuto (cpm)
inversamente proporcionales a la cantidad de glucagén presente en la formula.
Los célculos se realizaron mediante una representacion logit-log de las cpm de la
curva estandar presente a la concentracion. Valor de referencia. 40-130 pg/ml.
Control de calidad: C.V. intraensayo: 4-15%; C.V. interensayo: 5,7-15,7%.

V. TEST DEL HIDROGENO (H,) ESPIRADO

Denominado también “prueba del aliento del H," (Hydrogen breath test). Se
trata de una técnica que permite demostrar la existencia de sobrecrecimiento
bacteriano al detectar un exceso de H; en el aire espirado. Dicho gas es producido
en el intestino a partir de la accion bacteriana sobre un azucar previamente ingerido

(464). La prueba se basa en varias premisas:

1. En condiciones normales la unica fuente de H, en el hombre es la producida en el
colon, donde se forma a partir del catabolismo bacteriano de los carbohidratos. El
volumen de H, producido dependera de la cantidad de hidratos de carbono
fermentables que lleguen hasta la flora bacteriana

2. En los casos de sobrecrecimiento bacteriano la produccién de H, estara
aumentada, ya que existe un sobrecrecimiento de bacterias donde habitualmente no
existen es decir, en el intestino delgado. El H, se producira tanto en el colon como

en el intestino delgado.

3. El 86% del H, producido es eliminado por via rectal. El 14% restante es absorbido

por la mucosa del colon, transportado por el torrente circulatorio hasta los pulmones
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y posteriormente eliminado por el aire espirado. La cantidad de H, en el aire
espirado es igual a la absorbida por el intestino, siendo ésta directamente
proporcional a la produccion intestinal de este gas.

En este estudio se realiz6 el test del H, espirado en 56 de los 85 pacientes
con EHNA. Eran 44 varones y 12 mujeres, con una edad media de 40 £+ 11 afios. Se
excluyeron los enfermos con diabetes mellitus conocida, antecedentes de cirugia
gastrica o intestinal, diarrea, anomalias estructurales o de la motilidad intestinal,
inmunodepresion, hipoclorhidria gastrica, y consumo de medicamentos que
pudiesen alterar la flora intestinal (antibiéticos, inhibidores de la secrecion acida
gastrica). Para poder descartar todas estas causas de sobrecrecimiento bacteriano,
se efectud previamente a la prueba un interrogatorio clinico dirigido, asi como
determinacion en suero de vitamina B12, anticuerpos anti-parietales y factor
intrinseco; cuantificacion de inmunoglobulinas en sangre periférica; transito

gastrointestinal radiol6gico; y cuantificacion de grasas en heces.

La recoleccion de las muestras del aire espirado se realiz6 mediante una
jeringa de plastico de 60 ml con un orificio lateral, de manera que era posible su
llenado espirando en su interior a través de una boquilla. Estando el paciente en
ayunas, sin fumar, y tras un enjuague oral con un antiséptico, se le instruia para que
realizase una espiracion profunda en el interior de la jeringa, tapandose
inmediatamente el orificio lateral de ésta. La muestra asi obtenida contenia el H,
basal. Posteriormente, se administraban 50 g de glucosa en una solucion al 20% y
se recolectaban muestras del aliento a intervalos de 30 minutos durante 2 horas. El
aparato utilizado para la medicion del H; fue el denominado “Lactoscreen breath
tester”, el cual cuantifica el H, en el aliento mediante un detector altamente sensible
a la presencia de Hy, y emite una sefial eléctrica a un microprocesador cuando la
muestra contiene dicho gas (465). Los resultados asi obtenidos fueron expresados

en partes por millén (ppm).

En el sobrecrecimiento bacteriano, la presencia anébmala de flora bacteriana
en el intestino delgado produce la fermentacion del azucar y la consiguiente
produccion de H,. Por ello, la aparicion precoz de un pico de H,, normalmente en la

primera hora, con tendencia a disminuir e incluso a normalizarse hacia la segunda
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hora, es caracteristica de la colonizacion bacteriana del intestino delgado (Figura
29). Ademas, de acuerdo con la mayoria de autores, se consider6 como anormal un

aumento en la eliminacion de H; superior a 20 ppm sobre el valor basal (466).

Normal —--— Sobrecrecimiento bacteriano
50 -
40 - P
Ho 30 - S
(ppm) ’ ~.
204/ "~
104 ¢ e _
O | | | | | | | | | | | | | | | | 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120

t (minutos)

Figura 29. Representacién de las curvas del test del H, espirado normal y de

sobrecrecimiento bacteriano

VI. EACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNFa)

El TNFo se determind en suero mediante ensayo inmunoradiométrico
(Medgenix-TNFa-IRMA). Con este método se utilizaron  varios anticuerpos
monoclonales dirigidos directamente contra diferentes epitopos del TNFa, los cuales
guedaban adheridos a la superficie interna de la parte inferior de un tubo de plastico.
La sefial emitida por el anticuerpo marcado con I'** desencadenaba la reaccion
inmunolégica (467). Tras lavar, la radioactividad ligada al tubo reflejaba la
concentracién del antigeno y ésta se media mediante un contador gamma (I'*°). La
concentracion de TNFa de la muestra se determinaba a partir de una curva de
representacion semi-log de las cpm de la curva estandar frente a la concentracion.
Valores de referencia: 0 - 35 pg/ml. Control de calidad: C.V. intraensayo: 2,2-6,0%;
C.V. interensayo: 2,8-7,0%.
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VIl. DETERMINACION DE LAS MUTACIONES DEL GEN DE LA
HEMOCROMATOSIS

En 60 de los 85 pacientes con EHNA se busco la presencia de alguna de las
2 mutaciones del gen HFE mas frecuentes: Cys 282 Tyr y His 63 Asp. Eran 44
varones y 16 mujeres con una edad media de 45 + 11 afios. La técnica utilizada fue
la reaccidon en cadena de la polimerasa y posterior digestion enzimatica con enzimas
de restriccion (PCR / RFLP) (468). EI ADN se obtuvo a partir de linfocitos de sangre
periférica mediante un proceso de extraccion automatico y usando un extractor de
ADN 340 A (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La PCR se efectu6 en 3
etapas consecutivas: desnaturalizacion del ADN, hibridacion de los cebadores
especificos del gen a sus secuencias complementarias del ADN vy, por ultimo,
elongacion en direccion 5a 3'mediante la incorporacion de deoxinucleétidos
monofosfato al complejo cebador-ADN sustrato. Como enzima ADN polimerasa,
catalizadora de la reaccion, se empleé la denominada Tag-polimerasa. Para
amplificar el exén 2 se utilizaron los cebadores HEME x 2-5"(5"-CTT TGG GCT ACG
TGG ATG ACC) y HEME x 2-3'(5"-CTG GCT TGA AAT TCT ACT GGA AAC C);
para el exdn 4 se utilizaron como cebadores los oligonucleétidos HEME x 4-5"(5-
GGT GTC GGG CCT TGA ACT ACT ACC) y HEME x 4-3'(5"-GGG CTC CCA GAT
CAC AAT GAG G). En una segunda fase, los productos de la PCR fueron digeridos
con las endonucleasas de restriccion Bcl (exdn 2) y Rsa (exén 4), segun protocolo
(Promega, Madison, WI). La presencia de la mutacion H63D destruia el lugar de
accion de la Bcl en el producto de 101 pb (pares de bases), de forma que, mientras
qgue el ADN normal era cortado en 2 fragmentos de 38 y 63 pb, el DNA mutado no
era cortado. En el caso de existir la mutacién C282Y, se creaba un lugar adicional
para la Rsa de forma que el producto de ADN de 228 pb era cortado por este enzima
en 2 fragmentos de 145 y 83 pb en el alelo normal, mientras que en el ADN mutado
se formaban, tras la digestion, 3 fragmentos de 145, 29 y 54 pb. Finalmente, estos
productos obtenidos se sometian a electroforesis en gel de acrilamida y eran

visualizados mediante la tincién con bromuro de etidio.
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VIIl. DETERMINACION DE LOS ALELOS HLA

En 57 de los 85 pacientes con EHNA se analizé el genotipo HLA. Eran 42
varones y 15 mujeres con una edad media de 42 + 9 afos. Las técnicas utilizadas

fueron las siguientes:

Antigenos de CLASE | (A vy B). Fueron detectados serolégicamente mediante la

técnica denominada “ensayo de microlinfocitotoxicidad” (469). Dicho método se basa
en la especificidad de determinados antisueros que reconocen y se fijan a los
antigenos HLA sobre los linfocitos que los presentan, provocando su lisis al afiadir
complemento (reaccidén positiva). Esta reaccion no tiene lugar cuando los linfocitos
en estudio no presentan los antigenos HLA que reconocen los antisueros utilizados
(reaccidon negativa). Se utilizaron linfocitos T aislados a partir de sangre periférica
desfibrinada, los cuales fueron mezclados en placas de multiples pocillos con los
antisueros policlonales correspondientes (instituto Behring, Alemania; Biotest,
Alemania).

Alelos de CLASE Il (DR). Se determinaron mediante amplificacion y tipaje alélico

utilizando el sistema comercial INNO LIPA (Line Probe Assay; Innogenetics,
Bélgica). Este sistema de tipaje se basa en el principio de hibridacion reversa (dot-
blot reverso), segun el cual el ADN amplificado mediante técnica automatica de PCR
(termociclador PCR-9600. Perkin Elmer Cetus) se desnaturaliza y se hibrida con
oligosondas inmovilizadas sobre una membrana en forma de tira. El oligotipaje
reverso se efectud utilizando un sistema automatizado que es capaz de analizar 30
muestras simultdneamente (Autolipa) y de determinar la mayoria de los alelos
descritos para el HLA DR. (470).

El grado de asociacion de los marcadores estudiados a la EHNA se calculd
por comparacion de la frecuencia alélica de cada marcador en la poblacion con
EHNA y en la poblacién normal, para lo que se utiliz6 como control una poblacion ya

estudiada en nuestro hospital y constituida de 176 sujetos sanos de Madrid (471).
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Calculo de frecuencias alélicas. Las frecuencias alélicas se definieron por contaje

directo p=A/2n, siendo A el nimero de individuos que presentaban el alelo objeto de

estudio y n el niumero total de individuos.

IX. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el paquete estadistico SAS

version 12.

Las variables categédricas se han expresado en frecuencias absolutas y
porcentajes. Las variables continuas se han expresado en parametros de tendencia
central y de dispersién, diferentes segun tuviesen o no una distribucion gaussiana
normal en el test de Kolmogorov-Smirnov: media + desviacion estandar, cuando
los valores tenian una distribucion agrupada; mediana y rango intercuartilico, cuando

los valores estaban agrupados.

La comparacién de los porcentajes de las variables categoricas se realizo
mediante el test de la y2. Cuando las variables se presentaban en tablas de dos por
dos y N era menor de 20 o algun valor de los datos observados era inferior a 5, se

empleé el test exacto de Fisher.

La comparacion de las medias de las variables continuas se realizé mediante
la prueba t de Student. Cuando estas variables no tenian una distribucién normal
se utilizé una prueba no paramétrica: el test de Mann-Whitney para muestras no
pareadas. Cuando existian mas de dos grupos independientes, la comparaciéon de
sus medias se realizO mediante el andlisis de la varianza ANOVA, si la distribucion
de las variables era normal y las varianzas eran homogéneas, y el test de Kruskal-

Wallis si no se cumplian estas condiciones.

El andlisis de correlacion entre variables continuas se realizd con el

coeficiente de correlacion de Pearson.

Se considerd estadisticamente significativo un nivel de confianza mayor del

95%, es decir, todo valor de p< 0.05.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA BIOPSIA HEPATICA DURANTE
LAPAROTOMIA QUIRURGICA.

He sido informado sobre el estudio que se esta realizando en el hospital

“Doce de Octubre” en pacientes con Esteatohepatitis no alcohdlica y doy mi

consentimiento para participar como sujeto control, aceptando que se tome una

muestra hepatica durante la cirugia que me van a practicar.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio y comprendo que mi

participacion es voluntaria.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Lugar Fecha

Firma del paciente Firma del investigador
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|. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y CONDICIONES DE
RIESGO PARA LA EHNA

Nuestra serie estd constituida por 85 enfermos con hipertransaminasemia
cronica y diagnéstico clinico-morfologico de EHNA. Todos ellos fueron incluidos en
el presente estudio de forma consecutiva, una vez excluida la exposicion al alcohol
(anamnesis, marcadores biologicos del alcoholismo ausentes, valor de la transferrina
deficiente en carbohidratos en rango normal), descartadas otras causas de
hipertransaminasemia crénica (virales, metabdlicas, autoinmunes), y confirmada la
presencia de las lesiones histoldgicas caracteristicas de la EHNA (esteatosis,

degeneracion hidrépica y algun grado de inflamacién, con o sin fibrosis).

El 74% de los pacientes eran varones y el 26% mujeres, siendo la edad media
en el momento del diagndstico de la enfermedad de 41+12 afios (rango: 20-70 afos;
mediana: 35 afos). El 92% de los sujetos incluidos en nuestro estudio (78/85)
presentaba uno o mas de los factores de riesgo conocidos para la EHNA (Figuras 30
y 31; pag.158 y 159).

La obesidad (IMC > 27 Kg/m?) fue la condicién encontrada con mayor
frecuencia, ya que estaba presente en 65 individuos (77%). La media del IMC fue de
29.5 + 3.6 Kg/m?, con un rango de 27.2-39.4 Kg/m?. Con respecto a los grados de
severidad, la mayoria de los obesos estaban incluidos en el grupo de obesidad leve:
34 individuos presentaban un grado 1 (52%), 24 un grado 2 (37%) y 7 un grado 3
(11%). Ninguin paciente tenia una obesidad mérbida o grado 4 (IMC > 40 Kg/m?). No
se encontraron diferencias significativas en cuanto a la edad ni el sexo entre el grupo
de obesos y el de no obesos; tampoco al analizar estas variables en los distintos
grados de severidad de la obesidad (Tabla 22).
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Tabla 22. Caracteristicas epidemiolédgicas y obesidad en 85 pacientes con
EHNA

N =85 OBESOS NO-OBESOS
n=65 (77%) n=20 (23%) p
SEXO
Varones 47 (72) 16 (80) >0.5
Mujeres 18 (28) 4 (20)
EDAD 41+ 12 43 +13 >0.5
(afios)

La hiperlipemia fue la segunda condicién asociada a la EHNA en orden de
frecuencia (Figura 32; pag.159). Presentaban hipercolesterolemia y/o
hipertrigliceridemia 45 pacientes (53%): 21 (47%) tenian hipertrigliceridemia
(triglicéridos > 150 mg/dl), 8 (18%) hipercolesterolemia (colesterol total > 240 mg/dl),
y 16 (35%) ambas alteraciones asociadas. Los pacientes con hiperlipemia tenian
una edad mayor (44 + 12 afios vs. 39 + 12 afios; p=0.05) y la mayoria eran varones
(67% vs. 33%; p=0.96). Estas diferencias en la distribucion de la edad y sexo fueron
mas marcadas en el grupo de pacientes con cifras de triglicéridos elevadas, aunque

sin alcanzar, en ningun caso, significacion estadistica.

El 20% de los pacientes (17/85) cumplia los criterios diagndésticos actuales de
diabetes; 14 eran diabéticos tipo 2 ya conocidos y en 3 casos el diagndstico se
efectud durante nuestro estudio, al encontrar una glucemia por encima de 200 mg/d|
a los 120 minutos en el test de tolerancia oral a la glucosa. La mayoria de los
diabéticos pertenecia al sexo femenino (59% vs. 41%; p=0.001) y tenia una edad

significativamente mayor (53 + 9 afios vs. 38 + 11 afios; p=0.0001) (Tabla 23).
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Tabla 23. Caracteristicas epidemiolégicas y diabetes en 85 pacientes con
EHNA

N =85 DIABETICOS NO-DIABETICOS
n=17 (20%) n=68 (80%) p
SEXO
Varones 7 (42) 56 (82) 0.001
Mujeres 10 (59) 12 (18)
EDAD 53+9 38+11 0.0001
(afios)

Diecinueve individuos (22%) tomaban alguno de los farmacos implicados en
la aparicion de las lesiones de EHNA. Esta asociacion se encontr6 con mayor
frecuencia entre las mujeres (53% vs. 47%; p=0.002) y en aquellos pacientes de

mayor edad (46 + 11 afios vs. 40 + 12 afios; p=0.05).

FARMACO DE RIESGO N° pacientes
Corticoides 5
Ibuprofeno
Diltiazem
Nifedipino
Anticonceptivos
Tetraciclinas
Acido valpréico

Sulfasalazina

P R R, P NN W W

Acido acetilsalicilico

Ademas, 34 pacientes de nuestra serie (40%) tomaban farmacos que no han
sido relacionados hasta la actualidad con la EHNA. Entre ellos, y por orden de

frecuencia, se encontraron:
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1- Antihipertensivos: Captopril, Lisinopril, Enalapril, Atenolol, Verapamilo.

2- Antiinflamatorios no esteroideos: Diclofenaco, Nabumetona, Indometacina,
Meloxicam.

3- Hipolipemiantes: Bezafibrato, Colestipol, Lovastatina, Provastatina,
Ebastina.

4- Antidepresivos: Paroxetina, Fluoxetina, Depamide.

5- Otros: Antidiabéticos orales, Benzodiacepinas, Haloperidol, Paracetamol,

Teofilina, Insulina, Omeprazol, Alopurinol.

Dos sujetos de nuestro grupo estaban diagnosticados de SAT (2%), aunque
en ambos casos existian también otros factores de riesgo de EHNA asociados.

El 54% del total de individuos (46/85) presentaba varios factores de riesgo
asociados. La obesidad e hiperlipemia fue la asociacibn mas frecuente (32%),
seguida de la obesidad y diabetes (12%) e hiperlipemia y diabetes (10%). Ninguna
de estas asociaciones fue significativamente estadistica (p=1; p=0.833; p=0.587,
respectivamente). Los farmacos y el SAT estaban asociados a otro factor en todos
los casos, especialmente a la obesidad (p=0.129). La asociacion de toma de
farmacos de riesgo y presencia de diabetes o hiperlipemia resultd ser

estadisticamente significativa (p=0.037 y p=0.010, respectivamente).

No se encontr6 ningun factor de riesgo reconocido para la EHNA en 7
pacientes (8%). El 87% de ellos eran varones (p=0.003), incrementandose la
frecuencia del sexo femenino paralelamente al numero de factores de riesgo
asociados. No se hallaron diferencias significativas con relacion a la edad, si bien se
observé que ésta era mayor segun aumentaba el nimero de condiciones de riesgo
presentes en un mismo individuo (1 condicion de riesgo: 35 + 0.5 afos; 4

condiciones: 55 + 5 afios).
Con respecto a otros factores, cuyo papel patogénico es incierto pero que

cada vez se describen con mayor frecuencia en los enfermos con EHNA, el 29% de

sujetos presentaban entre sus antecedentes hipertension arterial (25 individuos) y
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el 26% hiperuricemia (22 casos). La mayoria de pacientes con EHNA e
hipertension arterial eran mujeres (48% vs. 52%; p=0.001), mientras que un 92% de
los hiperuricémicos pertenecian al sexo masculino (92.31% vs. 7.69%; p=0.016).

Siete pacientes (8%) cumplian los criterios diagnosticos del “sindrome X”
(diabetes y dos o mas de los siguientes: IMC>30 Kg/m? HTA; Triglicéridos > 150
mg/dl y/o HDL-colesterol < 35 mg/dl). Ademas, entre los 41/85 pacientes sin
diabetes conocida en quienes se efectud el test de tolerancia oral a la glucosa, 10
(24%) fueron diagnosticados también de sindrome X (2 diabéticos, 4 intolerantes a la
sobrecarga con glucosa, 4 con hiperinsulinemia normoglucémica). La presencia del
sindrome X se asoci6 de forma significativa al sexo femenino (86% vs. 14%;
p=0.001) y a una edad mas avanzada (57 + 5 afios vs. 40 + 12 afos; p=0.0001). No

se encontrd la asociacion descrita entre hiperuricemia y dicho sindrome (p=0.334).

OB= OBESIDAD
DB= DIABETES
HP= LIPERLIPEMIA
F= FARMACOS

Figura 30. Factores de riesgo para EHNA hallados en los 85 pacientes
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Figura 31. Distribucién de los factores de riesgo para EHNA en los 85

pacientes

Figura 32. Frecuencia de los distintos factores de riesgo para EHNA obtenida
en los 85 pacientes
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Il. MANIFESTACIONES CLINICAS Y EXPLORACION FiSICA

El 85% de los 85 pacientes con EHNA estaba asintomatico. Entre los
enfermos con algun sintoma, la molestia en hipocondrio derecho fue la mas

frecuente (54%), seguido de la astenia (38%) y del prurito (8%).

En sélo 13 sujetos (15%) se encontraron algun signo patologico en la
exploracién fisica. Entre ellos, la hepatomegalia fue el hallazgo mas frecuente: 10
pacientes. En 2 enfermos se observaron estigmas cutaneos de hepatopatia cronica.
Un ultimo paciente presentaba esplenomegalia como signo de hipertension portal.

