TESIS DE LA UNIVERSIDAD 2024
DE ZARAGOZA 360

Samuel Jesus Martinez Dominguez

Aspectos diferenciales de la
enfermedad hepatica grasa no
alcoholica y la respuesta
Inmunologica en pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal

Gargallo Puyuelo, Carla Jerusalén
Gomollon Garcia, Fernando

IS5N 2254-T606




© Universidad de Zaragoza
Servicio de Publicaciones

@ @ @ ISSN 2254-7606



s Universidad

101  Zaragoza

n
1
4

Tesis Doctoral

ASPECTOS DIFERENCIALES DE LA
ENFERMEDAD HEPATICA GRASA NO
ALCOHOLICA Y LA RESPUESTA INMUNOLOGICA
EN PACIENTES CON ENFERMEDAD
INFLAMATORIA INTESTINAL

Autor

Samuel Jesus Martinez Dominguez

Director/es

Gargallo Puyuelo, Carla Jerusalén
Gomollon Garcia, Fernando

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA
Escuela de Doctorado

2024

Repositorio de la Universidad de Zaragoza — Zaguan http://zaguan.unizar.es







Departamento de Medicina, Psiquiatria y Dermatologia

Universidad Zaragoza

Aspectos diferenciales de la enfermedad hepatica grasa no alcohdlicay la
respuesta inmunoldgica en pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal

Samuel Jesus Martinez Dominguez

Directores: Prof. Fernando Gomolldn Garcia, Dra. Carla Jerusalén
Gargallo Puyuelo

Tutor: Dr. Luis Saez Comet

Memoria presentada por D. Samuel Jesus Martinez Dominguez para
optar al titulo de Doctor

2024



Este trabajo ha sido posible gracias a la financiacién del Instituto de
Salud Carlos Ill (contrato de investigacidon Rio Hortega CM23/00089), el
CIBER de enfermedades hepaticas y digestivas (CIBERehd), y el Gobierno
de Aragdn, mediante la concesidn de subvenciones a la actividad
investigadora de los grupos de investigacion de referencia reconocidos
por el Gobierno de Aragén (Grupo de investigacion traslacional en
patologia digestiva, B12_20R, Instituto de Investigacion Sanitaria de

Aragodn).



El Profesor Titular de Medicina Don Fernando Gomollén Garcia

CERTIFICA:

Que el trabajo titulado “Aspectos diferenciales de la enfermedad hepatica grasa no alcohdlica 'y
la respuesta inmunoldgica en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal”, que presenta
el graduado en Medicina Don Samuel Jesus Martinez Dominguez, ha sido realizado bajo mi
direccién en el Departamento de Medicina y relne, a mi juicio, originalidad y contenido
suficiente para que sea presentado ante el Tribunal correspondiente y optar al titulo de Doctor

por la Universidad de Zaragoza.

Y para que asi conste y a los efectos oportunos, se realiza el presente certificado en Zaragoza a

24 de marzo de 2024.

Fdo. Fernando Gomolldn Garcia

Profesor Titular de Medicina



La Doctora en Medicina Dofia Carla Jerusalén Gargallo Puyuelo

CERTIFICA:

Que el trabajo titulado “Aspectos diferenciales de la enfermedad hepdtica grasa no alcohdlica 'y
la respuesta inmunolégica en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal”, que presenta
el graduado en Medicina Don Samuel Jesus Martinez Dominguez, ha sido realizado bajo mi
direccién en el Departamento de Medicina y redne, a mi juicio, originalidad y contenido
suficiente para que sea presentado ante el Tribunal correspondiente y optar al titulo de Doctor

por la Universidad de Zaragoza.

Y para que asi conste y a los efectos oportunos, se realiza el presente certificado en Zaragoza a

24 de marzo de 2024.

Fdo. Carla Jerusalén