Ill. DATOS DE LABORATORIO

En la bioquimica hepatica se encontraron valores de ALT por encima de la
normalidad (>45 U/L) en 77 casos (91%), de AST (>45 U/L) en 24 (28%), de GGT
(>52 U/L) en 43 (51%) y de fosfatasa alcalina (>295 U/L) en 4 (5%). El cociente
AST/ALT resultdé menor de 2 en los 85 enfermos y menor de uno en 82 (96%).
Presentaban hiperbilirrubinemia (>1 mg/dl) 8 sujetos (10%). Otros parametros de
funcién hepatocelular, como la tasa de protrombina (>70%) y el valor de la
albumina sérica (>3,5 mg/dl), resultaron estrictamente normales en todos los casos.
La colinesterasa estaba disminuida (<3.000U/L) en 4 casos (10%). Ningun paciente
presentaba anemia (Hb<12 g/dl) ni leucopenia (leucocitos<3,500/L). Se hallo
trombopenia (plaquetas<150,000/mm?®) en 6 casos (7%) y macrocitosis (VCM>100fl)
en 2 (2.5%). Cinco sujetos (7%) tenian hipergammaglobulinemia (>24g/dl).

Con respecto al estudio etiolégico de hipertransaminasemia cronica, los
valores plasméaticos de ol-antitripsina, cobre y ceruloplasmina, asi como la
determinacion de cobre y porfirinas en orina, resultaron normales en todos los casos
(un sujeto presentaba hipoceruloplasminemia leve, con cupremia y cupruria dentro
de la normalidad). Todos los pacientes presentaban anticuerpos para el VHC
negativos; 6 enfermos (7%) tenian serologia de inmunizacién para el VHB (anti-HBs

positivo), pero el AgHBs era negativo en los 85 casos. En el estudio de
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autoinmunidad, 2 pacientes tenian ANA positivos, a titulo 1/80 y 1/160
respectivamente, y 8 individuos presentaban AML, con un titulo de 1/20 en 6 casos y
de 1/40 y 1/160 en los 2 restantes; los AMC y a-LKM fueron negativos en todos los

sujetos.

En cuanto a los resultados del estudio de las lipoproteinas y apoproteinas,
se obtuvo un valor por debajo de la normalidad para la apo-B en un caso (1.4%),
mientras que la apo-A tenia un valor dentro del rango normal en todos los pacientes.
Al analizar las fracciones HDL y LDL del colesterol, 15 sujetos (22%) tenian valores
de HDL-colesterol y 20 (29%) de LDL-colesterol de reconocido riesgo cardiovascular
(HDL<35 mg/dl; LDL>160 mg/dl). La mayoria de enfermos con cifras de
lipoproteinas de riesgo eran varones (14:1 en el caso de la HDL y 13:7 en el de la
LDL), siendo la edad menor para aquellos con valores de HDL de riesgo (36.46 +
8.33 vs. 41.12 +£12.03) y mayor para aquellos con valores de LDL elevados (45 +
11.61 vs. 38.90 +12.06). No se encontraron diferencias importantes en el IMC entre
aguellos pacientes con o sin hiperlipemia ni entre los que presentaban cifras de HDL

o LDL-colesterol de riesgo cardiovascular.

En la Tabla 24 se reflejan los valores medios de los distintos parametros
analiticos estudiados en el grupo de los 85 pacientes con EHNA.
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Tabla 24. Determinaciones analiticas generales, de funcion hepatica, y de
estudio de hepatopatia en nuestra serie de 85 pacientes con EHNA

DATOS ANALITICOS X£DS RANGO MEDIANA
Hemoglobina (g/dl) 154+1.0 13.2-18.7 14.6
Leucocitos (x 107/1) 7,134 + 1,625 4,400-11,200 6,200
Plaquetas (x 10°/ul) 224 + 55 100-358 224
Actividad de protrombina (%) 96.4+9.3 69-120 100
Albumina (g/dl) 49 £04 3.9-5.7 5
Bilirrubina (mg/dl) 0.7+0.3 0.2-2.1 0.5
AST (UNL) 45.4 + 28.6 19-166 37
ALT (U/L) 90.3 +58.4 32-422 74
AST/ALT 0.5+0.2 0.25-1.4 0.5
GGT (U/L) 76.9 £ 67.5 18-344 39
F.Alcalina (U/L) 171.3+74.6 60-489 155
Glucosa (mg/dl) 109 + 36 72-327 99
Acido Urico (mg/dl) 6.13+3 3.2-9.9 6.2
Colesterol total (mg/dl) 211+ 49 95-370 203
Triglicéridos (mg/dl) 158.6 + 82 52-411 131
HDL-Colesterol (mg/dl) 43.4+11.6 27-93 35
LDL-Colesterol (mg/dl) 139.2 £ 45.1 23-298 103
VLDL-Colesterol (mg/dl) 27.4+18.2 5-82 19
VLDL-Trigliceridos (mg/dl) 83.9+66.2 21-325 29
Apoproteina A (mg/dl) 158.2 + 34.7 112-299 150
Apoproteina B (mg/dl) 130.1 +39.3 152-249 112
Gammaglobulinas (g/dl) 18.0 + 3.6 12-29 17
Colinesterasa (U/L) 11645 + 2924 10144-17670 11460
ol-Antitripsina (mg/100) 143.2+ 45.6 70-348 126
Cobre (ug/dl) 96.5 +18.3 64-165 106
Ceruloplasmina (mg/dl) 33.4 +£13.6 16-126 31
Hierro (ug/dl) 103.4+£34.4 42-212 101
Ferritina (ng/dl) 273.7 £ 208.2 15-993 213
Saturacién de transferrina (%) 30.5+10.7 10-69 30
VCM (FI) 89.3+5 80-109 87
CDT (U/L) 14.6 + 4 6.1-21 16

Al comparar el valor de los enzimas hepéaticos segun los factores de riesgo
para la EHNA (Tabla 25), se encontré que los valores de ALT eran significativamente
mayores en aquellos pacientes con EHNA e hiperlipemia (p=0.01). No se hallaron
diferencias significativas en las cifras de enzimas hepéticos en relacion con el sexo,
la existencia de diabetes, obesidad, o toma de farmacos de riesgo. Los dos casos

con SAT presentaban cifras de GGT significativamente menores (p=0.0001).
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Tabla 25. Enzimas hepéaticos y factores de riesgo en 85 pacientes con EHNA

FACTOR RIESGO AST ALT GGT FA
n (UIL) (UIL) (UIL) (UIL)
Varones (63) 43 +24 89 +42 78 £ 67 162 £ 72
Mujeres  (22) 52 + 37 94 + 90 75 + 68 192 +75
p=0.3 p=0.7 p=0.8 p=0.07
Obesidad  (65) 44 + 25 89 + 48 82 + 70 176 + 80
No-obesidad (20) 50 + 39 96 + 85 59 + 55 152 + 48
p=0.5 p=0.7 p=0.1 p=0.1
Hiperlipemia (45) 52+ 34 98+71 83+ 70 179+ 84
No-hiperlip. (40) 38 +18 82+ 38 70 + 65 162 + 63
p=0.01 p=0.1 p=0.3 p=0.3
Diabetes  (17) 50 + 30 85 + 58 76 £ 73 192 + 87
No-diabetes (68) 44 + 28 92 +59 77 + 66 166 + 71
p=0.5 p=0.6 p=0.9 p=0.2
Farmacos (19) 58 + 40 114 + 99 94 + 77 205 + 107
No-farmacos (66) 42 + 23 83+ 38 72 + 64 161 + 59
p=0.1 p=0.2 p=0.2 p=0.1
SAT 2) 100 + 93 232 + 268 37+2 158 + 60
No-SAT (83) 44 + 25 86 + 46 78 + 68 172+ 75
p=0.5 p=0.5 p=0.0001 p=0.8

IV. ULTRASONOGRAFIA ABDOMINAL

En 58 de los 85 pacientes (68%) se observé alguna alteracion en la ecografia

abdominal. El dato hallado con mayor frecuencia fue la hiperecogenicidad hepatica o

“patrén brillante”, observado en 55 pacientes (65%). En otros 3 casos existian datos

de HTP como dilatacion del eje esplenoportal y esplenomegalia.
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V. HALLAZGOS HISTOLOGICOS

Los hallazgos morfologicos se resumen en la siguiente tabla:

Resultados

Tabla 26. Caracteristicas histopatoldgicas del higado en los 85 pacientes con

EHNA

CILINDRO HEPATICO

Tamafio (mm)
Espacios porta (n°)

ESTEATOSIS

Tipo: Macrovesicular
Microvesicular

Mixta

Localizacién:

Centrolobulillar

Difusa

Grado: 1 (0-10%)
2 (10-25%)
3 (25-50%)
4 (>50%)

INFLAMACION (GRADO)

Lobulillar

Portal-periportal

FIBROSIS (ESTADIO)

NUCLEOS CLAROS
LIPOGRANULOMAS
CUERPOS ACIDOFILOS
HIALINA DE MALLORY

MEGAMITOCONDRIAS

SIDEROSIS

0
1
2
3
4

LO
L1
L2
L3
L4

PO
P1
P2
P3
P4

FO
F1
F2
F3
F4

26 (31)

0
59

64
21
13
21

23
28

61
58
35
17
17
69
13

2

1
0

)
(69)

(75)
(25)

(15)
(25)
(27)
(33)

1)
(54)
(34)

(5)

(6)

(41)
(39)
(12)
(8)
©)

(39)
(50)
(8)
(7)
©)

(72)
(68)
(41)
(20)
(20)
(81)
(16)

()

1)
©)
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Todos los pacientes presentaban esteatosis, cambio hidrépico e inflamacién

en distintos grados:

La esteatosis era del tipo mixto, macro-microvesicular, en la mayoria de los
casos (69%) y macrovesicular en el resto (31%); no encontramos ningun caso de
esteatosis microvacuolar aislada. La distribucion de la infiltracibn grasa era
fundamentalmente centrolobulillar (75%) o difusa (25%). Al analizar la severidad de
la esteatosis, segun los 4 grados previamente establecidos, se obtuvo una
puntuacion media de 2.7 + 1, siendo la mediana de 3 (25-50% de hepatocitos con
grasa). No se hall6 asociacion estadistica entre el tipo de esteatosis y su localizacion
(p=0.186). La esteatosis macrovacuolar analizada de manera independiente era
intensa, afectando como media al 33% de hepatocitos (rango = 5-80%; mediana:
25%). La microesteatosis era leve en todos los casos (media: 6%; rango = 0-30%;

mediana: 5%).

La actividad inflamatoria global, considerada como la suma de la lobulillar
(L) y portal-periportal (P), resultd ser de intensidad leve en la mayoria de los casos,
con una media de 1.2 + 0.7 puntos y una mediana de 1. El 54% de enfermos
presentaba una actividad inflamatoria lobulillar poco intensa (L1), con neutrdéfilos
sinusoidales y escaso cambio hidropico (puntuacion media de 1.6 + 0.8; mediana de
1). También la mayoria de los pacientes presentaban escaso infiltrado inflamatorio
portal (41% con POy 39% con P1), con una media de 0.87 + 0.9 y mediana de 1. Se
encontré infiltrado periportal, P2 6 P3, en el 12 y 8% de enfermos, respectivamente.

Ningun caso presentaba un infiltrado periportal intenso (P4).

El estadio de fibrosis (F) tenia una puntuacion media de 0.87 + 0.8, con una
mediana de 1. El 50% de los higados estudiados presentaban fibrosis sinusoidal en
la zona 3 (F1). La fibrosis estaba ausente en el 35% de casos (F0). Ningun enfermo

se encontraba en un estadio de cirrosis (F4).
Con respecto a otros hallazgos morfolégicos asociados frecuentemente a
la EHNA, se observaron ndcleos glucogenados en 61 casos (72%), lipogranulomas

en 58 (68%), cuerpos aciddfilos en 35 (41%), mitocondrias gigantes en 17 (20%) e
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hialina de Mallory en 17 (20%). La distribucion de los nudcleos glucogenados fue
periportal o difusa con una frecuencia similar (51 y 49%, respectivamente). Hallamos
siderosis hepética en 16 pacientes (19%), aunque en la mayoria de los casos en
cantidad leve (13 pacientes con grado 1; 2 con grado 2; 1 con grado 3; O pacientes
con grado 4). En la mayoria de los casos el hierro tenia una distribucion
hepatocitaria o mixta, hepatocitaria-Kupfferiana, (7 y 6 casos respectivamente). El
anico caso con siderosis severa tenia una distribucién mixta y todos aquellos con

depdsito en las células de Kupffer eran leves.

Al comparar el valor de las lesiones histoldgicas hepaticas segun los factores
de riesgo para EHNA, se obtuvo una asociacion muy significativa entre el sexo
femenino y el estadio de fibrosis (varones: 1.71+0.72; mujeres: 2.31+0.9; p=0.008).
También se encontrd dicha asociacion entre la diabetes y la severidad de la lesion
histoldgica, tanto en el estadio de fibrosis (p=0.001) como en la inflamacion, lobulillar
(p=0.02) y portal-periportal (p=0.01). Sin embargo, no se hallé relacion entre la
presencia de diabetes y la severidad o el tipo de esteatosis. No se encontrd ninguna
asociacion significativa para el resto de condiciones de riesgo (obesidad,

hiperlipemia, toma de farmacos) (Tabla 27).
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Tabla 27. Lesiones histoldgicas y factores de riesgo en 85 pacientes con EHNA

Resultados

Esteatosis |Macrov |Microv L P F
(1-4) (%) (%) (0-4) | (0-4) (0-4)
X+DS |X+DS | X#DS | X+DS | X+DS | X+DS
Diabetes (17)| 2.9+1 34422 | 6.4+5 |2.1+1.1 | 1.5+1.1 | 1.7+1.1
No-diabet. (68) | 2.7+1 32+22 6.2+7 |1.4+0.7 | 0.7+0.8 | 0.6+0.5
p=0.5 p=0.7 p=0.8 |p=0.02 | p=0.001 | p=0.002
Obesidad (65) | 2.7+1 31+21 | 5.947 |1.5+0.8 | 0.8+0.9 | 0.87+0.8
No-obesos (20) | 2.9+1 38425 | 7.3+7 |1.7+0.9 | 0.9+0.8 | 0.85+0.8
p=0.4 p=0.2 p=0.4 p=0.5 | p=0.6 p=0.8
Hiperlipem.(45) | 2.6+1 30+19 5.9+7 |1.6+0.8 | 0.840.9 | 0.9+0.8
No-hiperlipe(40) | 2.9+1 36424 | 6.6#6 |1.5+0.8 | 0.9£0.9 | 0.7+0.8
p=0.3 p=0.2 p=0.6 p=0.7 | p=0.4 p=0.3
Farmacos (19) | 2.6+1 30422 | 4.5+6 [1.7+#1 | 0.9+1.1 | 1.0+1
No-farmaco (66) | 2.8+1 33t22 | 6.747 |1.5+0.7 | 0.8+0.8 | 0.8+0.7
p=0.5 p=0.5 p=0.1 | p=0.3 | p=0.7 p=0.3

Esteatosis: grados 1-4; Macrov: macrovesicular; Microv: microvesicular; L: actividad inflamatoria
lobulillar (severidad de 0 a 4); P: actividad inflamatoria portal-periportal (severidad de 0 a 4);

F:estadio (severidad de 0 a 4).

VI. DETERMINACIONES EN TEJIDO HEPATICO DE CARNITINA,
CARNITIN-PALMITOIL-TRANSFERASA Y DE LA ACTIVIDAD DE LA
CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

- CARNITINA Y CARNITIN-PALMITOIL-TRANSFERASA (CPT)

No se encontraron variaciones estadisticamente significativas en el contenido
hepatico de carnitina total ni de carnitina libre entre los pacientes con EHNA y los

controles. Al determinar la carnitina esterificada con acidos grasos, se obtuvo un
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aumento significativo de los ésteres de carnitina de cadena larga en los enfermos al
comparar con los controles y una disminucion de los ésteres de cadena corta en los

enfermos con EHNA comparado con los controles.

Por otro lado, la actividad hepéatica de la CPT en los pacientes con EHNA no

fue diferente de la de los controles (Tabla 28; Figura 33, pag.170).

Tabla 28. Contenido hepatico de carnitinay CPT

PACIENTES EHNA CONTROLES
n =26 n=14 p
CT 8.73+2.15 10.5+ 3.0 0.364
CL 5.49 + 1.96 6.16 £ 2.9 0.315
CCL 0.60 +0.33 0.38 +£0.22 0.043
CCC 248+ 1.24 3.81+1.25 0.012
CPT 5.54+1.38 5.93+1.27 0.371

CT: carnitina total; CL: carnitina libre; CCL: ésteres de carnitina de cadena larga; CCC: ésteres de
carnitina de cadena corta; CPT: carnitin-palmitoil-transferasa. Unidades: carnitina y ésteres

(nmol/mg); CPT (nmol/min/mg).

- CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL (CRM)

En el grupo de pacientes con EHNA la actividad de todos los complejos
enzimaticos de la CRM estaba reducida de forma significativa con respecto a los

controles (Tabla 29).
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Tabla 29. Actividad hepética de los complejos de la CRM en la EHNA vy

controles

COMPLEJO EHNA CONTROLES

CRM (n1/ny) n,=18 n,=11 p

I (7/11) 23.5+10 36.3 £6.2 0.004
1 (8/10) 24.3 +6.2 36.8 +8.8 0.002
11 (15/10) 34.0 £12.3 49.0+£11.1 0.005
\Y] (16/10) 20.7+4.8 34.8 £11.0 0.002
V (3/4) 60.0 £ 16.0 132.4 £+34.2 0.02

Unidades: nmol min® mg™* NCP/nmol min® mg™* CS

La actividad del complejo | (NADH CoQ; oxidoreductasa) estaba disminuida al
64% con respecto a la normalidad; la del complejo II (Succinato CoQg
oxidorreductasa) al 65%; la del complejo 11l (QH>—Ubiquinol citocromo C reductasa)
al 69%; la del complejo IV (Citocromo C oxidasa) al 59% y la del complejo V
(ATPasa) al 45% (Figura 34; pag.170). Ademas, la mayoria de los pacientes con
EHNA tenia un valor para cada uno de los complejos inferior a la media menos una
desviacion estandar (el 80% de los enfermos en el caso del complejo I; el 75% en el
caso del Il; el 45% para el lll; el 85% en el IV y todos los pacientes en el caso del

complejo V).
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EHNA
O Controles

Figura 33. Concentracion hepatica de carnitina total (CT), carnitina libre (CL),

ésteres de carnitina de cadena larga (CCL), ésteres de carnitina de cadena
corta (CCC), y carnitin-palmitoil-transferasa (CPT). Unidades: nmol/mg para CT, CL,
CCL y CCC; nmol/min/mg para CPT. *p<0.05

65%

Figura 34. Actividad porcentual de los complejos de la CRM en los pacientes

con EHNA comparado con los individuos controles
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VIl. ESTUDIO DE LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA EN LA
EHNA: TOLERANCIA ORAL A LA GLUCOSA, INSULINEMIA,
PEPTIDO C, GLUCAGON. INDICES DE INSULINA

- TEST DE TOLERANCIA ORAL A LA GLUCOSA

En 41 de los 85 casos con EHNA se efectuo el test de tolerancia oral a la
glucosa y el resultado fue normal en 31 pacientes (75%), mientras que aparecio
algun tipo de intolerancia en los 10 sujetos restantes (25%). Dicha intolerancia
consistié en intolerancia a la sobrecarga con glucosa en 5 (12%), intolerancia a la
glucosa en ayunas en 2 (5%) y diabetes en 3 casos (8%). El 70% de los sujetos
pertenecian al sexo masculino en ambos grupos y la edad era mayor entre los
intolerantes, aunque sin diferencias estadisticamente significativas. (45 + 14 afios vs.
40 + 12 afos; p=0.352). La obesidad estaba presente en un alto porcentaje de
sujetos en ambos grupos (en el 60% de intolerantes y en el 90% de

normotolerantes).

- DETERMINACION PLASMATICA EN AYUNAS DE GLUCEMIA, INSULINA,
PEPTIDO C Y GLUCAGON EN PACIENTES Y CONTROLES

El grupo de 41 pacientes con EHNA presentaba una glucemia basal
significativamente mayor que el grupo de 22 sujetos sanos: 95 + 15 mg/dl, rango: 66-
147 mg/dl vs. 82 + 10 mg/dl, rango: 66-104 mg/dl; p=0.0008.

Existia hiperinsulinemia (IRI>15 uU/ml) en el 56% de los pacientes con
EHNA (23/41 enfermos), mientras que los 22 individuos utilizados como controles
presentaban cifras normales (IRI<15 uU/ml). Ademas, al comparar los valores
medios de insulina entre ambos grupos, se hallaron valores significativamente
mayores entre los pacientes (EHNA: 16.16 + 7.6 uU/ml, rango: 5-37 pU/ml;
controles: 7 + 3.3 uU/ml, rango: 1.6-13.6 pU/ml; p=0.0001) (Tabla 30; pag.173). No
se encontraron diferencias en la distribucién segun la edad ni el sexo entre los

pacientes con EHNA hiperinsulinémicos y normoinsulinémicos.
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El péptido C tenia un valor por encima de la normalidad (>4 ng/ml) en 11 de
los 41 pacientes con EHNA (27%), mientras que era normal en todos los controles.
El valor medio del péptido C en los pacientes fue de 3.6 + 1.3 ng/ml (rango: 1.7-7.5
ng/ml), y en los controles de 1.9 + 0.9 ng/ml (rango: 0.5-4 ng/ml), siendo esta

diferencia estadisticamente significativa (p=0.0001) (Tabla 30; pag.173).

Los valores del glucagén fueron similares en los 15 enfermos con EHNA en
los que se cuantificd y en los 22 sujetos sanos (EHNA: 24.73 + 7.18 pmol/l; control:
26.75 + 6.94 pmol/l; p=0.4). Al determinar el cociente insulina/glucagon en ambos
grupos, se comprobé que los pacientes con EHNA tenian un cociente
significativamente mas alto (EHNA: 4.9 + 3.2; controles: 2.6 + 1.2; p=0.004) (Tabla
30; pag.173).

- INDICES DE__INSULINORRESITENCIA, FUNCION DE LA CELULA B-
PANCREATICA Y EXTRACCION HEPATICA DE LA INSULINA

e Pacientes con EHNA vs. controles

Con el fin de investigar si la hiperinsulinemia encontrada en los enfermos con
EHNA podia justificarse por un aumento de la resistencia a la accion periférica de la
insulina ({ ratio glucosa / insulina), un incremento en la secrecién de insulina por la
célula B-pancreéatica (I ratio glucosa / péptido C) y/o por una disminucién en la
extraccion hepética de la insulina (¥ ratio péptido C / insulina), en una primera fase
se calcularon estos indices en el grupo de pacientes con EHNA y el grupo control y
se analizaron los resultados. Esta comparacion reveld que el grupo con EHNA tenia
un aumento estadisticamente significativo en el indice de insulinorresistencia, un
incremento en la sintesis pancreética de insulina y por Gltimo, una disminucién en el

metabolismo hepéatico de la insulina (Tabla 30).
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Tabla 30. Valores de glucosa, insulina, péptido C e indices de insulina en
pacientes con EHNA y controles

EHNA CONTROLES

n=41 n=22 p
G 95+ 15 82+ 10 0.0008
IRI 16.2+7.6 7.0+3.3 0.0001
PC 3.6+13 1.9+0.9 0.0001
G/IRI 55+ 25 1125+ 58.4 0.0002
G/PC 49+15 8.2+3.8 0.0006
PC/IRI 114+ 3.8 14+ 4.8 0.034

G: glucemia basal (mg/dl); IRl insulina (uU/ml); PC:. péptido C (ng/ml); ratio GI/IRI:
insulinorresistencia; ratio G/PC: sintesis pancredtica de insulina; ratio PC/IRI: extracciéon hepética

de insulina

e Pacientes con EHNA: Normotolerantes vs. intolerantes

En una segunda fase se evalué si dentro del grupo de pacientes con EHNA
existian diferencias en estos parametros segun que fuesen normotolerantes (n=31) o
intolerantes (n=10) a la sobrecarga oral con glucosa. No se encontraron variaciones
estadisticamente significativas en los valores de insulina, péptido C, ni en ninguno
de los indices de insulina al comparar ambos grupos (Tabla 31). Existia
hiperinsulinemia (IRI>15 pU/ml) tanto en el subgrupo de enfermos intolerantes como
en el del normotolerantes: 9/10 (90%) vs. 14/31 (45%). El péptido C estaba
aumentado (>4 ng/ml) en 3 casos del grupo de intolerantes (30%) y en 8 del grupo

de normotolerantes (26%).
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Tabla 31. Valores de glucosa, insulina, péptido C e indices de insulina en
pacientes con EHNA normotolerantes e intolerantes a la sobrecarga oral de

glucosa
NORMOTOLERANTES INTOLERANTES
n=31 n=10 p

IRI 16.2+7.9 15.7+8.3 0.890
PC 35+14 3.7+1.4 0.713
G/IRI 54 +25 62 + 27 0.420
G/PC 4.7+15 52+1.7 0.464
PC/IRI 11.5+4.3 11.8+2.8 0.789

IRI: insulina (uU/ml); PC: péptido C (ng/ml); G: glucemia basal (mg/dl); ratio G/IRI:
insulinorresistencia; ratio G/PC: sintesis pancreéatica de insulina; ratio PC/IRI: extraccion hepatica

de insulina

De manera global, el 59% de pacientes (24/41) mostraron alguna forma de
alteracion en el metabolismo de la glucosal/insulina: 7 (17%) intolerantes a la
sobrecarga oral con glucosa, 3 diabéticos tipo 2 (8%) y 14 (34%) normotolerantes
con hiperinsulinemia (Figura 35)

Figura 35. Distribucién de la tolerancia a la glucosa en 41 pacientes con EHNA
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e Pacientes con EHNA normo e intolerantes vs. controles

También se compararon de manera independiente los dos grupos de
pacientes, normo e intolerantes, frente a los controles sanos. La insulinemia, los
niveles de péptido C y los indices de insulinorresistencia y de sintesis pancreética de
insulina estaban significativamente aumentados en ambos grupos de enfermos.

La comparacion de normotolerantes vs. controles arrojé los siguientes
valores: IRI=16.2 + 7.9 uU/ml vs. 7 + 3.3 uU/ml, p=0.0001; PC=3.5 + 1.4 ng/ml vs.
1.9 + 0.9 ng/ml, p=0.0002; G/IRI=54.1 + 25.5 vs. 112.5 + 58.4, p=0.0002; G/PC=4.7 +
1.5vs. 8.2 + 3.8, p=0.0005.

Por otro lado, la comparacion de intolerantes vs. controles resultdo ser la
siguiente: IRI=15.7 + 8.3 vs. 7 + 3.3 uU/ml, p=0.0001; PC= 3.7 + 1.4 ng/ml vs. 1.9 +
0.9 ng/ml, p=0.003; G/IRI=62.0 + 26.6 vs. 112.5 + 58.4, p=0.002; G/PC=5.2 + 1.7 vs.
8.2 + 3.8, p=0.004.

El indice que expresa el metabolismo hepatico de la insulina (PC/IRI) era
similar en el grupo de enfermos intolerantes y el de los controles (11.8 £ 2.8 vs. 14 +
4.8; p=0.1), mientras que el grupo de los tolerantes lo mantenia significativamente
alterado (11.5 + 4.3 vs.14 + 4.8; p=0.046).

e Pacientes con EHNA e hiperinsulinemia vs. normoinsulinemia

También se comparo el subgrupo de pacientes con EHNA e hiperinsulinemia
(IRI>15 pU/ml) con el subgrupo de pacientes con EHNA e insulinemia en rango
normal (IRI<15 pU/ml) (Tabla 32).

El grupo de pacientes hiperinsulinémicos tenia valores mas elevados de
péptido C y mayor insulinorresistencia y sintesis de insulina, asi como una

disminucién en el metabolismo hepatico de la insulina.
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Tabla 32. Péptido C y cocientes de insulina en pacientes con EHNA

hiperinsulinémicos y normoinsulinémicos

HIPERINSULINEMICOS NORMOINSULINEMICOS

(IR1'> 15 pU/ml) (IRl <15 pU/ml)
n=23 n=18 p
PC 4.36 £1.39 2.84+0.77 0.0001
G/IRI 39.2+12.6 71.6 £ 23.5 0.0001
G/PC 42+15 548+ 1.3 0.008
PC/IRI 94+2 13.3+4.3 0.0005

IRI: insulina (uU/ml); PC: péptido C (ng/ml); G: glucemia basal (mg/dl); ratio G/IRI:
insulinorresistencia; ratio G/PC: sintesis pancreatica de insulina; ratio PC/IRI: extraccion hepatica

de insulina

e Pacientes con EHNA normoinsulinémicos vs. controles

También se investigd si los pacientes con EHNA y normoinsulinémicos
(IRI<15 pwU/ml) tenian alguna alteracion en la homeostasis de la glucosa, a pesar de
tener cifras normales de insulina. Para ello, se establecieron comparaciones entre

este grupo y el de los controles sanos (Tabla 33).
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Tabla 33. Péptido C y cocientes de insulina en pacientes con EHNA

normoinsulinémicos y controles sanos

PACIENTES CON EHNA CONTROLES
NORMOINSULINEMICOS
n=18 n= 22 p
PC 2.84+0.77 1.98 +£ 0.86 0.001
G/IRI 71.6 +23.5 1124+ 58.4 0.005
G/PC 548+ 1.3 8.2+ 3.86 0.004
PC/IRI 13.3+4.3 14+4.8 0.6

PC: péptido C (ng/ml); G: glucemia basal (mg/dl); IRI: insulina (uU/ml); ratio G/IRI:
insulinorresistencia; ratio G/PC: sintesis pancredtica de insulina; ratio PC/IRI: extraccion hepética

de insulina

Los resultados revelaron cifras de péptido C mayores en los pacientes con
EHNA y normoinsulinemia que en los controles, aunque significativamente menores
que las de los hiperinsulinémicos, asi como un aumento en los indices de
insulinorresistencia y de sintesis de insulina, aunque también menores que los de los
hiperinsulinémicos. La extraccion hepatica de insulina, sin embargo, fue analoga en

ambos grupos.

. Pacientes con EHNA y valores plasmaticos de péptido C elevados

vs. normales

En los 11 pacientes con EHNA gue tenian valores elevados de péptido C (>4
ng/ml), se encontr6 también hiperinsulinemia acompafiada de insulinorresistencia y
aumento de la sintesis de insulina, pero no se detectd en este grupo de pacientes
una alteraciéon en la extraccion de la insulina por el higado al comparar con el grupo
de EHNA con péptido C normal (Tabla 34).
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Tabla 34. Insulina y cocientes de insulina en pacientes con EHNA y niveles
altos o normales de péptido C

PC >4 ng/ml PC <4 ng/ml
n=11 n=30 p
IRI 25.2+£7.7 129+ 4.8 0.0003
G/IRI 33.5+10.8 63.3+24 0.0001
G/PC 3.2+0.5 55+1.3 0.0001
PC/IRI 104+ 2.0 11.8+4.3 0.1579

PC. péptido C (ng/ml); IRl insulina (uU/ml); G:. glucemia basal (mg/dl); ratio G/IRI:
insulinorresistencia; ratio G/PC: sintesis pancreéatica de insulina; ratio PC/IRI: extracciéon hepética

de insulina

VIII. TEST DEL HIDROGENO ESPIRADO

El test del H, espirado resulté anormal (positivo) en 16 (29%) de los 56
pacientes con EHNA en quienes se efectu6 la prueba, mientras que fue normal
(negativo) en los 40 (71%) enfermos restantes.

Al comparar ambos subgrupos, no se encontraron variaciones
estadisticamente significativas en cuanto a la edad, sexo, ni niveles de enzimas
hepaticos entre aquellos pacientes con el resultado del test positivo 0 negativo
(Tabla 35).
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Tabla 35. Test del hidrégeno espirado y caracteristicas epidemioldgicas y de

laboratorio en 56 pacientes con EHNA

TEST H, (+) TEST H, ()

n=16 n=40 p
Edad (afios) 41 +£11 39+11 NS
Sexo (v/m) 11/ 5 3317 NS
AST (U/L) 50 +40 38 +17 NS
ALT (U/L) 97 + 98 84 £ 35 NS
GGT (U/L) 67 + 52 72 + 60 NS
FA  (UIL) 175 + 90 172 + 69 NS

Tampoco se hall6 asociacion significativa entre la lesion histolégica y el

resultado de la prueba (Tabla 36).

Tabla 36. Test del hidrégeno espirado y lesiones histolégicas hepaticas en 56

pacientes con EHNA

LESION TEST H, (+) TEST H, ()
HISTOLOGICA n=16 n=40 p
Esteatosis (grado) 28+1 27+1 NS
E.Macrovesicular (%) 33120 31+22 NS
E.Microvesicular (%) 67 66 NS
Inflamacion (grado)

Lobulillar 16+1 1.4+0.7 NS

Portal-peri. 09+1 0.6+0.7 NS
Fibrosis (estadio) 0,7+0.8 0.7+05 NS

Grado de esteatosis (0-4); %: porcentaje de hepatocitos con esteatosis macrovesicular

Imicrovesicular; grado de inflamacién (0- 4); estadio de fibrosis (0-4)
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La mayoria de los enfermos con EHNA a quienes se les efectud el test
presentaban uno o varios factores de riesgo para la enfermedad: la obesidad estaba
presente en el 79% de los pacientes, la hiperlipemia en el 51%, y el 20% tomaba
algun farmaco de riesgo. No se encontré ningun factor etiolégico conocido en 5
casos (9%). Al correlacionar la presencia de dichos factores con el resultado de la
prueba, se obtuvo una asociacion significativa entre la existencia de factores de
riesgo y la positividad del test ya que los 5 pacientes sin ningun factor de riesgo,
tenian un test de sobrecrecimiento bacteriano negativo. En el andlisis multivariado,
no se encontrd ninguna asociacion entre el resultado del test y la obesidad (OR: 1.7;
IC: 0.3-9.4; p=0.493), pero si entre un resultado positivo y la existencia de
hiperlipemia (OR: 6.7; 1C:1.5-29.9; p=0.01) o toma de farmacos de riesgo (OR: 4.9;
IC: 1.0-22.3; p=0.037) (Figura 36).

O Test H2 (+)
B Test H2 (-)

Figura 36. Test del H, espirado y factores de riesgo para la EHNA
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IX. NIVELES DE TNFa EN SUERO

La concentracion sérica de TNFa fue medida en 63 pacientes con EHNA y los
valores obtenidos fueron: media: 24.4 +15 pg/ml; rango: 5.4-88 pg/ml; mediana: 20
pg/ml. Solo 13 (21%) pacientes presentaban niveles séricos de TNFa por encima de
la normalidad (>35 pg/ml). Como se expresa en la tabla siguiente, la tasa media de
TNFa en suero y el nimero de pacientes con niveles por encima de la normalidad
fueron similares en los pacientes con EHNA y test del H, positivo y negativo (Tabla
37).

Tabla 37. TNFa y test del hidrogeno espirado en 56 pacientes con EHNA

TEST H; (+) TEST H; (-)
n=16 n=40 p
TNFa (pg/ml) 22 +10 25 £17 NS
TNFa > 35 pg/ml 3 (21%) 8 (21%) NS

No se hallé asociacion significativa entre los niveles séricos de TNFa y la

existencia o no de diabetes u obesidad (tabla 38).

Tabla 38. TNFa y presencia de diabetes u obesidad en 63 pacientes con EHNA

TNFa (pg/ml) n p
DIABETES 26 + 15 (12)
0.7
NO DIABETES 24 +16 (51)
OBESIDAD 23+14 (51)
0.07
NO-OBESIDAD 33 +17 (12)
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X. PERFIL METABOLICO DEL HIERRO. MUTACIONES
DEL GEN DE LA HEMOCROMATOSIS (HFE)

- METABOLISMO DEL HIERRO

Entre los 85 pacientes con EHNA el valor sérico del hierro se encontraba por
encima de la normalidad (> 150 ug/dl) en 8 individuos (9%). La ferritina estaba
aumentada (>200 ng/ml en mujeres y >300 ng/ml en varones) en 28 de 76 pacientes
con EHNA (37%), mientras que la saturacion de la transferrina tenia un valor mayor
del 45% en 3 de los 51 enfermos en los que se determiné (6%).

Los 51 pacientes con EHNA que tenian una determinacién simultadnea de la
ferritina y de la saturacion de la transferrina, fueron clasificados en tres grupos
diferentes:

.Grupo 1; con ferritina y saturacion de transferrina normales: 33 casos (65%).
.Grupo 2; con ferritina alta y saturacion de transferrina normal: 15 casos (29%)
.Grupo 3; con ferritina y saturacion de transferrina altas: 3 casos (6%)

No se encontré asociacion significativa entre la alteracion de los parametros
del hierro y la edad ni el sexo de los pacientes con EHNA. Tampoco se hall6
asociacién significativa entre la presencia de obesidad o diabetes y los valores de

ferritina sérica (tabla 39).

Tabla 39. Ferritina y presencia de diabetes u obesidad en 76 pacientes con
EHNA

FERRITINA (ng/ml) n p

DIABETES 260 + 244 (13)
0.8

NO DIABETES 276 + 202 (63)

OBESIDAD 282 £ 210 (60)
0.5

NO-OBESIDAD 242 + 203 (16)

182



Resultados

Si se encontr6 una fuerte asociacion entre los valores de ferritina y la
presencia de siderosis hepatica (p=0.001) y el estadio de la enfermedad (p=0.04).
No se obtuvo asociacion significativa con la severidad de la esteatosis (p=0.5) ni con
la inflamacion (lobulillar, p=0.3; portal-periportal, p=0.8) (tabla 40).

Tabla 40. Ferritina y lesion histoldgica (estadio de fibrosis y siderosis) en 76
pacientes con EHNA

n FERRITINA (ng/ml) p
ESTADIO (F) 0 (28) 221 +135
1 (38) 290 + 219 0.04
2 (6) 248 + 275
3 4 520 + 298
4 (0 .
SIDEROSIS 0 (61) 215 + 134 0.001
1 (15) 512 + 281

Siderosis: 0-ausente; 1-presente

- MUTACIONES DEL GEN HFE

Las dos mutaciones del gen HFE (H63D y C282Y) descritas en la
hemocromatosis genética fueron estudiadas en 60 pacientes con EHNA. Se
encontré alguna mutacién en 21 pacientes (35%). La mutacion H63D estaba
presente en los 21 casos: 18 en estado heterozigoto y 3 en estado homozigoto
(Tabla 41). La mutacion C282Y se detectd en un solo caso (2%), en estado
heterozigoto, y asociada a la mutacién H63D también en forma heterozigota. No se
hallé asociacion entre el sexo y la presencia de alguna de las mutaciones.
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Tabla 41. Mutaciones del gen HFE halladas en 60 pacientes con EHNA

H63D (%) C282Y N (%)

-/- (65) - /- 59 (98)
+/ - (30) +/ - 1 (2)
+ [+ (5) +/+ 0 (0)

- [ - (mutacién ausente); + / - (portador heterozigoto); + /+ (homozigoto)

Para estudiar la posibilidad de que existiera una asociacion entre la presencia

de alguna de las mutaciones del gen HFE y la alteracion del perfil metabdlico del

hierro, se estudiaron a los 47 enfermos con EHNA que compartian la determinacion

de la ferritina y del gen HFE, reduciendo los 3 grupos de EHNA previamente

establecidos a 2, segun que el valor de ferritina fuera normal o alto (Tabla 42).

Tabla 42. Mutaciones del gen HFE y ferritina sérica en 47 pacientes con EHNA

MUTACION FERRITINA NORMAL FERRITINA ALTA
H63D n =30 (%) n=17 (%)
-/ - 20 (67) 11 (64)
+/- 10 (33) 3 (18)
+/+ 0 (0) 3 (18)
MUTACION
C282Y
-/ - 29 (97) 17 (100)
+/ - 1 (3) 0 (0)
+/+ 0 (0) 0 (0)

- | - (mutacién ausente); + / - (portador heterozigoto); + /+ (homozigoto)

El hallazgo mas frecuente en ambos grupos fue la ausencia de mutaciones (el

67% en el grupo con ferritina normal y el 64% en el grupo con ferritina alta no

presentaban la mutacion H63D; el 97% y el 100% no tenian la mutacion C282Y,
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respectivamente). Presentaban alguna mutacion para el gen HFE un porcentaje
similar de pacientes de ambos grupos: el 33% de sujetos incluidos en el grupo con
ferritina normal, y el 36% de los incluidos en el grupo con ferritina alta. En el grupo
con ferritina normal no se encontrd ningun caso homozigoto para ninguna de las dos
mutaciones. Entre los 6 pacientes del grupo con ferritina alta que presentaban
alguna mutacién, la mitad eran homozigotos y la otra mitad heterozigotos para la
mutacion H63D; ninguno de ellos tenia la mutacion C282Y. El Unico caso portador
de la mutacién C282Y pertenecia al grupo con ferritina normal.

XI. ALELOS HLA

En la Tabla 43 se han expresado el porcentaje y el nUmero absoluto de los 57
pacientes con EHNA que presentaban cada uno de los alelos de clase | (HLA-A 'y
HLA-B) y Il (HLA-DR) analizados y la comparacion de estos resultados con la
poblacion utilizada como control. No se encontré6 asociacion de la EHNA con la

presencia de ninguno de los multiples alelos determinados.

Tabla 43. Alelos HLA-A, HLA-B, y HLA-DR en 57 pacientes con EHNA

HLA-A | PACIENTES EHNA CONTROLES SANOS p
n =57 n=176
F.alélica (%) n F.alélica (%) n

Al 7.9 9 11.4 40 0.3
A2 20.2 23 224 79 0.6
A3 7.0 8 7.1 25 0.8
All 10.5 12 7.9 28 0.5
A23 4.4 5 14 5 0.1
A24 9.6 11 7.1 25 0.5
A25 1.8 2 2.3 8 0.9
A26 6.2 7 5.9 21 0.8
A28 2.6 3 3.4 12 0.9
A29 6.2 7 8.8 31 0.5
A30 7.0 8 5.9 21 0.8
A3l 2.6 3 1.7 6 0.8
A32 0.9 1 4.3 15 0.1
A33 2.6 3 3.1 11 0.9
A34 0 0 0.9 3 -

Ablanco 10.5 12 6.4 22 0.2
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HLA-B | PACIENTES EHNA CONTROLES SANOS p
n =57 n=176
F.alélica (%) n F.alélica (%) n

B7 11.4 13 7.1 25 0.2
B8 7.0 8 51 18 0.6
B13 2.6 3 3.4 12 0.9
B14 6.1 7 9.7 34 0.3
B18 6.1 7 8.2 29 0.6
B27 1.8 2 2.6 9 0.9
B35 8.8 10 6.5 23 0.5
B37 2.6 1 2.0 7 0.7
B38 4.4 5 1.4 5 0.1
B39 2.6 3 2.0 7 0.9
B44 13.2 15 14.5 51 0.8
B45 1.8 2 1.4 5 0.8
B49 5.3 6 3.7 13 0.6
B50 3.5 4 2.8 10 0.9
B51 7.9 9 7.1 25 0.9
B57 2.6 3 2.8 10 0.8
B58 0.9 1 1.1 4 0.7
B60 2.6 3 1.1 4 0.5
B61 0.9 1 1.1 4 0.7
B62 5.3 6 4.0 14 0.7
B52 0 0 2.0 7 -

B53 0 0 0.9 3 -

Bblanco 2.6 3 5.8 20 0.2
B63 0 0 0.3 1 -

B55 0 0 14 5 -

B41 0 0 1.1 4 -

B47 0 0 0.3 1 -

B70 0 0 0.6 2 -

HLA-DR | PACIENTES EHNA |[CONTROLES SANOS p

n =57 n=176
F.alélica (%) n | F.alélica (%) n

DR1 7.9 9 10.2 36 0.5
DR15 7.9 9 10.2 36 0.6
DR16 0.9 1 1.7 6 0.8
DR3 14.0 16 13.6 48 0.9
DR4 12.2 14 11.4 40 0.9
DR11 7.0 8 8.5 30 0.7
DR12 1.8 2 0 0 0.1
DR13 12.3 14 7.9 28 0.2
DR14 4.4 5 2.3 8 0.4
DR7 14.9 17 19.1 67 0.3
DR8 1.8 2 3.1 11 0.6
DR9 0.9 1 1.7 6 0.8
DR10 3.5 4 3.4 12 0.8
DRblanco 10.5 12 6.9 24 0.2

Resultados
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XIl. CORRELACIONES

Al correlacionar los enzimas hepaticos con las diferentes lesiones elementales
del higado presentes en los 85 enfermos con EHNA, se observd que existia una
asociacion significativa entre el grado de actividad inflamatoria, fundamentalmente
lobulillar, y los valores de AST y ALT (p=0.02 y p=0.03, respectivamente). También
se encontro correlacion entre el estadio de fibrosis y las cifras de AST (p=0.03). No
se hallé asociacion estadistica entre ningun enzima hepético y la severidad o el tipo
de esteatosis (macro o microvesicular). Tampoco se encontré correlacion con la
siderosis hepatica (Tabla 44).

Tabla 44. Coeficientes de correlacion entre enzimas hepéticos y lesiones
histoldgicas del higado en 85 pacientes con EHNA

AST ALT GGT FA
ESTEATOSIS
Severidad (grado) 0.113 0.147 -0.051 -0.217
(p=0.300) (p=0.178) (p=0.642) (p=0.060)
Macrovacuolar 0.071 0.114 -0.131 -0.256
(p=0.517) (p=0.294) (p=0.231) (p=0.190)
Microvacuolar 0.061 0.125 0.082 -0.189
(p=0.573) (p=0.253) (p=0.452) (p=0.088)
INFLAMACION (GRADO)
Lobulillar 0.250 0.234 -0.047 -0.048
(p=0.020) (p=0.030) (p=0.664) (p=0.667)
Portal-periportal 0.185 0.075 -0.118 -0.058
(p=0.088) (p=0.493) (p=0.278) (p=0.600)
FIBROSIS (ESTADIO) 0.235 0.094 -0.066 0.211
(p=0.030) (p=0.391) (p=0.542) (p=0.060)
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No se encontré ninguna correlacion entre los enzimas hepéticos y la carnitina
libre o esterificada (Tabla 45). Con respecto a los 5 complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial, se obtuvo una correlaciéon inversa (p=0.03) entre los
valores de AST y la actividad del complejo V (ATPasa), calculada en los 3 enfermos
en los que fue posible cuantificar la actividad de dicho complejo. También se hall6
una correlacién inversa entre la actividad del complejo Il (SDH) y los valores de la
fosfatasa alcalina (p=0.0001). No se obtuvo correlacion de la insulinemia,
insulinorresistencia y extraccion hepéatica de insulina con los niveles de los enzimas
hepaticos (Tabla 45).
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Tabla 45. Coeficientes de correlacion de los enzimas hepaticos con la

carnitina, complejos de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM), insulinemia

(IRI), indice de insulinorresistencia (G/IRIl), y extraccion hepatica de insulina
(PCI/IRI) en pacientes con EHNA

AST ALT GGT FA
CARNITINA
Libre -0.147 -0.235 0.152 -0.007
(n=23) (p=0.471) (p=0.246) (p=0.457) (p=0.969)
Cadena corta -0.156 -0.123 0.168 0.022
(n=23) (p=0.475) (p=0.575) (p=0.441) (p=0.918)
Cadena larga 0.080 0.152 0.169 0.048
(n=23) (p=10.713) (p=0.486) (p=0.439) (p=0.827)
CRM
I (NADH2COQ1) 0.391 0.552 -0.733 -0.493
(n=7) (p=0.384) (p=0.198) (p=0.060) (p=0.398)
Il (SDH) 0.108 0.343 -0.097 -0.990
(n=8) (p=0.799) (p= 0.405) (p=0.818) (p=0.0001)
Il (DBH2CITC) -0.439 -0.200 -0.093 -0.043
(n=15) (p=0.101) (p=0.474) (p=0.740) (p=0.088)
IV (COX) 0.159 0.298 -0.166 -0.069
(n=16) (p=0.555) (p=0.261) (p=0.538) (p=0.812)
V (ATPASA) -0.998 -0.912 0.612 1.000
(n=3) (p=0.038) (p=0.268) (p= 0.580) (p= 0.490)
IRI 0.027 -0.008 -0.112 0.092
(n=41) (p=0.858) (p=0.958) (p=0.461) (p=0.551)
G/IRI -0.059 -0.087 0.008 -0.088
(n=41) (p=0.700) (p=0.573) (p=0.958) (p=0.577)
PC/IRI -0.069 -0.126 -0.121 -0.026
(n=41) (p=0.656) (p=0.417) (p=0.436) (p=0.866)

n= numero de pacientes en los que se determind
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Con respecto a los hallazgos histolégicos, se encontré una correlacion
positiva entre la edad de los 85 enfermos con EHNA y el estadio de fibrosis (p=0.04;
r=0.22), aunque ninguna con la severidad de la esteatosis (p=0.9; r=0.01) ni con el

grado de inflamacion (p=0.5; r=0.07).

El andlisis de las lesiones morfologicas mostré una correlacion positiva entre
la severidad de la esteatosis con la actividad inflamatoria, portal y lobulillar, asi como
con el estadio de fibrosis. También se obtuvo asociacién al correlacionar la

inflamacion con la fibrosis (Tabla 46).

Tabla 46. Coeficientes de correlacion entre las lesiones hepaticas morfologicas

en 85 pacientes con EHNA

INFLAMACION FIBROSIS
Lobulillar Portal-periportal
ESTEATOSIS
Severidad (grado) 0.464 0.327 0.250
(p=0.0001) (p=0.002) (p=0.020)
INFLAMACION
Lobulillar 0.373
(p=0.0004)
Portal-periportal 0.344
(p=0.01)

Al establecer correlaciones entre los cambios morfologicos y la concentracion
hepética de carnitina y sus ésteres se encontré6 una asociacion positiva entre la
carnitina de cadena larga y el estadio de fibrosis, pero ninguna con el resto de
lesiones. Tampoco se obtuvo ninguna correlacion entre las lesiones histologicas y la
actividad de los cinco complejos de la cadena respiratoria mitocondrial en los
pacientes con EHNA estudiados (Tabla 47).
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Tabla 47. Coeficientes de correlacion de las lesiones histolégicas de EHNA con

la carnitina, carnitin-palmitoil-transferasa (CPT) y complejos de la cadena

respiratoria mitocondrial (CRM)

ESTEATOSIS INFLAMACION FIBROSIS

MACRO MICRO
CARNITINA
Libre 0.046 0.157 0.098 -0.090
(n=23) (p=0.820) (p=0.443) (p=0.633) (p=0.660)
Cadena corta -0.210 0.286 -0.190 -0.095
(n=23) (p=0.334) (p=0.184) (p=0.384) (p=0.651)
Cadena larga 0.236 0.117 0.122 0.475
(n=23) (p=0.278) (p=0.592) (p=0.577) (p=0.021)
CPT 0.358 0.151 0.150 0.223
(n=26) (p=0.072) (p=0.461) (p=0.463) (p=0.263)
CRM
I (NADH2COQ1) 0.512 0.512 0.017 -0.003
(n=7) (p=0.239) (p= 0.240) (p=0.970) (p=0.993)
Il (SDH) 0.556 0.365 -0.614 0.539
(n=8) (p=0.152) (p=0.372) (p=0.105) (p=0.167)
Il (DBH2CITC) 0.043 0.190 -0.038 -0.412
(n=15) (p=0.877) (p=0.496) (p=0.891) (p=0.126)
IV (COX) -0.049 -0.295 -0.351 -0.418
(n=16) (p=0.856) (p=0.266) (p=0.181) (p=0.107)
V (ATPASA) -0.192 0.497 0.867 _
(n=3) (p=0.877) (p=0.668) (p=0.331) _

n= numero de pacientes en los que se determind

Al analizar los hallazgos morfoldgicos encontrados en el presente grupo de

pacientes y correlacionarlos con los niveles de TNFa en plasma (n=63), se hall6 una

correlacion significativa entre el TNFa y la severidad de la esteatosis, segun los 4

grados evaluados (1-4), asi como con la actividad inflamatoria global, suma de la
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lobulillar y portal-periportal, (p=0.001 y p=0.04, respectivamente). No se encontro
correlacion con la fibrosis (estadio) (Tabla 48).

La insulinemia, insulinorresistencia e indice de produccion pancreatica de
insulina se correlacionaron con la actividad inflamatoria en el higado, pero no con la
esteatosis ni con el estadio de la enfermedad. No se encontrd correlacion entre la

extraccion hepatica de insulina y los hallazgos histolégicos (Tabla 48).

Tabla 48. Coeficientes de correlacion del TNFa en suero, insulinemia e indices

de insulina con las lesiones histoldgicas en pacientes con EHNA

IRI G/IRI G/PC PC/IRI TNFa
(n=41) (n=41) (n=41) (n=41) (n=63)
Esteatosis 0.183 -0.154 -0.035 -0.206 0.396

(p=0.226)  (p=0.317) (p=0.819)  (p=0.183) (p=0.001)

Inflamacién 0.172 -0.157 -0.123 -0.100 0.258
(p=0.021) (p=0.033) (p=0.057) (p=0.340) (p=0.041)

Fibrosis -0.060 0.045 0.083 -0.121 0.021
(p=0.694) (p=0.767) (p=0.596) (p=0.437) (p=0.869)

IRI: insulinemia; G: glucemia; PC: péptido C; G/IRI: indice de insulinorresistencia; G/PC: indice de
secrecion pancreatica de insulina; PC/IRI: indice de extracciéon hepdatica de insulina; n =nimero de

enfermos en los que se determind

Al correlacionar la insulinemia e indices de insulina con los factores de riesgo
para EHNA se encontrd una asociacion muy significativa entre obesidad y existencia
de hiperinsulinemia (p=0.005), insulinorresistencia (p=0.008), y mayor sintesis
pancreatica de insulina (p=0.004). Sin embargo, la extraccion hepatica de insulina no

resulté ser significativamente diferente a la de los no obesos (p=0.2) (Tabla 49).
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Tabla 49. Coeficientes de correlacién entre la insulinemia e indices de insulina

y el indice de masa corporal (IMC) en 41 pacientes con EHNA

IRI G/IRI GIPC PC/IRI
IMC 0.412 -0.393 -0.430 -0.178
(p= 0.005) (p=0.008) (p=0.004) (p= 0.273)

IRI: insulinemia; G: glucemia; PC: péptido C; G/IRI: indice de insulinorresistencia; G/PC: indice de

secrecion pancreatica de insulina; PC/IRI: indice de extraccion hepatica de insulina

No se hallo correlacion de la insulinemia con los lipidos plasmaticos; tampoco
con las lipoproteinas VLDL (Tabla 50).

Tabla 50. Coeficientes de correlacion entre la insulinemia, los lipidos

plasmaticos y las lipoproteinas VLDL en 41 pacientes con EHNA

COLESTEROL TG VLDL
IRI -0.197 -0.099 -0.010
(p= 0.385) (p=0.515) (p= 0.554)

IRI: insulinemia; TG: triglicéridos; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad

En la Tabla 51 se muestra la ausencia de correlacidon entre la insulinemia e

insulinorresistencia y los valores séricos de TNFa y de ferritina.

Tabla 51. Coeficientes de correlacion entre insulinemia (IRl) e

insulinorresistencia (G/IRIl) y TNFa y ferritina

IRI G /IRI
TNFa 0.080 -0.193
(n=38) (p=0.632) (p=0.252)
Ferritina -0.151 0.141
(n=41) (p=0.338) (p=0.377)

n= numero de pacientes en los que se determiné
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No se encontrd correlacion alguna entre la insulinemia, la CPT y la carnitina
(Tabla 52). Al analizar la correlacién entre la carnitina y sus ésteres con los lipidos
plasmaticos y lipoproteinas, se encontr6 una asociacion significativa entre los
valores de CPT y de los ésteres de carnitina de cadena larga (CCL) con los de las
lipoproteinas VLDL transportadoras de colesterol y de triglicéridos (Tabla 52). El

resto de correlaciones no fueron significativas.

Tabla 52. Coeficientes de correlacion de la insulinemia (IRI),
insulinorresistencia (G/l), glucagon (GL) y cociente insulina/glucagon (IRI/GL)
con la carnitin-palmitoil-transferasa (CPT), carnitina libre y ésteres de carnitina
de cadena larga (CCL) y corta (CCC) en pacientes con EHNA

IRI G/IRI GL IRI/GL
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
CPT 0.265 -0.293 -0.106 0.315
(n=26) (p=0.429) (p=0.380) (p=0.755) (p=0.344)
CL -0.144 -0.073 0.136 -0.459
(n=23) (p=0.654) (p=0.819) (p=0.707) (p=0.145)
CCL -0.036 0.308 0.153 0.339
(n=23) (p=0.920) (p=0.385) (p=0.717) (p=0.410)
CCC 0.457 -0.566 0.436 0.569
(n=23) (p=0.183) (p=0.087) (p=0.240) (p=0.109)

n= numero de pacientes en los que se determiné

Al correlacionar la actividad de los complejos de la CRM con la carnitina se
obtuvo una correlacion positiva entre la actividad del complejo Il de la CRM vy la
concentracién de carnitina de cadena larga en el higado de los pacientes con EHNA
(Tabla 53).
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Tabla 53. Coeficientes de correlacion de la carnitina con la actividad de la
cadena respiratoria mitocondrial (CRM) en el higado de pacientes con EHNA

CRM C.CADENA LARGA C.CADENA LARGA C.LIBRE
I (NADH2COQ1) 0.004 -0.249 0.305
(n=7) (p=0.992) (p= 0.589) (p=0.505)
Il (SDH) -0.457 -0.154 -0.267
(n=6) (p=0.361) (p= 0.769) (p= 0.608)
Il (DBH2CITC) 0.004 -0.257 0.913
(n=6) (p= 0.993) (p=0.622) (p=0.010)
IV (COX) 0.475 0.359 0.672
(n=6) (p=0.340) (p= 0.483) (p=0.143)
V (ATPASA) - ] )

(n=2) - _ )

n= numero de pacientes en los que se determind

No se encontraron correlaciones entre la actividad de los complejos de la
CRM y el valor del TNF en el suero de los pacientes con EHNA. Tampoco con la

concentracion de ferritina en sangre periférica (Tabla 54).
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Tabla 54. Coeficientes de correlacién de la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial con la concentraciéon sérica de TNFa y ferritina en pacientes con
EHNA

CRM TNFo FERRITINA
| (NADH2COQ1) -0.378 0.071
(n=7) (p=0.459) (p=0.879)
Il (SDH) -0.353 0.479
(n=8) (p=0.492) (p=0.239)
Il (DBH2CITC) 0.530 -0.011
(n=11) (p=0.920) (p=0.970)
IV (COX) -0.241 0.194
(n=12) (p=0.450) (p= 0.560)
V (ATPASA) 0.536 -0.974
(n=3) (p=0.639) (p=0.144)

n= numero de pacientes en los que se determiné
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En el presente estudio hemos efectuado un andlisis anatomoclinico de una
serie amplia de enfermos con EHNA y hemos investigado algunos de los

mecanismos que actualmente se invocan en la patogenia de la enfermedad .

CARACTERISTICAS ANATOMOCLINICAS

La EHNA es una enfermedad que cada vez se diagnostica con mayor
frecuencia y que se considera en el momento actual la tercera causa de hepatopatia,
tras el alcohol y el virus de la hepatitis C (18-20). Aunque resulta dificil determinar la
prevalencia real de esta enfermedad, por existir un nimero significativo de pacientes
con EHNA y transaminasas normales (22,39,472), en una serie reciente personal
encontramos un marcado incremento en el nimero de casos de EHNA con respecto
al total de biopsias efectuadas en el hospital 12 de Octubre durante los ultimos afios
(3,38% vs. 0,97%) (29). Este hecho, junto con la mayor disponibilidad de la biopsia
hepatica, ha facilitado la posibilidad de efectuar el presente estudio prospectivo.

A la hora de establecer comparaciones y conclusiones se debe considerar
que la informacion de que disponemos actualmente sobre la EHNA presenta varias
limitaciones: la mayoria son series retrospectivas; los criterios diagnosticos de la
enfermedad han sido variables; y pocas veces se ha excluido el virus de la hepatitis
C, puesto que en muchos de estos estudios aun no se disponia de las técnicas que
permiten detectar dicha infeccién (16,29,34,36,136,137).

Desde el punto de vista morfoldgico, en ocasiones se han incluido a pacientes
que solo presentaban esteatosis e inflamacion lobular (hepatitis), sin requerirse la
presencia de otros cambios tipicos de la EHNA como la degeneracion hepatocitaria,
necrosis, cuerpos de Mallory o fibrosis (1,16,32). Otros estudios han empleado una
definicion mas estricta para efectuar el diagnéstico histolégico de esteatohepatitis vy,
ademas de esteatosis e inflamacién, han exigido la presencia de degeneracion
hidrépica o de fibrosis (26,32). De acuerdo con Sheth (26), en nuestro estudio se
considerd necesario demostrar la presencia de cambio hidrépico hepatocitario o de
al menos minima fibrosis interhepatocitaria pericentral para establecer el diagndstico
de esteatohepatitis basado exclusivamente en la morfologia.

Con respecto al diagnéstico clinico de la EHNA, de acuerdo con la literatura

(20), hemos considerado imprescindibles dos requisitos: primero, excluir la
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exposicion al alcohol; y segundo, demostrar la negatividad de los marcadores

virales, autoinmunes y metabdlicos de enfermedad hepética.

1. Exclusion del alcoholismo

Aunque resulta dificil verificar de forma absoluta la ausencia de consumo de
alcohol, ninguno de los pacientes incluidos en el presente estudio bebia alcohol en
cantidades que se hayan demostrado toxicas para el higado (>20 g/dia en las
mujeres y >40 g/dia en los hombres) (22). Teniendo en cuenta la elevada frecuencia
con la que los bebedores subestiman la cantidad de alcohol que ingieren, que
muchos de ellos son bebedores sociales, y que cada vez es mas frecuente el
bebedor de fin de semana, se cuantificaron los gramos por semana y se excluyeron
a aquellos pacientes que admitian un consumo mayor de 40 g/semana, lo que es
equivalente a 4 botellines de cerveza, 4 copas de vino de mesa, 0 un cubalibre de
ron o de whisky (164). Con el fin de ser lo més estrictos posible en este criterio
diagnostico, ademas del interrogatorio habitual que aplican la mayoria de las series
de EHNA, utilizamos un test especifico de alcoholismo y excluimos aquellos casos
en los que existia alguna duda por parte del clinico (381). Con respecto a los
marcadores hematolégicos y bioquimicos de consumo de alcohol determinados en
los 85 pacientes, el valor del VCM se encontraba por debajo de la normalidad en el
97,5% y en dos casos el valor estaba por encima de 100 fl, como dato aislado; el
cociente AST/ALT resulté ser <2 en los 85 enfermos y <1 en el 96% (82 casos).
Ninguna de las series de EHNA publicadas hasta la actualidad disponen de la
determinacion del marcador que por el momento ha demostrado mayor sensibilidad
y especificidad en detectar el consumo de alcohol en cantidad toxica (384-388). En
este estudio fue posible cuantificar el valor de la CDT en el suero de 63 de los 85

pacientes, encontrandose en todos ellos dentro del rango normal.

2. Exclusion de otras hepatopatias

Con respecto a los marcadores virales, la determinacion de los anticuerpos para
el virus C fue negativa en todos los casos. En 6 pacientes (7%) existia inmunizacion
pasiva para el virus de la hepatitis B (anti-HBs y/o anti-HBc IgG positivos), pero en

los 6 casos el antigeno de superficie (AgHBS) era negativo. En relacién con las

199



Discusion

causas metabdlicas de hepatopatia, un paciente presentaba valores de
ceruloplasmina en el limite bajo de la normalidad, aunque con cupremia y cupruria
normales, no demostrandose depdsito de cobre en el tejido hepatico ni anillo de
Kayser-Fleischer en el examen oftalmolégico. Se hallé una alteracion del perfil
metabolico del hierro en el 37% de los 85 enfermos, y este dato se discutirh mas
adelante. Algunos autores han encontrado algun marcador de autoinmunidad en
pacientes con EHNA, aunque generalmente a titulo bajo (1/40-1/80) (16,36,394).
Poniachik et al. (394) hallaron algin marcador autoinmune en el 44% de su serie de
EHNA, ANA en el 18% (5/27), ASMA en el 22% (6/27) y AMC en el 4% (1/27), sin
otras manifestaciones clinicas ni rasgos histologicos sugestivos de autoinmunidad
en ninguno de ellos. Bacon et al. (16) encontraron positividad de los ANA en 4
casos, acompafiandose de alguna enfermedad autoinmune en todos ellos, aunque
sin demostrarse caracteristicas histologicas hepaticas sugestivas de autoinmunidad
ni mejoria de las aminotransferasas tras un ciclo corto de tratamiento con
corticoides. En nuestra serie los ANA fueron positivos (titulo de 1/80 y 1/160) en 2
casos (2%) y los AML en 8 pacientes (9%) (titulo de 1/20 en 6 casos; 1/40 en 1 caso;
1/80 en 1 caso). Los AMC y a-LKM resultaron negativos en los 85 pacientes.
Ademas, sélo se encontré hipergammmaglogulinemia en el 7% del total de casos

(5/85), en todos ellos a expensas de IgG y policlonal.

3. Factores de riesgo

Aunque tradicionalmente la EHNA ha sido considerada una enfermedad de
mujeres de edad media, obesas y con frecuencia diabéticas, (1,4,30-32,39,416),
series mas recientes han propuesto un nuevo perfil clinico en el que la mayoria son
varones, muchos sin obesidad ni diabetes, e incluso sin ninguno de los factores
aceptados como de riesgo (obesidad, diabetes tipo 2, hiperlipemia, farmacos)
(16,29,167). Segun las series clasicas, el 65-83% de los casos pertenecian al sexo
femenino, la edad media era de 51+5 afos, el 47-100% presentaban obesidad, el
34-55% diabetes tipo 2, y el 20-81% hiperlipemia, y era frecuente la asociacion de
varios factores, especialmente la obesidad y diabetes (70-95%) (1,4,12,27,30-35).
Sin embargo, Bacon et al. (16) encontraron en su serie de 33 pacientes con EHNA

gue el 53% eran varones y que solo el 39% presentaban obesidad y el 21%
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diabetes, mientras que en el 46% de casos no existia ningun factor de riesgo
conocido para la enfermedad.

En nuestro grupo de EHNA el 74% eran varones, con una edad media en el
momento del diagnostico de 41+12 afios (mediana de 35 afios), y la mayoria con
varios factores de riesgo para la EHNA asociados (54%). La obesidad fue la
condicion mas frecuente (77%), seguida por la hiperlipemia (53%) y la diabetes tipo
2 (20%). La mayoria de los pacientes presentaban una obesidad leve (IMC= 27-30
Kg/m?), y en ningin caso mérbida (IMC>40 Kg/m?). Aunque con frecuencia se ha
atribuido la mayor prevalencia del sexo femenino entre los pacientes con EHNA a la
mayor prevalencia de la obesidad entre las mujeres (26,39), en este estudio no se
hallaron diferencias significativas en cuanto al sexo, ni tampoco con respecto a la
edad, entre los enfermos obesos y no obesos. Entre los pacientes con hiperlipemia
(45/85), el hallazgo mas frecuente fue la hipertrigliceridemia (21/45). En relacién con
la diabetes tipo 2, 17 de los 85 pacientes incluidos en este estudio eran diabéticos,
14 con diabetes ya conocida y 3 fueron diagnosticados durante el test de tolerancia
oral a la glucosa (TTOG). Sin embargo, no se puede descartar que existan mas
casos de diabetes subclinica en nuestro grupo de estudio, puesto que el test de
sobrecarga oral con glucosa se efectué en 41 de los 85 pacientes con EHNA. Se ha
especulado que, al igual que sucede con la cirrosis hepatica, la EHNA puede ser
diabetégena y precipitar la aparicion de la diabetes (60); sin embargo, no hay
estudios que avalen esta hipoétesis. En el presente estudio, 10/41 pacientes (24%)
presentaban alguna forma de intolerancia a la glucosa: 3 casos con diabetes, 5 con
intolerancia a la sobrecarga oral con glucosa y 2 con intolerancia a la glucosa en
ayunas. La edad result6 ser significativamente mayor entre los pacientes con EHNA
diabéticos o intolerantes a la glucosa, dato que va a favor de que la enfermedad
pueda intervenir en el debut de la diabetes y que se proponga un seguimiento en
todos los pacientes con EHNA, con el fin de prevenir y detectar de manera precoz la
aparicion de una diabetes manifiesta (473).

Se ha implicado un namero creciente de farmacos en la aparicién del higado
graso. La mayoria de ellos se asocian a esteatosis hepatica de tipo microvesicular,
aungque se han documentado casos de esteatosis macrovesicular (tetraciclinas,
glucocorticoides), y de lesiones pseudoalcohdlicas (amiodarona, maleato de
perhexilina) (115-119). Aunque en la mayoria de los casos se ha podido demostrar

el mecanismo de produccion de la lesion (alteracion en alguna de las etapas de la B—
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oxidacion de los acidos grasos; aumento de la sintesis hepatica de &cidos grasos;
disfuncion de la cadena respiratoria mitocondrial), en otros se ha establecido una
relacion causal a partir del hallazgo de una mera asociacién temporal entre la toma
del medicamento y la aparicion de la EHNA (97,99). En algunas ocasiones no es
posible atribuir la lesion hepatica solamente al farmaco, ya que con frecuencia
también estan presentes otros factores de riesgo para la EHNA, fundamentalmente
la obesidad y/o diabetes. Segun algunas series, hasta 2/3 de pacientes con EHNA
consumen medicamentos de forma crdnica, generalmente por presentar otras
enfermedades asociadas, de forma que en ocasiones resulta dificil establecer dicha
asociacion patogénica (27). En nuestro estudio, el 22% de individuos tomaba alguno
de los farmacos que se han implicado en la aparicion de la EHNA (corticoides,
ibuprofeno, diltiazem, nifedipino, estrégenos, tetraciclinas, &cido valproico,
sulfasalazina y acido acetilsalicilico, por orden de frecuencia), y hasta el 40%
consumia algun medicamento por otras enfermedades asociadas (antidiabéticos
orales, antihipertensivos y antiinflamatorios no esteroideos, fundamentalmente). Sin
embargo, todos los individuos que tomaban algin medicamento de riesgo para la
EHNA eran también obesos y/o diabéticos y/o hiperlipémicos.

Se han publicado casos de EHNA hasta en el 90% de los enfermos afectados
por el SAT, asi como su aparicibn como lesion tardia en el 24% de pacientes (93-
95). Esta asociacién tan frecuente ha sugerido una relacién causa-efecto. En nuestro
grupo de EHNA solo dos de los 85 enfermos habian sido diagnosticados de SAT
durante la década de los afios 80, y ambos habian mantenido transaminasas dentro
del rango normal hasta 10 y 12 meses antes de efectuarse la biopsia hepatica
diagnostica de EHNA. Ambos presentaban otras condiciones asociadas a la EHNA,
por lo que es posible que otros mecanismos diferentes a la accion del aceite toxico
hayan intervenido en la produccion de la lesion hepética. No se detect6é ningln caso
de exposicibn a gases industriales potencialmente hepatotdéxicos, como se ha
descrito recientemente en la literatura (96).

Ningun paciente de la presente serie tenia antecedentes de cirugia gastrica o
intestinal, nutricion parenteral o pérdida importante de peso. Entre las condiciones
menos frecuentes que se han asociado a la EHNA, se encontr6 un caso de
hipoplipoproteinemia heterocigota en el que la EHNA no se asociaba al resto de
manifestaciones caracteristicas de esta enfermedad (intestinales, oculares,

hematoldgicas, neurolégicas). Mientras que el 54% de los 85 pacientes con EHNA
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presentaban varios factores de riesgo asociados de manera simultanea, en 7
individuos (8%) no se detectdé ninguno de ellos. Otros autores encuentran casos
idiopaticos de EHNA hasta en el 46% de pacientes, aunque no incluyen otras
condiciones diferentes a la obesidad, diabetes o hiperlipemia (16,36,37). Nosotros
hemos propuesto que en estos casos puedan existir factores genéticos que
intervengan de alguna manera en la aparicion de la enfermedad vy, entre ellos,
hemos investigado la distribucion de los antigenos de histocompatibilidad (HLA) en
57 pacientes de nuestro grupo de estudio. Segun nuestros resultados, no existe
ninguna asociacion entre los antigenos investigados y la EHNA pero, puesto que
para llegar a una conclusion similar en la enfermedad hepéatica alcohdlica se ha
precisado de un meta-analisis de 28 estudios (474), se necesitan otros trabajos,
ademas del nuestro, antes de establecer conclusiones definitivas.

Aunque algunos estudios de hace ya algunos afios habian llamado la
atencion sobre la elevada prevalencia de otras condiciones clinicas como la HTA y la
hiperuricemia entre los pacientes con EHNA (27,34), no ha sido hasta los ultimos
aflos cuando se ha intentado interpretar dicho hallazgo. Diversos estudios muy
recientes (64,67,475,476) han encontrado una elevada prevalencia del denominado
sindrome X entre los pacientes con EHNA, y han propuesto que en realidad la EHNA
es una enfermedad metabdlica en la que el higado es el 6rgano diana. El sindrome
metabolico o sindrome X es una entidad definida por un trastorno en la regulacién
del metabolismo de Ila glucosa (intolerancia o diabetes), dislipemia
(hipertrigliceridemia o niveles bajos de HDL-colesterol), obesidad e HTA. Su base
fisiopatoldgica consiste en la existencia de hiperinsulinemia e insulinorresistencia, y
este parece ser el nexo comun a la tetrada que constituye dicho sindrome y que
probablemente también comparte con la EHNA, como se comentara mas adelante
(61-63,65,66,477). Knobler et al. (65) en su serie de 48 pacientes consecutivos con
diagnostico clinico-morfologico de EHNA, encontraron que la mayoria cumplian los
criterios que definen al sindrome de insulinorresistencia o sindrome X: el 64% eran
obesos, el 73% tenian hipertrigliceridemia, un 68% cifras de HDL-colesterol
consideradas como aterogénicas, el 58% eran hipertensos y presentaban alguna
forma de intolerancia a la glucosa o hiperinsulinemia el 90% de ellos. Puesto que
pocos trabajos han efectuado un TTOG o determinacion de insulinemia, asi como
estudio lipidico detallado en pacientes con EHNA, es muy probable que la

prevalencia de este sindrome haya sido subestimada. En nuestro estudio hallamos
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HTA (TA> 160/90 mm Hg) en el 29%, obesidad (definida segun los criterios del
sindrome X como un IMC> 30 Kg/m?) en el 36% vy dislipemia (Triglicéridos >
150mg/dl y/o HDL-colesterol< 35 mg/dl) en el 47% de los 85 enfermos. Como se
discutira posteriormente, encontramos alguna forma de alteracién en el metabolismo
de la glucosa en el 59% de pacientes con EHNA. Considerando que fue posible
efectuar el TTOG en 41 de los 85 pacientes con EHNA, cumplian los criterios
diagnosticos del sindrome X el 24% de individuos enfermos. De acuerdo con otros
autores, hallamos una asociacién entre la presencia de este sindrome y la edad més
avanzada (61,64-67,474,475). Otro dato asociado con frecuencia al denominado

sindrome X como es la hiperuricemia, se encontr6 en el 12% de los pacientes.

4. Manifestaciones clinicas y diagnéstico

De acuerdo con la literatura, mas de 2/3 de los pacientes incluidos en este
estudio estaban asintométicos (85%) y solo el 15% presentaban algun signo a la
exploracion fisica, siendo la hepatomegalia el hallazgo méas frecuente (1,4,16,30-
32,38,365,357). Aungue no existe ningun cambio analitico especifico de la EHNA, el
dato mas constante es la elevacion de la ALT (4,16,30,32,34,38). El 91% de
nuestros pacientes presentaban niveles de ALT por encima de la normalidad y, con
menor frecuencia, de la AST (28%). Mas de la mitad de enfermos tenian alterados
los valores de GGT y pocos los de fosfatasa alcalina. Presentaban
hiperbilirrubinemia un 10% de pacientes, siendo atribuible a una enfermedad de
Gilbert en todos los casos (bilirrubina directa normal e indirecta elevada y sin
bilirrubinuria ni anemia hemolitica). Siguiendo los criterios de Child-Pugh para
valorar la funcion hepatocelular, no detectamos datos analiticos ni clinicos de
enfermedad hepatica avanzada en ningun caso.

En nuestra serie el diagnostico de sospecha de EHNA se establecié ante una
hipertransaminasemia cronica (> de 6 meses) inexplicada y un patréon de higado
brillante en la ecografia abdominal, especialmente cuando existia ademas alguno de
los factores de riesgo para la EHNA. Pero el diagnostico de confirmacion solo puede
obtenerse con la biopsia hepatica. No obstante, en algunos estudios se establece el
diagnéstico de EHNA basandose exclusivamente en los hallazgos clinicos antes
mencionados, mientras que en otros se exige también un diagnostico morfoldgico. Y

es que en la actualidad, la importancia de efectuar una biopsia hepéatica durante la
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evaluacion de una hipertransaminasemia crénica continla siendo una cuestion
debatida. La elevada sensibilidad y especificidad de la ecografia abdominal en el
diagnostico de la infiltracion grasa y la deteccion de datos indirectos de enfermedad
hepatica avanzada, como cirrosis o hipertension portal, junto con la historia clinica y
la exclusion de otras causas de enfermedad hepéatica crénica, plantean esta duda
(26). Sin embargo, la biopsia hepatica es la Unica prueba diagnostica capaz de
identificar y cuantificar la necrosis hepética, la inflamacion y la fibrosis. Y estos datos
aportan informacién muy valiosa para definir el pronéstico y la pauta a seguir con
respecto a las visitas de seguimiento, asi como para ensayos terapéuticos y para el
propio enfermo. Sin embargo, por el momento, dado lo poco que se conoce de la
historia natural de la EHNA y la carencia de medidas terapéuticas especificas que
hayan demostrado su efectividad, no estan claros los beneficios de la biopsia ni en
qué casos deberia recomendarse (26,161). Diversos autores han establecido que la
seguridad diagndstica de la EHNA sin efectuar un estudio histolégico es de solo un
44-56% (161,478). Este dato, unido al hecho de que no existen cambios clinicos o
analiticos que permitan predecir el estadio de la enfermedad, apoyan la idea de
hacer una biopsia hepatica en el estudio de una hipertransaminasemia inexplicada,

especialmente en aquellos casos con factores de peor prondstico (22).

5. Caracteristicas histopatoldgicas y factores asociados a progresion de la

lesion hepatica

En la actualidad no existe una clasificacion morfolégica evolutiva de la EHNA que
haya sido aceptada internacionalmente. Algunos autores han utilizado los mismos
estadios empleados por Gerber y Popper para la hepatopatia alcohdlica (27). Pero la
mayoria han evaluado la severidad histolégica de las lesiones de EHNA mediante
una valoracion semicuantitativa de los distintos cambios morfolégicos caracteristicos
de la lesibn de manera independiente (3,4,16,30,31). De acuerdo con la literatura
(26,167), en nuestro estudio la esteatosis era fundamentalmente macrovesicular,
coexistiendo en ocasiones un patrén mixto, y tenia una distribucién preferentemente
centrozonal o difusa, caracteristica de la EHNA. Esta esteatosis, en la mayoria de
los casos, era de intensidad moderada-severa. En mas de la mitad de los pacientes
dicha esteatosis se acompafiaba de una actividad inflamatoria poco intensa (L1-L2)

y sin inflamacion portal o periportal, como suele suceder. Combinando los resultados
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de distintas series (1,4,16,30-32), se ha encontrado fibrosis en el 15-50% de EHNA y
cirrosis en el 15% (1,4,16,31,32). En nuestros pacientes se detectd alguna forma de
fibrosis en el 65% de casos, aunque ninguno en estadio de cirrosis. En mas de 2/3
se trataba de un estadio de fibrosis muy inicial, caracterizado por fibrosis sinusoidal
en la zona 3 del lobulillo hepético (F1).

Recientemente algunos autores han establecido un sistema de evaluacion
numérica que permite cuantificar la severidad de la esteatohepatitis basandose en la
intensidad de la actividad necroinflamatroria (grado) y de la fibrosis (estadio)
(368,378,379). Brunt et al. (378) en su estudio retrospectivo de 51 pacientes con
EHNA encontraron que la mayoria tenian un “grado” leve o moderado de
esteatohepatitis (cambio hidrépico e infiltrado inflamatorio) y de distribucion
fundamentalmente lobulillar; con respecto al “estadio”, detectaron alguna forma de
fibrosis en el 80% de pacientes, la mayoria en estadio 3 (fibrosis perisinusoidal y
periportal, con puentes de fibrosis), con 3 casos en estadio de cirrosis. Nosotros en
este estudio hemos propuesto un protocolo de estudio morfolégico que valora la
actividad necroinflamatoria y la fibrosis, utilizando la estadificacion de Gerber y
Popper para la fibrosis y la graduacion de Brunt para la actividad necroinflamatoria
(372,378), adaptandolas a la metodologia de Scheuer para las hepatitis cronicas, y
separando la actividad lobulillar (parénquima) de la portal-periportal (377). Siguiendo
esta clasificacion morfologica, en este estudio hemos exigido como criterios minimos
para ser incluidos como esteatohepatitis aquellos higados con esteatosis, cambio
hidropico minimo e inflamacién lobulillar o portal-periportal leve (L1 P1 FO0). Sin
embargo, puesto que actualmente se admite que la EHNA es un complejo lesional
que va desde la esteatosis hasta la cirrosis, probablemente deban incluirse
pacientes con diagndstico clinico de esteatohepatitis que en el estudio histologico
solo presenten esteatosis, sin inflamacion ni fibrosis (LO PO FO).

Al igual que otros autores, no hemos incluido en el sistema de graduacion
morfolégica el resto de caracteristicas de la EHNA, puesto que no aportan
informacion sobre la severidad histologica (378). De forma similar a otros estudios,
nosotros encontramos una elevada prevalencia de nucleos glucogenados o claros
(72%), cambio que se ha propuesto como caracteristica diferencial con respecto a la
hepatitis alcohdlica, por su elevada asociacion con la diabetes mellitus tipo 2
(30,34,395). Vargas et al. (395) hallaron nucleos glucogenados en el 75% de EHNA

vs. 10% de hepatopatia alcohdlica, siendo un dato muy especifico (77%) aunque
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poco sensible (47%) para el diagnéstico diferencial de la EHNA. Otros hallazgos
como los cuerpos de Mallory o megamitocondrias se describen en la mayoria de las
series con una frecuencia muy variable (9-90%) (1,4,16,32,34,38,39,137). En
nuestra serie ambos cambios se hallaron en el 20% de casos.

Existen pocos estudios de seguimiento de pacientes con EHNA y la mayoria
incluyen un pequefio nimero de enfermos y poco tiempo de evolucién. Globalmente
se considera que existe progresion a fibrosis o cirrosis hasta en el 8-60% de EHNA
durante un tiempo medio de 1-9 afios (4,16,27,32). Sin embargo, al igual que en la
hepatopatia alcohdlica, dicha progresién es muy variable y no se sabe qué factores
pueden determinarlo. Diferentes autores han buscado algin parametro clinico,
analitico o histolégico que pueda ayudar a identificar a aquellos enfermos con
mayor riesgo de progresion y que, por tanto, deban someterse a una biopsia
hepatica e incluirse en ensayos terapéuticos (21,39,46,70,164,165,357). Al menos
cuatro estudios han encontrado que la edad avanzada, la diabetes mellitus tipo 2 y
la obesidad son condiciones clinicas que se asocian de manera significativa e
independiente a la presencia de fibrosis hepatica mas severa (21,46,164,165).
Angulo et al. (164) encontraron que el 60% de pacientes mayores de 50 afios de
edad con obesidad y/o diabetes tipo 2, tenian fibrosis hepatica severa. Se ha
especulado que el efecto de la obesidad puede haber sido sobreestimado por la
presencia de otros factores y que probablemente sea la diabetes la que se relacione
con la enfermedad progresiva en los obesos (39,46,48). Ademas, debe considerarse
que muchas de las series que encuentran asociacion de la obesidad con la
severidad de la lesion estan constituidas exclusivamente por pacientes con obesidad
morbida (IMC>40 Kg/m?) y que ademas han sido seleccionados entre aquellos que
van a ser sometidos a cirugia para perder peso (21,45,46,48,164). Ratziu et al. (165)
han propuesto recientemente el uso de un indice clinico-biolégico que permita
identificar aquellos casos de EHNA con mayor riesgo de progresion, el cual combina
la edad, el IMC y los valores de triglicéridos séricos En el presente estudio hallamos
una asociacion muy significativa entre la diabetes tipo 2 y la severidad de la lesion
histoldgica, tanto con el estadio de fibrosis, como en la intensidad de la inflamacion
lobulillar y portal-periportal. Sin embargo, no encontramos asociacion de ninguno de
los demas factores de riesgo de EHNA (obesidad, hipertrigliceridemia) con la lesion

histoldgica.
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La edad parece ser un indicador pronostico de la enfermedad
(21,27,38,164,165). De acuerdo con otros trabajos también hallamos en nuestra
serie de enfermos una tendencia a presentar mas fibrosis en aquellos pacientes de
mayor edad. Sin embargo, resulta dificil comparar nuestros resultados con los
obtenidos en otras series, puesto que nuestro estudio es prospectivo e incluye a
pacientes mas jovenes (mediana de 35 afios) y con una severidad de lesion
histolégica leve: la mitad con fibrosis sinusoidal; un tercio sin fibrosis; ningun caso de
cirrosis. Por el contrario, la mayor parte de estudios de que disponemos incluyen a
pacientes en la 52-62 década de la vida y con una proporcion mayor de higados con
fibrosis o cirrosis. Este hallazgo puede justificarse porque se trata de series
retrospectivas en las que la biopsia hepatica se efectué en muchos casos ante la
sospecha de una enfermedad hepatica avanzada. Ademas, resulta especialmente
interesante comparar nuestros resultados con los obtenidos por Moreno et al. (27)
en su serie retrospectiva de pacientes diagnosticados de EHNA durante los afios
1987-1989 en nuestro hospital (edad media: 41+12 vs. 51+13 afos; fibrosis: 65% vs.
90%; cirrosis: 0% vs. 35%). Con respecto al sexo y de acuerdo con la literatura,
encontramos en nuestro estudio una tendencia significativa a presentar mayor
fibrosis entre las mujeres (39,164).

No disponemos de datos concluyentes con respecto a la utilidad de algun
marcador de laboratorio en la identificacion de pacientes con EHNA y lesién mas
severa (407,411). Ademas, en algunas series casi la mitad de los pacientes tienen
aminotransferasas dentro del rango normal (21). La mayoria de estudios no
encuentran correlacion entre las cifras de aminotransferasas y la actividad
histolégica, aunque aquellos pacientes sin fibrosis suelen tener valores mas
elevados (92,400,401): Matteoni et al. (162) encontraron cifras de transaminasas
mas elevadas en pacientes con lesiones histolégicas de EHNA, frente a aquellos con
esteatosis aislada. Pifiol et al. (167) también hallaron en su estudio comparativo de
esteatosis-EHNA valores mayores de ALT y de GGT en los casos de lesion
histol6gica mas avanzada. En el estudio de Ratziu et al. (165), los valores de
ALT>2N se correlacionaron de manera independiente con la severidad de la lesion.
Angulo et al. (164) encontraron que aquellos pacientes con un cociente AST/ALT >1
presentaban mas fibrosis, dato consistente con estudios previos que encontraban
este cociente por encima de la unidad en cirrosis, independientemente de su

etiologia, posiblemente por alteracion del aclaramiento de AST por las células
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sinusoidales (342,479). Brunt et al. (378) también encontraron una asociacion
significativa entre los valores de AST y la intensidad de la lesién. Ueno et al. (407)
hallaron una correlacion positiva entre los valores de AST y ALT vy el grado de
esteatosis, pero no con la inflamacion ni con la fibrosis. Otros autores han hallado
que la actividad de la colinesterasa podria ser un predictor significativo de la
esteatosis hepdética (359). En nuestro estudio también hallamos una asociacion
significativa entre las aminotransferasas y la lesion histolégica: los valores de ALT y
AST eran mayores cuanto mas intensa era la actividad inflamatoria y los niveles de
AST se correlacionaron positivamente con el estadio de fibrosis. No consideramos el
valor del cociente AST/ALT como posible indice de severidad de la lesion, puesto
gue en el 96% de los pacientes de nuestra serie (82/85) era menor de la unidad,
dato que ademéas empleamos para excluir la exposicién al alcohol. Nosotros no
encontramos ninguna correlacion entre los valores de la colinesterasa y el grado de
esteatosis.

Aunque el riesgo de progresion probablemente sea proporcional a la
severidad histologica, no existe ningun hallazgo morfolégico que se acepte de
manera universal como indicador del pronéstico de la EHNA (36,162,164,378,379).
Ademas, el hecho de que se dispongan de pocos estudios que efectien un
seguimiento morfologico de pacientes con EHNA dificulta que se dispongan de mas
datos. Segun la secuencia patogénica actualmente aceptada para explicar las
lesiones de EHNA, seria logico encontrar una asociacion entre la severidad de la
esteatosis y la necrosis e inflamacion y la aparicion de fibrosis. Algunos autores han
encontrado correlacion entre el grado de infiltracion grasa del higado y la severidad
de la fibrosis (21,39,48), aunque otros estudios no han confirmado dicha asociacion
(164); otros han hallado asociacion entre la actividad necroinflamatoria y la fibrosis
septal (21,165). Nosotros también encontramos una correlaciéon positiva del grado de
esteatosis con la actividad inflamatoria y el estadio de fibrosis; y también entre la
inflamacion y la fibrosis. Es probable que estos hallazgos se justifiquen porque la
mayoria de pacientes tenian una lesion poco avanzada, ya que la cantidad de grasa
en el higado disminuye segun progresa la enfermedad a fibrosis severa y cirrosis, y

posiblemente por ello otros autores no han encontrado dicha asociacion (164).
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MECANISMOS PATOGENICOS

Dada la naturaleza tan variada de las condiciones que han sido asociadas a la
EHNA, no sorprende que aun no se haya identificado un mecanismo comun que
pueda explicar la patogénesis de esta enfermedad. Actualmente existe consenso en
gue la esteatosis hepatica constituye el primer evento en la EHNA y que se requiere
un segundo suceso capaz de inducir necrosis, inflamacion y fibrosis para desarrollar
EHNA (20). Diferentes estudios recientes en humanos y modelos animales sugieren
varios candidatos para este segundo evento. Pueden agruparse en tres grupos: 1°)
factores que contribuyen al estrés oxidativo y subsiguiente peroxidacion lipidica; 2°)
factores asociados con la produccion anormal de citocinas; 3°) factores relacionados
con una alteracion del metabolismo de los acidos grasos e insulinorresistencia. De
acuerdo con la hipétesis y objetivos del presente estudio, se ha investigado el papel
gue algunos de estos mecanismos pueden jugar en la aparicion de la enfermedad,

cuyos resultados vamos a analizar a continuacion:

1. DEFICIENCIA DE CARNITINA'Y CARNITIN-PALMITOIL-TRANSFERASA

Multiples evidencias acumuladas durante las dos ultimas décadas indican que la
EHNA se inicia con un aumento de los acidos grasos libres (AGL) intrahepaticos. En
situaciones en las que existe un incremento en el flujo de AGL al higado (obesidad,
ayuno, pérdida importante de peso, bypass yeyunoileal), un aumento en su sintesis
enddgena (nutricion parenteral total rica en hidratos de carbono y pobre en lipidos,
glucosa parenteral), una alteracion en el catabolismo de los AG (deficiencias
congénitas o adquiridas de la B-oxidacibn o defectos de la cadena respiratoria
mitocondrial), o bien un defecto en la produccién o secrecion de particulas VLDL, se
puede producir un exceso de AGL en el higado. A estos AGL se incorpora el glicerol-
3-fosfato para formar triglicéridos, los cuales se acumulan en el citoplasma de los
hepatocitos y constituyen el higado graso (480). Desde el punto de vista histologico
el higado graso puede manifestarse en forma de grandes vacuolas (esteatosis
macrovesicular) o de multiples y pequefas vesiculas que ocupan el citoplasma del
hepatocito (esteatosis microvesicular). La esteatosis microvesicular se observa en
una variedad de condiciones genéticas o adquiridas como el higado graso del
embarazo, sindrome de Reye, y reacciones toxicas a drogas (99,314,378). Estas
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condiciones parecen compartir un mecanismo gue consiste en una alteracion en la
B-oxidacion de los AGL y un cuadro de insuficiencia hepatocelular grave. Por otro
lado, la esteatosis macrovesicular se asocia a situaciones caracterizadas por
trastornos nutricionales, metabdlicos o drogas: alcohol, nutricion parenteral total,
Kwashiorkor, bypass yeyunoileal, diabetes tipo 2, obesidad y sindrome X
(3,67,91,389). Tradicionalmente la EHNA se ha incluido en el grupo de esteatosis
macrovesicular, pero es muy frecuente encontrar en las biopsias hepéticas de
pacientes con EHNA algunas lesiones de esteatosis microvesicular. Por tanto,
aungque no disponemos de estudios que hayan determinado el estado de la -
oxidacion en la EHNA, es posible que exista cierto grado de alteracion en la -
oxidacion de las grasas en esta enfermedad (31,395).

La deficiencia de carnitina ha sido invocada por algunos autores para explicar
las lesiones de esteatosis y esteatohepatitis que aparecen en situaciones como la
nutricion parenteral total (86-88,208,214,434), la enfermedad hepatica alcohdlica
(151,207,215,217,218) y la obesidad (220).

A la hora de analizar nuestros resultados y compararlos con los obtenidos en
otros estudios es importante considerar los siguientes aspectos: a) disponemos de
pocos trabajos que investiguen el metabolismo de la carnitina en sujetos con
esteatosis no alcohdlica o EHNA; b) muchos autores han incluido a pacientes con
enfermedad hepatica en estadio de cirrosis, fase en la que puede estar
comprometida la sintesis hepatica de carnitina; c) en la mayoria de estudios se ha
determinado la concentracidén de carnitina en plasma, y se sabe que la sangre actia
como transportadora de la carnitina y que, por lo tanto, los niveles séricos no reflejan
necesariamente el estado del metabolismo tisular de la carnitina (192,229); y, d) la
metodologia empleada para el analisis de la carnitina y de sus ésteres no siempre
ha sido la misma.

Krahenbihl et al. (215) cuantificaron la carnitina plasmatica en pacientes con
cirrosis de etiologia alcohdlica y virica asi como en sujetos con enfermedad hepatica
cronica sin cirrosis y establecieron comparaciones con un grupo control de
individuos sanos. No encontraron diferencias en la concentracion de carnitina en el
grupo de enfermos sin cirrosis, mientras que en aquellos con cirrosis alcohdlica
hallaron un aumento en la concentracion de ésteres de carnitina de cadena corta y

larga, y en la de etiologia viral s6lo se incrementaron los de cadena larga. No
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hallaron correlacién entre la concentracion de carnitina total en plasma o de sus
ésteres y el grado de funcién hepatocelular evaluado segun la puntuacion de Child-
Pugh. De Sousa et al. (207) analizaron el metabolismo de la carnitina en un grupo de
pacientes alcoholicos con higado graso y sin cirrosis y, de manera similar a nuestro
estudio, no encontraron diferencias significativas en la concentracion de carnitina
hepatica libre ni esterificada. El estudio de la carnitina y sus ésteres en plasma
tampoco resulté ser diferente entre los pacientes. Por otro lado, Harper et al. (220)
encontraron un aumento significativo en la concentracion de carnitina hepética en un
grupo de pacientes con obesidad morbida e higado graso. A diferencia de nuestro
estudio, demostraron que los obesos tenian mayor concentracidbn de carnitina
hepética total y libre, pero sin diferencias en el contenido de carnitina esterificada
con respecto a los controles.

En nuestro trabajo estudiamos el metabolismo de la carnitina mediante su
cuantificacion en tejido hepatico y no hallamos deficiencia de carnitina tisular en los
pacientes con EHNA. Los contenidos de carnitina total y de carnitina libre en el
higado resultaron similares en nuestro grupo de enfermos al compararlos con los
controles. Sin embargo, los sujetos con EHNA presentaron un contenido hepatico de
carnitina esterificada con AG de cadena larga (acil-carnitina de cadena larga o
ACCL) significativamente mayor que los controles (p=0.04) y una disminucién de la
carnitina esterificada con AG de cadena corta (acil-carnitina de cadena corta o
ACCC) (p=0.01). A pesar de no detectar una deficiencia de carnitina en la EHNA, el
aumento obtenido en la ACCL, sin diferencias en la concentracion de carnitina libre,
sugiere que estos pacientes pudieran tener una insuficiencia relativa de carnitina
secundaria a un aumento en sus necesidades metabdlicas o bien a un trastorno en
la B-oxidacion, o a ambas (199,203). La ausencia de una deficiencia real de carnitina
en nuestro grupo de enfermos resulta l6gica puesto que no parece que exista un
defecto en el aporte exdgeno de carnitina o signos de malnutricion (deficiencia de
suplementos en la dieta), la mayoria de los pacientes presentan un estadio de la
enfermedad inicial y conservan una funcién hepatica normal (defecto en la sintesis
hepatica de carnitina), y ninguno tiene insuficiencia renal (alteracion en la sintesis o
transporte renal). Tampoco existen datos a favor de que pueda existir un trastorno
en el transporte celular hepatocitario en estos pacientes.

Ademas del transporte de los AG de cadena larga al interior de la mitocondria,
la carnitina también tiene la funcién de extraer los acil-CoA de cadena corta y media
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que se acumulan en la mitocondria durante la B-oxidacion o la oxidacion del piruvato.
Estos ésteres de carnitina son transportados fuera de la matriz mitocondrial por la
carnitina-acilcarnitina translocasa y se consideran un indice de oxidacion de los AG
(192,211). Aunque desconocemos el significado de la disminucion en la
concentracion de la carnitina esterificada con AG de cadena corta en los pacientes
con EHNA, este hallazgo podria reflejar una disminucion en la produccion de acetil-
CoA vy acetilcarnitina, principal éster de carnitina de cadena corta, secundaria a un
trastorno en la B-oxidacion. Sin embargo, tampoco es posible descartar que, de
manera similar a lo que sucede en el masculo, la fuente principal del grupo acetil en
el higado sea la glucosa, via piruvato deshidrogenasa, y que se produzca una
disminucién en la concentracion de acetilcarnitina precisamente porque se produzca
un aumento en la oxidacion de los lipidos (481).

Puesto que se ha comprobado en condiciones experimentales que el
glucagbn aumenta la concentracion hepatica de carnitina y que la insulina atenta
dicho estimulo (223,224), no se puede descartar la posibilidad de que la insulina, el
glucagon o el cociente insulina/glucagon, puedan estar implicados en los resultados
obtenidos en el metabolismo de la carnitina en nuestro grupo de estudio. Harper et
al. (220) no encontraron correlacién entre el cociente insulina/glucagén y el
contenido hepético de carnitina, aunque si una tendencia a una correlacion negativa
entre la concentracion de insulina plasmatica y de carnitina en el higado. De acuerdo
con la posibilidad de que exista una insuficiencia o deficiencia funcional de carnitina
en la EHNA, se podria especular que la hiperinsulinemia hallada en nuestros
pacientes podria atenuar una sefial que estimule el acimulo adecuado de carnitina
en el higado de acuerdo con las necesidades metabolicas (224). Sin embargo, no
encontramos correlacién estadistica entre el contenido de carnitina hepatica y la
concentraciéon de insulina plasmatica, de glucagén, ni tampoco con el cociente
insulina/glucagon en nuestro grupo de estudio.

De manera similar a otros trabajos (207,215,220), tampoco nosotros hallamos
correlacion entre la carnitina hepatica y el grado de infiltracion grasa de los
hepatocitos. Sin embargo, si encontramos una correlacion significativa entre la
carnitina esterificada con AG de cadena larga y el estadio de fibrosis. Este hallazgo
no es comparable a otros estudios puesto que en éstos se valora el grado de
deposito graso como hallazgo histopatologico principal, sin entrar a analizar otros

cambios.
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La alteraciéon en el funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial se
encuentra entre las causas de deficiencia secundaria de carnitina (482). Aunque
existen algunos estudios que evallan la deficiencia de carnitina en pacientes con
miopatia mitocondrial, no disponemos de informacién publicada al respecto en la
enfermedad hepatica. Se han descrito aumentos en la concentracion plasmatica de
carnitina esterificada y disminucion en la fraccion libre en pacientes con deficiencia
de citocromo c¢ oxidasa y acidosis lactica (483). Campos et al. (199) encontraron
deficiencia de carnitina plasmatica total y libre sélo en 4 sujetos (8%) de un grupo de
48 pacientes con miopatia mitocondrial, mientras que el 44% presentaban un
aumento del cociente carnitina esterificada/carnitina libre. Esta
insuficiencia/deficiencia de carnitina podria indicar un trastorno de la oxidacion de los
AG secundario a una alteracidon en la funcién oxidativa y ciclo de los acidos
tricarboxilicos como consecuencia de un trastorno de la funcibn mitocondrial. Por
otro lado, se ha descrito que la carnitina es capaz de inducir un aumento en la
actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial en el musculo,
probablemente por mecanismos que involucran al ADNmt puesto que afecta
fundamentalmente a los complejos codificados por éste (484). Al establecer
correlaciones de la concentracion de carnitina hepatica con la actividad de los cinco
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial en nuestro grupo de EHNA,
encontramos una correlaciébn positiva muy significativa entre la concentracion
hepatica de carnitina libre y la actividad del complejo 1ll (r= 0.91; p=0.01). No
encontramos correlacion con el resto de los complejos. Sin embargo, se trata de un
namero pequefio de pacientes, por lo que parece prudente esperar a disponer de
otros estudios antes de establecer conclusiones.

Segun nuestra informacién, no existen datos acerca de la actividad hepatica
de la carnitin-palmitoil-transferasa (CPT) en la EHNA. La deficiencia de la actividad
enzimatica de la CPT en el higado se ha documentado en pocos casos Yy
generalmente corresponde a mutaciones que causan un déficit del enzima con
clinica generalmente muscular (234,235). Ademas, se sabe que el alcohol es un
potente inhibidor de este enzima (485). En nuestro estudio la actividad de la CPT
total no mostré diferencias significativas al compararla con los controles, aunque
este hallazgo no descarta un trastorno en el funcionamiento de la B-oxidacion. Por
otro lado, la insulina es capaz de disminuir la actividad de la CPT al aumentar la
sensibilidad de dicho enzima a la accion inhibidora que el malonil-CoA ejerce sobre
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él (272). En el presente estudio no obtuvimos correlacion entre la insulinemia y la

actividad hepatica de dicho enzima.

2. TRASTORNO EN EL FUNCIONAMIENTO DE LA CADENA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL

No se conoce el papel que la disfuncion mitocondrial puede jugar en la
patogénesis de la EHNA. Se han descrito cambios morfolégicos y ultraestructurales
mitocondriales caracteristicos de esta enfermedad (megamitocondrias, inclusiones
cristalinas), pero su significado en la actualidad es incierto, ya que no se sabe si son
reflejo de procesos adaptativos o de dafio mitocondrial (486). La mitocondria juega
un papel clave en el metabolismo energético celular. En ella se llevan a cabo
procesos tan importantes como la B-oxidacion de los acidos grasos y la produccion
de energia en la cadena de transporte electronico. Ademas, es el organo diana
sobre el que actuan determinadas citocinas como el TNFa (487).

En el presente trabajo hemos investigado la posibilidad de que exista una
disfuncion de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) en la EHNA. Dicha
disfuncion podria estar implicada en la apariciéon de microesteatosis, por insuficiencia
en la B-oxidacion, asi como en la evolucion de esteatosis a EHNA, al ser una fuente
de ROS, los cuales son capaces de producir peroxidacion lipidica (97).

En nuestro estudio determinamos la actividad de los cinco complejos de la
CRM en el higado de pacientes con EHNA y encontramos que la actividad de todos
ellos estaba disminuida de forma significativa al compararla con los controles sanos.
Los mecanismos por los que pueden producirse estos defectos y si son primarios o
secundarios no se conocen (488).

Se ha comprobado que la acumulacion de AGL y sus derivados
dicarboxilicos, producto de la w-oxidacion microsomal, son capaces de desacoplar la
fosforilacion oxidativa (99). Entre los posibles mecanismos capaces de alterar la
CRM, que ademas se han implicado en la patogenia de la EHNA, se encuentran las
endotoxinas bacterianas, algunas citocinas pro-inflamatorias como el TNFa, téxicos
como el alcohol, sustancias petroquimicas o el aceite desnaturalizado de colza,
algunas drogas como la amiodarona, y delecciones-mutaciones del ADNmt
(99,119,159,315). Ademas, la propia produccion de ROS es capaz de dafarla (487).

215



Discusion

En presencia de endotoxemia las mitocondrias sufren una pérdida del control
respiratorio, una disminucion en el contenido de citocromos y una inhibicién en la
oxidacion de sustratos, con la consiguiente produccion insuficiente de ATP. La
intensidad de estas alteraciones esta en relacion directa con la dosis de endotoxina
y la duracién de su presencia en contacto con las células (82,158). Ademas, en el
desarrollo de todas estas alteraciones se ha implicado al TNFa, el cual ha
demostrado en estudios experimentales ser capaz de inhibir la actividad del
complejo | de la CRM, promover el estrés oxidativo, bloquear el metabolismo
aeroébico e inducir la muerte celular (489,490). En nuestro estudio, no hallamos una
correlacion significativa entre la disfuncion de los complejos de la CRM y los niveles
plasmaticos de TNFa . Sin embargo, como se comentara mas adelante, este hecho
no descarta que los hepatocitos sean mas susceptibles a la accion toxica de esta
citocina o que exista un aumento en su concentracion tisular (158).

Aunque la mayoria de las drogas que se asocian a la EHNA lo hacen a través
de una inhibicién de la B-oxidacion y microesteatosis (tetraciclinas, glucocorticoides,
etc), otras son capaces de inducir directamente lesiones pseudoalcohdlicas (99,119).
La amiodarona, el maleato de perhexilina y el 4-4"-dietilaminoetoxihexestrol han
demostrado in vitro su capacidad para inhibir la p-oxidacion y la cadena de
transporte electronico. De esta manera no solo inducen la aparicion de esteatosis,
sustrato de la peroxidacién lipidica, sino también la produccion de ROS, los cuales
oxidan la grasa, iniciandose la cascada patogénica de las lesiones de la EHNA
(99,315). Estudios in vitro han demostrado que el maleato de perhexilina y la
amiodarona son capaces de inhibir la actividad de los complejos | y Il y disminuir la
formacion de ATP (116,117). Otros farmacos, como los analogos de nucledsidos o el
interferon alfa son capaces de inducir lesiones de EHNA al alterar la replicacion o la
transcripcion del ADNmt (119). Ninguno de los pacientes con EHNA incluidos en
nuestro estudio habia sido tratado con alguna de estas drogas.

Varios estudios experimentales han demostrado una disminucion en la
actividad de la CRM en el higado graso alcohdlico. Dicha disfuncién se ha atribuido
a alteraciones en la transcripcion de las subunidades de las proteinas de la CRM
codificadas por el ADNmt (491). Diferentes autores han encontrado una elevada
prevalencia de delecciones del ADNmt en alcohdlicos con esteatosis microvesicular,

pero muy baja o ausente en alcohdlicos con macroesteatosis y en sujetos con
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esteatosis macro o microvesicular no bebedores (252,253). Sin embargo, el Unico
estudio en humanos que determina la actividad de los complejos de la CRM en el
higado graso por alcohol encuentra que la actividad del complejo 1V, codificada por
el ADNmt, es normal, mientras que la del Il, que lo es por el ADNn, esta alterada
(492). En nuestro estudio obtuvimos una disminucion en la actividad de los cinco
complejos, incluido el Il. Por ello, es poco probable que la disfunciéon de la CRM
encontrada en nuestro grupo de EHNA sea secundaria a una mutacién del ADNmt.
Caldwell et al. (486) han estudiado recientemente la actividad de los complejos 1y IV
de la CRM en hibridos citoplasmicos (cibridos), los cuales contienen mitocondrias
derivadas de plaquetas, en un grupo de 10 pacientes con EHNA y la han comparado
con la de 10 pacientes con enfermedad hepética por alcohol y 10 sujetos con otras
enfermedades hepéticas. No encontraron disfuncion de la CRM y tampoco
detectaron una deleccion “comun” del ADNmt. Sin embargo, la ausencia de
expresion sistémica del defecto de la CRM en este estudio no descarta
necesariamente un trastorno en los hepatocitos, puesto que puede existir una
deficiencia adquirida en el higado o bien heteroplasmia heredada (493). En la Ultima
condicion, la anomalia mitocondrial puede ser distribuida de forma desigual en los
distintos tejidos de un mismo organismo. Ademas, aunque descartan una deleccion
“‘comun”, que son las que suelen acompafiar al envejecimiento, no se descartan
otras. Mansouri et al. (253) han encontrado delecciones del ADNmt asociadas al
envejecimiento con compromiso de la actividad de los complejos I, IV y V de la CRM.
Dicha asociacién resultd ser mas frecuente a partir de los 50 afios en los sujetos
sanos, aunque también fue mas prevalente entre pacientes con cirrosis hepéatica de
diferentes causas y menores de esta edad. En nuestro estudio la mayoria de sujetos
con EHNA eran menores de 50 afios (mediana de 35 afios) y el estadio de la
enfermedad era leve, datos que inducen también a excluir la existencia de alguna
deleccion del ADNmt como causa de disfuncion mitocondrial.

No encontramos en nuestra serie de EHNA correlacion entre la disfuncion de
los complejos de la CRM vy la severidad de la esteatosis. Tampoco con la presencia
de microesteatosis ni con el estadio de la enfermedad. Podriamos especular que, a
pesar de que segun nuestros resultados existe una alteraciébn importante en el
funcionamiento de la CRM, es posible que en estos pacientes la alteracion de la p-
oxidacion secundaria al aumento del cociente NADH/NAD® pueda ser moderada.

Este hecho justificaria que la esteatosis microvesicular sea menos frecuente y
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menos severa en ellos. En estos enfermos posiblemente predominen los
mecanismos de esteatosis macrovesicular como el aumento de la movilizacion de
AG procedentes del tejido adiposo, el incremento en la sintesis hepatica de AG o un
defecto en la secrecion de triglicéridos desde el higado (252). Sin embargo, en
determinadas condiciones como exposicion a toéxicos, determinadas drogas,
infecciones, sobrecrecimiento bacteriano intestinal, endotoxemia, etc, la inhibicion de
la B-oxidacion podria llegar a ser severa y provocar la aparicion de microesteatosis
anadida a la esteatosis macrovesicular.

Determinar si la alteracion de la CRM es causa 0 consecuencia de la
formacion de ROS no se ha establecido en todos los casos. La inhibicion in vitro del
complejo Il de la CRM con antimicina A produce un aumento significativo de la
produccién mitocondrial de anién superéxido (O;%) y peréxido de hidrégeno (H.O-)
(494). Este hecho sugiere que cuando la CRM se bloquea, los electrones se
acumulan en las etapas iniciales, especificamente en el complejo | y coenzima Q,
desde donde pueden ser transferidos directamente al oxigeno molecular (O,) y dar
lugar al anidon superéxido (O,"). Este radical libre, por accion de la superdxido
dismutasa (SOD), es transformado en peroxido de hidrogeno (H.O,). El sistema
mitocondrial glutation (GSH) es capaz de transformar finalmente al peréxido de
hidrogeno (H.O.) en agua (H,0). En caso de existir sobreproduccion de ROS, un
déficit de los sistemas antioxidantes, entre los que figura fundamentalmente el GSH,
y en presencia de hierro, puede formarse el radical hidroxilo (OH®) (reaccion de
Fenton o Haber-Weiss), el cual es muy toxico (495). Asi, dicho radical es capaz de
producir peroxidacion de las membranas celulares, y dafio de la CRM y del ADNmt
(254,494). En nuestro estudio, no encontramos correlacion entre la ferritinemia y la
alteracion de los complejos de la CRM.

Recientemente se ha implicado a la denominada “proteina desacoplante de la
fosforilacion oxidativa” (UCP2) en la disfuncién de la CRM y muerte celular (352).
Rashid et al. (353) han encontrado un aumento en la expresion de esta proteina en
hepatocitos de ratas y de pacientes con EHNA asociada a amiodarona, nutricion
parenteral total, y obesidad. Puesto que su funcion es despolarizar la mitocondria,
desacoplar la fosforilacion oxidativa y disminuir la sintesis de ATP, es posible que

sea uno de los mecanismos que alteren el funcionamiento de la CRM o que aumente
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la vulnerabilidad de la mitocondria a diferentes estimulos como las
endotoxinas/TNFa (158).

Futuros estudios podran establecer el papel de la disfuncién de la CRM en la
EHNA y determinar en qué medida dicha alteracién tiene un papel patogénico o es

solamente un indice de disfuncién metabdlica inespecifica.

3. SOBRECRECIMIENTO BACTERIANO INTESTINAL Y PRODUCCION DE TNFa

Diferentes estudios sugieren que la producciéon anormal de citocinas inducida
por endotoxinas bacterianas puede jugar un papel importante en la patogénesis de
la EHNA (158,159,496). Se sabe que las endotoxinas bacterianas son capaces de
provocar la liberacion de citocinas proinflamatorias, principalmente el TNFa, el cual
ha sido identificado como mediador del dafio producido por aquellas en muchos
tejidos, incluido el higado (333).

En condiciones normales los hepatocitos son resistentes a los efectos
citotoxicos del TNFe«, pero existen dos mecanismos que pueden favorecer el dafio
hepético mediado por esta citocina (158): a) la produccion masiva de TNFa por los
macréfagos como respuesta a un estimulo, como las endotoxinas; y b) la existencia
de una mayor susceptibilidad del hepatocito a cantidades normales de TNFa. El
organo diana de la hepatotoxicidad inducida por el TNFa es la mitocondria, donde es
capaz de alterar el funcionamiento normal de la cadena de transporte electrénico y
promover la consiguiente formacién de radicales libres de oxigeno (ROS) (333,497).

Multiples evidencias sugieren un papel del TNFa, inducido por endotoxinas,
en la enfermedad hepética alcohdlica (496,349). Se ha detectado un aumento de
endotoxinas en el suero de pacientes alcohdlicos, asi como niveles elevados de
TNFa en plasma y en parénquima hepatico en la esteatohepatitis alcoholica
(354,498,499). Por otro lado, recientemente el grupo de Diehl (158) ha demostrado
gue los ratones con obesidad genética y esteatosis severa son muy sensibles a
dosis bajas de lipopolisacaridos. Esta hipersensibilidad se expresa en que
desarrollan con facilidad lesiones de EHNA, a pesar de no detectarse el incremento
esperado en los niveles plasmaticos de TNFa.

En el momento actual no existe informacion acerca de la produccion de TNFa

en pacientes con EHNA. En nuestro grupo de EHNA solamente el 21% de sujetos

219



Discusion

(13/63) tenia valores séricos de TNFa por encima de la normalidad. Sin embargo,
este hallazgo no descarta que en la EHNA se produzca un aumento en la
expresion/sintesis local de TNFa, ni tampoco que pueda existir mayor
susceptibilidad de los hepatocitos a la accion téxica de dicha citocina (158,500).
Ademas, es posible que en algunos pacientes con EHNA el mecanismo de
produccion de la lesion hepética sea por una via diferente a la inducida por las
citocinas.

Se ha demostrado que el tejido adiposo es capaz de producir TNFa y
justificar asi el aumento de la concentracion plasmatica de TNFa detectada en
sujetos obesos. Sin embargo, se ha observado que los adipocitos, a diferencia de
los macrofagos, no responden al estimulo de las endotoxinas aumentando la
expresion/sintesis de dicha citocina, hecho que atenua la produccion sistémica de
TNFa, y que aparentemente no impide su produccion local por las células de Kupffer
(290,330,501). En nuestro estudio no hallamos asociacion entre la concentracion
sérica de TNFa y la presencia de obesidad, aunque este dato no descarta que
pueda existir una sobreexpresion local de interferon vy, el cual sensibiliza a los
hepatocitos a la toxicidad por el TNFa, ni una disminucion de la concentracion de IL-
10, que lo inhibe, como se ha observado en estudios de experimentacion en
animales obesos tratados con endotoxinas (158).

La mayoria de estudios en la enfermedad hepatica alcohdlica han encontrado
correlacion entre los niveles plasméticos de TNFa y la severidad de la lesion
hepatica (158,328). La ausencia de dicha correlaciéon en nuestro grupo de enfermos
no sorprende, puesto que la mayoria de pacientes presentaban una lesion hepatica
leve. Yang et al. (158) demostraron que los animales obesos con esteatosis mas
severa eran mas sensibles a la accion del TNFa. Ademas, estudios en animales de
experimentacion han demostrado que el TNFa es capaz de estimular la sintesis
hepatica de acidos grasos y de triglicéridos (334). De acuerdo con estos datos, en
nuestro estudio encontramos correlacion entre los niveles séricos de TNFa y la
severidad de la esteatosis hepatica. En este sentido es importante sefalar que la
produccion de TNFa por el tejido adiposo es uno de los mecanismos implicados en
la insulinorresistencia de los obesos. Aunque no esta bien establecido el mecanismo
por el que es capaz de producir resistencia a la insulina, parece que interfiere en su

accion al inhibir la actividad de la tirosina quinasa del receptor de la insulina. Esta
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insulinorresistencia es probablemente la causa de la hiperinsulinemia de los sujetos
con obesidad, la cual es capaz de mantener la lipogénesis hepatica, aunque no de
inhibir la lipolisis en el tejido adiposo, con el consecuente aumento en el flujo de
acidos grasos libres al higado y aparicion de esteatosis (285,330,444,502). No
hallamos correlacion entre los niveles de TNFa en el suero y la presencia de
diabetes, de hiperinsulinemia ni de insulinorresistencia en nuestro grupo de EHNA.

Estudios experimentales han evidenciado que el sobrecrecimiento bacteriano
intestinal (SBI) juega un papel en la traslocacion bacteriana y peritonitis bacteriana
intestinal de los cirréticos, aunque no se conoce bien su papel en la propia cirrosis
(503,504). La traslocacion de productos bacterianos, como las endotoxinas, desde la
luz intestinal a la circulacibn mesentérica y sus linfaticos induce la produccion
regional y sistémica de TNFa y otras citocinas proinflamatorias, siendo uno de los
mecanismos implicados en la aparicién de la esteatohepatitis alcohdlica (333). La
elevada incidencia de EHNA en situaciones de SBI como el bypass yeyunoileal y la
diverticulosis de intestino delgado apoyan la hipétesis de que el SBI y la
consiguiente endotoxemia portal puedan jugar un papel en la patogenia de la EHNA
(70,141).

Se ha detectado SBI en aproximadamente un tercio de pacientes con cirrosis
hepética de diferentes etiologias (viral, alcohdlica, idiopatica). Nosotros detectamos
la existencia de SBI en el 29% de pacientes con EHNA (16/56). De acuerdo con
otros estudios, no hallamos asociacion significativa entre la presencia de SBI y la
edad o el sexo de los pacientes; tampoco con los enzimas hepaticos. Sin embargo, a
diferencia de otros autores (328,336), no encontramos asociacion del SBI con la
severidad de la lesion hepatica, probablemente porque, como ya se ha mencionado,
la mayoria presentaban una lesion histolégica poco avanzada. La ausencia de
asociacion significativa entre los valores séricos del TNFa y la presencia de SBI
obtenida en nuestro estudio podria explicarse por la ausencia del estimulo de
produccion de TNFa en el tejido adiposo por las endotoxinas, no descartandose que
pueda existir asociacion con la concentracion de TNFa en el tejido hepatico. La
observacion de que el SBI se asocia a la produccion endégena de etanol y que las
bacterias intestinales pueden metabolizar el etanol a acetaldehido, sugiere otro
mecanismo por el que el SBI puede producir dafio hepético diferente al de las

citocinas (81). Ademas, el hallazgo reciente en ratones con obesidad genética de
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pequefias cantidades de etanol en el aire espirado, apunta la posibilidad de que la
produccion enddégena de este toxico intervenga en el desarrollo de la
esteatohepatitis, incluso en no bebedores (505).

No se conocen los mecanismos exactos por los que puede producirse SBI en
los pacientes con cirrosis y como posibles causas se han propuesto la hipoacidez
gastrica, alteraciones de la motilidad intestinal, disfuncion de los mecanismos
defensivos y posibles anormalidades de la mucosa intestinal secundarias a
hipertension portal (506-508). En el presente estudio se excluyeron aquellos
pacientes con causas de SBI conocidas como tratamientos antisecretores,
diverticulosis de intestino delgado, diabetes, trastornos de la motilidad intestinal, etc.
No se descartaron pequefias anormalidades de la mucosa intestinal o alteraciones
de los mecanismos de defensa intestinal, pero su implicacién es muy improbable.
Por otro lado, la asociacion hallada entre SBI y la presencia de factores de riesgo
para la EHNA como la obesidad o la hiperlipemia, apuntan la posibilidad de que
otros factores, adquiridos o genéticos, aumenten la susceptibilidad para el desarrollo
de SBI en estos pacientes.

Aunque el “gold standard” para el diagndstico del SBI consiste en demostrar
la presencia de flora bacteriana en cantidades anormales en el aspirado de
secreciones de yeyuno, la mayoria de estudios utilizan el test del hidrégeno espirado
con glucosa puesto que se trata de una técnica simple, barata, no invasiva, y con
buen grado de sensibilidad (62-93%) y especificidad (83-100%) (466,509). Nosotros
empleamos este test diagnostico en nuestra serie de EHNA, aunque es probable

que en el futuro deba ser validado en el grupo de pacientes con EHNA (510).

4. ALTERACION DEL METABOLISMO DEL HIERRO

Aunque existen multiples evidencias, clinicas y experimentales, que apuntan
la posibilidad de que el hierro esté implicado en la patogenia de la EHNA, no es
hasta el afio 1997 cuando empieza a analizarse el papel de este metal en la
aparicion de esta enfermedad (16,37,339,341). Moirand et al. (511) describieron un
sindrome de sobrecarga de hierro asociado a la obesidad, diabetes, hiperlipemia e
hipertension arterial, todos ellos factores de riesgo para la EHNA, al que
denominaron “sindrome de hiperferritinemia asociado a trastornos polimetabdlicos”.

Dicho sindrome se caracteriza por un estado de sobrecarga de hierro hepatico con
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ferritina sérica elevada, saturacion de transferrina normal y ausencia de marcadores
de hemocromatosis hereditaria (antigeno HLA-A3). Poco después, Bacon et al. (16)
llamaron por primera vez la atencion sobre este tema al encontrar que el 58% de los
pacientes con EHNA incluidos en su estudio tenian elevados los indices de hierro
sérico (ferritinemia y/o saturacién de transferrina), acompafiandose, en algunos
casos, de un aumento en los depdsitos de hierro hepatico. Como consecuencia de
estos hallazgos el grupo de George (37), en Australia, y el de Bonkovsky (341), en
Norteamérica, han investigado recientemente el estado de los parametros del hierro,
asi como el papel que pueden jugar las mutaciones del gen de la hemocromatosis
hereditaria (HFE) en la patogénesis de la EHNA. Ambos estudios han confirmado
gue muchos pacientes con EHNA tienen una alteracion de los parametros clinicos
del hierro (hierro, ferritina, saturacién de la transferrina) y deposito hepético de
hierro, independientemente de que presenten o no alguna mutacion del gen HFE.
George et al. (37) encontraron que el 62% de su grupo de 51 sujetos con EHNA
tenian una ferritina >300 ng/ml, aunque solo el 22% presentaban ademas una
saturacion de la transferrina >55%. Ademas, el 41% presentaba siderosis hepatica,
aungue el 15% de aquellos con ferritinemia elevada no mostraban depdsito de hierro
en el higado. Segun los valores establecidos recientemente para los paradmetros del
hierro en la Conferencia Europea de Consenso Internacional (512), el 37% de
sujetos con EHNA de nuestro estudio (28/76) presentaban niveles séricos de ferritina
por encima del rango normal (>300 ng/ml en varones y >200 ng/ml en mujeres),
aungue solo el 6% (3/51) tenia la saturacion de la transferrina > 45%. Ademas,
encontramos una asociacion fuerte entre los niveles elevados de ferritina en suero,
el depdsito de hierro en el higado y el estadio de fibrosis.

El descubrimiento reciente del gen HFE ha permitido identificar dos
mutaciones especificas de la hemocromatosis hereditaria (HH): la mutacion
Cys282Tyr, en la que existe una sustitucién de la cisteina por la tirosina en el
aminoacido 282, y la His63Asp, en la que el aspartato sustituye a la histidina en el
aminoacido 63. Segun distintas series de diferentes paises, un 72-100% de
pacientes con el fenotipo tipico de HH son homocigotos para la mutacién C282Y, un
0.5-5% son heterocigotos compuestos (C282Y/H63D), y el resto (0.5-5%) se
distribuye entre heterocigotos para la mutacion C282Y, homo y heterocigotos para la

H63D. Ademas, un 0-12% de pacientes con HH no presentan ninguna de las dos
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mutaciones, a pesar de ser fenotipicamente similares al resto de pacientes

(468,513,514).

Se ha encontrado un incremento de dichas mutaciones en algunas
enfermedades como la porfiria cutanea tarda (515,516), el déficit de a;—antitripsina
(517) y la hepatitis cronica por VHC (518). Dos estudios recientes han investigado la
prevalencia de las mutaciones del gen HFE en pacientes con EHNA con el fin de
conocer el papel que su presencia puede ejercer en el desarrollo de la sobrecarga
férrica descrita en algunos sujetos con EHNA, asi como su posible asociacion con el
grado de lesion hepética (37,341). George et al. (37) encontraron una prevalencia
significativamente mayor de la mutacion C282Y entre los 51 pacientes con EHNA
estudiados (EHNA: 31% vs. control: 19%), y la mayoria en estado heterocigoto
(C282Y +/-: 23.5% ; C282Y +/+: 8%). Sin embargo, no detectaron diferencias
significativas en cuanto a la mutacion H63D (EHNA: 31% vs. control: 24%).
Bonkovsky et al. (341) hallaron que la prevalencia de cualquiera de las dos
mutaciones estaba aumentada en su grupo de 36 casos de EHNA (EHNA: 69% vs.
control: 40.5%). Sus resultados fueron similares a los de la serie australiana en
cuanto a la mutacion C282Y (19.5%vs. 31%; p=0.2), pero la prevalencia de la
mutacion H63D resulto ser significativamente mayor entre los norteamericanos con
EHNA (50% vs. 31%; p=0.008). En nuestro estudio efectuamos la determinacion de
ambas mutaciones en 60 pacientes con EHNA y los resultados fueron algo
diferentes a los obtenidos en las dos series previas:

- La prevalencia de cualquiera de las dos mutaciones entre los sujetos con EHNA
fue del 35%, significativamente menor que la obtenida en la serie norteamericana
(35% vs. 69%; p< 0.01) y similar a la australiana (35% vs. 62%; p>0.05 ).

- La mutacién H63D, en estado homo o heterocigoto, estaba presente en un
porcentaje similar de pacientes con EHNA al hallado en la serie australiana (35%
vs. 31%) y norteamericana (35% vs. 50%).

- A diferencia de las dos series previas, en nuestro grupo de enfermos con EHNA,
no encontramos mayor prevalencia de la mutacion C282Y, ya que solo la
presentaba un sujeto (2%) y lo hacia en estado heterocigoto compuesto
(C282Y/H63D).

- De manera similar al estudio australiano y norteamericano, hallamos que la

mayoria de portadores de la mutacion H63D presentaba una sola copia.
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- La prevalencia del estado heterocigoto compuesto, al igual que en las dos series
previas, fue muy baja (1/60).

- Aunque Bonkovsky et al. (341) encontraron una asociacion entre la presencia de
la mutacion H63D y el sexo femenino, en nuestro estudio no encontramos

diferencias significativas en cuanto al sexo para ninguna de las dos mutaciones.

En el Unico trabajo existente referido a la poblacién espafiola sobre la prevalencia
de ambas mutaciones, el 87% de pacientes con HH eran homocigotos para la
mutacion C282Y, ninguno para la H63D y el 6.5% eran heterocigotos compuestos.
Entre los 512 sujetos sanos controles, solo 1 (0.2%) era homocigoto para la
mutacion C282Y y 29 (6%) heterocigotos; 4% (24/487) de los controles eran
homocigotos para la mutacion H63D, mientras que el 35% (171/487) eran
heterocigotos (519). No encontramos diferencias estadisticamente significativas al
comparar la prevalencia de las dos mutaciones entre los sujetos con EHNA de
nuestro estudio y dicha poblacion espafiola control (C282Y +/+: 0% vs. 0.2%; C282Y
+/-: 2% vs. 6%; H63D +/+: 5% vs. 4%; H63D +/-: 30% vs. 35%; H63D/C282Y: 2% vs.
1.4%).

En las series de George y de Bonkovsky se encontrd asociacion significativa de
los parametros clinicos del hierro (feritina, sauracion de la transferrina, hierro) con la
presencia de cualquier mutacién del gen HFE (37,341). En el presente estudio, la
presencia de la mutaciéon H63D se asoci6 a cifras mayores de ferritina sérica, sobre
todo en el estado homocigoto de la citada mutacién. Por otro lado, el Gnico caso que
era heterocigoto compuesto, tenia una ferritinemia normal.

En conclusion, el andlisis de nuestros datos se pueden resumir en los siguientes
puntos:

1. Confirmamos que muchos pacientes con EHNA tienen valores de ferritina sérica
elevados, aunque la saturacion de transferrina sea normal.

2. Aproximadamente un tercio de sujetos con EHNA presentan alguna mutacion del
gen HFE, que consiste fundamentalmente en el estado H63D heterocigoto, aunque
sin diferencias significativas con una poblacion espafiola control.

3. A diferencia de otras series, no encontramos mayor prevalencia de ninguna de las
dos mutaciones en nuestro grupo de EHNA.

4. La presencia de la mutacion H63D se asocio a ferritinemia elevada y ésta a

siderosis hepatica y a fibrosis. Como consecuencia de ello, la presencia de valores
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altos de ferritina sérica podrian considerarse indicadores de mayor dafio hepatico v,
por tanto, ser Uutiles a la hora de seleccionar a aquellos pacientes que se
beneficiarian de una biopsia hepatica diagndstica.

El mecanismo por el que el hierro puede intervenir en la patogenia y
progresion de la EHNA no esté claro, aunque parece que un factor importante podria
ser el estrés oxidativo. El hierro es capaz de aumentar el estrés oxidativo al
favorecer la formacién de radicales libres e intervenir en la cascada patogénica
propuesta en la EHNA: esteatosis —» formacibn  de  radicales libres
—» lipoperoxidacion —» sintesis de aldehidos (malonildialdehido y 4-
hidroxinonenal) —fibrosis (337-339). Ademas, este metal es capaz de producir
dafio peroxidativo de la membrana mitocondrial, y por tanto, alterar el
funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial, asi como disminuir la
integridad de las membranas lisosomales, favoreciendo la suelta de enzimas de los
lisosomas (340,520). Sin embargo, existe controversia sobre si la sobrecarga de
hierro que existe en algunos pacientes con EHNA participa por si misma en el dafo
hepatico o bien si es secundaria a un proceso inflamatorio (16,37). En el presente
estudio encontramos correlacion entre los parametros clinicos del hierro y la
presencia de siderosis y de fibrosis, aunque en muchos casos en ausencia de
mutacion del gen HFE. Este hecho podria explicarse porque en algunos casos el
aumento de la ferritina sérica sea secundario a la EHNA, y en otros porque se trate
de pacientes portadores de alguna mutacion del gen HFE diferente a las dos
conocidas, de forma que convendria efectuar en estas situaciones un seguimiento
del paciente por si apareciera una HH. Por otro lado, como consecuencia de estos
hallazgos, algunos autores han propuesto que, al igual que sucede con la hepatitis
cronica viral, el tratamiento con flebotomias e incluso con quelantes del hierro
podria ser beneficioso en estos pacientes (292,521).

Diferentes autores han relacionado la alteraciéon del metabolismo del hierro
con la hiperinsulinemia y el sindrome de insulinorresistencia (286,291,292,294).
Estudios experimentales han demostrado que la exposicion aguda a la insulina
produce un aumento en la expresion de los receptores de la transferrina en la
superficie celular (276). Ademas, existen evidencias recientes de que las mutaciones
C282Y y H63D, aumentando el pool de hierro, pueden potenciar el efecto de la
hiperinsulinemia y exacerbar el dafio hepatico en la EHNA (522). Se ha especulado

que la insulinorresistencia inducida por el hierro podria obedecer a una disminucion
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en la extraccién hepética de la insulina por sobrecarga de hierro y dafio hepatico
(523) o bien porque el depdésito de hierro interfiere en la capacidad de la insulina
para suprimir la produccion de glucosa (524). En pacientes con HH y hemosiderosis
se ha encontrado correlacion de la insulinorresistencia, evaluada por un clamp de
glucosa euglucémico, con la sobrecarga de hierro, incluso en pacientes con test de
tolerancia oral a la glucosa normal (525). Se ha encontrado que la resistencia a la
insulina se halla en relacion directa con los depdsitos de hierro, cuantificados
mediante la cifra de ferritina sérica (286). Asi, la ferritinemia podria ser un marcador
indirecto del sindrome de insulinorresistencia (477) e incluso considerarse como
parte del actualmente denominado sindrome de insulinorresistencia asociado a
sobrecarga hepatica de hierro (292). Sin embargo, en el presente estudio no
hallamos correlacién estadistica entre los valores de ferritina sérica, la insulinemia ni
el indice de insulinorresistencia. Tampoco la encontramos al correlacionar la
ferritinemia con la presencia de situaciones asociadas a hiperinsulinemia, como la

diabetes o la obesidad.

5. ALTERACION DEL METABOLISMO DE LA GLUCOSA E INSULINA

Existen evidencias que apoyan el papel de la insulina en la patogenia de la
EHNA como son la presencia de hiperinsulinemia e insulinorresistencia en las
condiciones clinicas asociadas con mayor frecuencia a la EHNA (obesidad, diabetes
tipo 2, sindrome X, nutricion parenteral), la capacidad de la insulina para producir
lesiones hepdaticas directas de esteatosis y esteatohepatitis, y la estrecha relacion
que existe entre enfermedad hepética e intolerancia a la glucosa o diabetes
(57,62,266,526). La insulina ejerce una accion reguladora fundamental en el
metabolismo de las grasas (2): en el tejido adiposo inhibe la lipolisis y, por lo tanto,
disminuye el flujo de AGL hasta el higado; en el higado bloquea la p-oxidacion de los
AGL y estimula la lipogénesis. Se ha propuesto que la hiperinsulinemia e
insulinorresistencia intervienen en el primer paso de la patogénesis de la EHNA al
proporcionar el sustrato, los triglicéridos y &cidos grasos libres (AGL), para la
peroxidacion lipidica (65).

Mdltiples estudios han demostrado una prevalencia elevada de
hiperinsulinemia y alteracion en la tolerancia a la glucosa en enfermedades crénicas

avanzadas del higado (57,58,296). Sin embargo, pocos han evaluado el estado del

227



Discusion

metabolismo de la glucosa/insulina en enfermedades hepaticas leves y en la EHNA.
La importancia actual del sindrome X como factor de riesgo cardiovascular y su
asociacién al higado graso no alcohdlico ha favorecido la aparicion de estudios
recientes que, de forma similar al nuestro, analizan la situacion del metabolismo de
la glucosa e insulina en pacientes con EHNA mediante el test de tolerancia oral a la
glucosa (TTOG). Knobler et al. (64) han encontrado alguna forma de intolerancia en
el metabolismo de la glucosa/insulina en el 90% de individuos de su grupo de 48
pacientes con EHNA: 29% con intolerancia en el test de la glucosa (ITG), 44% con
diabetes, e hiperinsulinemia normoglucémica en el 17%. Soélo 5 enfermos (10%)
tenian el TTOG e insulinemia dentro de la normalidad. Pinto et al. (63) han hallado
alguna forma de intolerancia en el 69% de los 30 sujetos con EHNA incluidos en su
estudio: 17% con ITG, 33% con diabetes, 20% con hiperinsulinemia normoglucémica
y normalidad en 9 casos (31%). En nuestro grupo de 41 EHNA, el 59% presentaba
alguna forma de intolerancia: 17% con ITG, 8% eran diabéticos y 34% tenian
hiperinsulinemia normoglucémica. Diecisiete enfermos (41%) no presentaban
ninguna alteracion en el control de la glucemia/insulina.

Se han propuesto dos mecanismos fundamentales que podrian explicar la
hiperinsulinemia presente en estos enfermos: a) un aumento en la sintesis de
insulina por la célula B pancreética y b) una disminucion en el metabolismo hepatico
de la insulina. En la obesidad parece que la insulinorresistencia es la alteracion
primaria. Se ha observado que los obesos tienen una disminucién en la sensibilidad
a la insulina en el tejido adiposo y este hecho provoca un aumento en el flujo de AGL
al higado y esteatosis. De forma secundaria la célula B pancreatica produce un
aumento compensador en la secrecion de insulina. En aquellos individuos obesos en
los que este mecanismo no sea capaz de compensar la insulinorresistencia,
aparecera una diabetes manifiesta (527). Por el contrario, en la enfermedad hepatica
avanzada el aumento en la concentracion plasmética de insulina parece ser el
evento precoz, habiéndose comprobado que la propia hiperinsulinemia, mantenida
de forma crénica, es capaz de disminuir la sensibilidad a la accién periférica de la
insulina (296). La mayoria de los pacientes con cirrosis hepatica tienen
hiperinsulinemia, el 60-80% son intolerantes a la glucosa y aproximadamente el 20%
desarrollan diabetes manifiesta (297). Puesto que el higado es el principal lugar
donde se metaboliza la insulina, parece que la disfuncidn hepatica y la consiguiente

disminucién en la extraccibn hepatica de insulina por el mismo, constituye el
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mecanismo fundamental de hiperinsulinemia en dicha enfermedad. Ademas, es
probable que en estos casos el desarrollo de hipertensién portal y derivaciones
portosistémicas contribuyan a la disminucion del aclaramiento hepatico de la insulina
(299).

Actualmente no existen métodos lo suficientemente validados que determinen
el funcionamiento de la célula B pancreética (para medicion de la secrecion
pancreatica de insulina) ni la extraccion de insulina por el higado (283,528). Ademas,
aungque se acepta como método de referencia en la evaluacibn de la
insulinorresistencia la disminucién en la sensibilidad a la insulina, demostrada
durante el clamp hiperinsulinémico de la glucosa, su complejidad técnica hace que
sea poco aplicable en el estudio de un numero amplio de pacientes (62,475,529). De
acuerdo con otros trabajos, nosotros determinamos la insulinorresistencia, el
funcionamiento de la célula B pancreatica, y la extraccion hepatica de insulina
mediante el célculo de tres indices, representados por un cociente molar
(58,270,283,300,476): indice de insulinorresistencia (cociente glucosal/insulina),
indice de secrecion pancreatica de insulina (cociente glucosa/péptido C) e indice de
extraccidn hepatica (cociente péptido C/insulina). A favor del empleo de estos
indices en el estudio del metabolismo de la glucosa e insulina se encuentran los
siguientes datos: 1) el aumento en la concentracién plasmatica de insulina sin
hipoglucemia e incluso con hiperglucemia, como sucede en nuestro estudio, traduce
la existencia de insulinorresistencia ({ cociente glucosa/insulina); 2) puesto que la
insulina y el péptido C son secretados en cantidades equimolares por el pancreas y
que el péptido C no sufre metabolismo hepatico, cualquier aumento en la
concentracion plasmatica de péptido C, en respuesta a la glucemia, indica un
incremento en la sintesis de insulina por la célula B del pancreas (Y cociente
glucosa/péptido C); 3) como la insulina, a diferencia del péptido C, si es degradada
en el higado, los cambios en la relacion péptido C/insulina plasmatica representan
alguna alteracion en su extraccion hepatica (¥ cociente péptido Clinsulina) y 4) la
facilidad de realizacion de la técnica en comparacion con el clamp glucosa/insulina.
Segun los resultados de nuestro estudio, es probable que la hiperinsulinemia hallada
en mas de la mitad de los pacientes con EHNA resulte de una compleja relacion
entre el aumento de la secrecibn pancredtica, para compensar el estado de

insulinorresistencia, y la alteracion en la degradacion hepatica de la insulina. De
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manera similar a lo que ocurre en la obesidad, nosotros encontramos que, aunque la
EHNA se asocia a una disminucién en la sensibilidad de los tejidos a la insulina, las
células B pancreéticas son capaces de aumentar la secrecion de la misma para
vencer la insulinorresistencia (530). El resultado es un estado metabdlico
compensado Yy, por ello, la mayoria de los pacientes de nuestro estudio presentan un
estado de tolerancia a la glucosa normal. Sin embargo, es posible que con el tiempo
este aumento en la produccién de insulina no pueda mantenerse y aparezca
intolerancia o una diabetes franca (531). Ademas, segun nuestros resultados, la
disminucién en el metabolismo hepético también contribuye a la hiperinsulinemia de
la EHNA. El hecho de que los pacientes con EHNA e hiperinsulinemia tengan una
disminucion en el metabolismo hepéatico de la insulina y, sin embargo, aquellos con
insulinemia normal lo tengan similar al de los controles, apoya la hip6tesis de que la
alteracion en la degradacion hepatica de la insulina sea el mecanismo principal de
hiperinsulinemia en la EHNA. La propia esteatosis podria contribuir a la
hiperinsulinemia e insulinorresistencia en los pacientes con EHNA al alterar el
metabolismo hepatico de la insulina (300,532). Inokuchi et al. (300) atribuyeron la
hiperinsulinemia hallada en su grupo de obesos con higado graso a una disminucion
en la extraccion hepatica de insulina. Ademas, justificaron la alteracion en el
metabolismo hepético de la insulina por la propia infiltracion grasa, puesto que
hallaron una correlacion negativa entre el indice de extraccion hepatica (péptido
Clinsulina) y el grado de esteatosis. A diferencia de estos autores, nosotros no
encontramos dicha correlacion.

Globalmente, nuestros resultados sugieren que la EHNA se asocia a
insulinorresistencia e hiperinsulinemia. Es probable que como consecuencia de la
disminucién en el efecto periférico de la insulina, la lipolisis se acelere y el flujo de
AGL al higado se incremente. Mientras, el aumento compensador de la
concentracion plasmatica de insulina acttia en el higado, en el que la sensibilidad a
la insulina estd menos afectada (475), acelerandose la lipogénesis e inhibiéndose la
B-oxidacion de los AG. La consecuencia es la acumulacion de triglicéridos en los
hepatocitos y la aparicion de esteatosis, paso previo a la inflamacion y fibrosis
caracteristicas de la EHNA (533).

Desconocemos el mecanismo de hiperinsulinemia e insulinorresistencia en la
EHNA, aunque la obesidad probablemente juegue un papel muy importante. En el

presente estudio encontramos una correlacion positiva entre el IMC (indice de masa
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corporal) y la hiperinsulinemia e insulinorresistencia. Sin embargo, puesto que
algunos pacientes con EHNA no son obesos y también tienen hiperinsulinemia e
insulinorresistencia, es posible que en estos casos intervengan factores genéticos
que disminuyan la sensibilidad a la insulina y que, por lo tanto, la insulinorresistencia
sea un fendémeno primario en ellos (65).

El mecanismo celular que interviene en la insulinorresistencia no se ha
esclarecido, aunque se han propuesto varios mediadores como los AGL plasmaticos
(175,282,284), el TNFa. (285-290), el glucagon (85,268), la ferritina (291-294,337), e
incluso la propia hiperinsulinemia crénica (2,297,534).

Se ha detectado un aumento de AGL en el plasma y en el higado de obesos,
pacientes con EHNA y en otros estados de insulinorresistencia. Los AGL, ademas
de tener un efecto toxico en la peroxidacion lipidica (297), pueden intervenir en la
intolerancia a la glucosa e insulinorresistencia, puesto que son capaces de inhibir la
captacion de glucosa estimulada por la insulina (66). Ademas parece que también
disminuyen el metabolismo hepético (283) y estimulan la secrecién de insulina (274).

La hipotesis de la insulinorresistencia inducida por TNFa est4 avalada por la
sobreexpresion de esta citocina en el tejido adiposo de animales y humanos obesos
y la mejoria en la sensibilidad del receptor de la insulina al neutralizar la accién del
TNFa (286,288-290). En el presente estudio no hallamos correlaciéon de la
insulinemia ni la insulinorresistencia con la concentracion plasméatica de dicha
citocina. Sin embargo, no puede descartarse que exista un aumento en la
concentracion y efectos del TNFa a nivel tisular, como ya se ha comentado en otros
apartados de la discusion.

Estudios experimentales demuestran que el glucagén interviene en el control
de la glucemia por la insulina, posiblemente por interaccién con su receptor (268). La
administracion exdégena de glucagén mejora e incluso previene la aparicion de
esteatosis hepatica al disminuir el cociente insulina/glucagébn y regular la
lipogénesis/lipolisis (85). En nuestro estudio no encontramos diferencias
significativas en la concentracién periférica de glucagon en los pacientes con EHNA,
aunque el cociente insulina/glucagén estaba significativamente aumentado al
comparar con los controles.

Pocos estudios previos de EHNA han incluido perfiles lipidicos detallados

(64). Se ha descrito una estrecha asociacion entre la hiperinsulinemia e
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hipertrigliceridemia en la obesidad y la diabetes (63,475,477). Existen evidencias
gue sugieren que la insulinorresistencia, a través de la hiperinsulinemia, provoca un
aumento en la sintesis hepética de particulas VLDL y contribuye al aumento de los
triglicéridos plasmaticos observado en estos sujetos. Ademas, la resistencia de la
lipoprotein lipasa especifica de los adipocitos a la accion de la insulina y la
disminucién en la sintesis y secrecion de apoproteina B, contribuyen a la
hipertrigliceridemia y disminucién en el aclaramiento de particulas VLDL. Sin
embargo, al igual que Marchesini et al. (65), no encontramos en nuestro estudio
correlacion entre la insulinemia y la concentracion periférica de triglicéridos ni de
particulas VLDL.

Diferentes autores han demostrado una asociacion entre la insulinemia e
insulinorresistencia y los valores de ALT en pacientes con EHNA (475). De acuerdo
con otros estudios (64), en nuestro grupo de EHNA no hallamos correlacion entre la
insulinemia, o alguno de sus indices y los enzimas hepaticos

En resumen, parece probable que la hiperinsulinemia e insulinorresistencia
sean el nexo comun para las diferentes condiciones clinicas asociadas a la EHNA y
que jueguen un papel clave en la patogenia de la enfermedad. La elevada
prevalencia de alguna alteraciéon en el metabolismo de la glucosal/insulina en la
EHNA sugiere que deberia efectuarse un test de tolerancia oral a la glucosa junto
con una determinacién de la insulinemia en todos los pacientes con EHNA no
diabéticos, asi como realizar un seguimiento en aquellos normoglucémicos, sobre
todo si presentan hiperinsulinemia e insulinorresistencia, por la posibilidad de que
desarrollen con el tiempo una diabetes. Ademas, estos resultados podrian tener
implicaciones terapéuticas que deberian evaluarse en ensayos clinicos (dietas para
perder peso en obesos y drogas que mejoren la sensibilidad periférica a la insulina).
Se precisan mas estudios prospectivos que investiguen el estado del metabolismo
de la glucosal/insulina en pacientes con enfermedad hepéatica leve de diferentes
etiologias, incluyendo la EHNA.
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CONCLUSIONES

1. El diagnéstico de EHNA debe sospecharse en pacientes con aumento sérico de
la alanino-amino-transferasa y un patron ecografico de higado brillante,
especialmente si se trata de obesos y/o hiperlipémicos y/o diabéticos y/o

consumidores de determinados farmacos, con independencia del sexo.

2. El sexo femenino, la edad avanzada, la diabetes mellitus tipo 2, las
transaminasas elevadas y el aumento de la ferritina sérica se asocian a una
lesion histologica de EHNA mas avanzada. Su presencia puede ayudar a
seleccionar a aquellos pacientes con diagndstico clinico de EHNA en quienes se
debe realizar una biopsia hepética.

3. En mas de la mitad de los casos con EHNA existe fibrosis hepatica, aunque en la
mayoria se encuentra en un estadio inicial. La esteatosis e inflamacion se

asocian con grados mayores de fibrosis.

4. En la EHNA el transporte de los acidos grasos libres al interior de la mitocondria
es normal, pero la actividad de los cinco complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial esta disminuida aproximadamente al 50%. Dicha disfuncion justifica
que exista una insuficiente oxidacion de los acidos grasos libres, que se
produzca estrés oxidativo y, secundariamente, que aparezca esteatosis,

inflamacion y fibrosis.

5. ElI 59% de los pacientes con EHNA sin diabetes mellitus presenta un trastorno en
el metabolismo de la glucosa e insulina que, al igual que en los diabéticos, debe

contribuir a la aparicion de las lesiones de esteatohepatitis.

6. El sobrecrecimiento bacteriano intestinal esta presente en el 29% de pacientes
con EHNA pero esta alteracion no se asocia a ninguna de las condiciones que
favorecen la colonizacion bacteriana, aunque es mas frecuente cuando existen

obesidad, hiperlipemia o consumo de farmacos.
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7. El 21% de sujetos con EHNA tiene niveles plasmaticos de TNFa elevados. Dicho
aumento no se relaciona con la existencia de sobrecrecimiento bacteriano
intestinal, hiperinsulinemia, insulinorresistencia ni con la actividad de la cadena

respiratoria mitocondrial.

8. La EHNA cursa con hiperferritinemia y saturacion normal de la transferrina en
aproximadamente un tercio de casos, pero la prevalencia de las mutaciones
asociadas a la hemocromatosis hereditaria es similar a la poblacién sana

espafiola.
9. No hemos encontrado ninguna asociacion entre los antigenos del sistema HLA y

la EHNA, aunque no podemos descartar que otros factores genéticos

intervengan en la aparicion de la enfermedad.
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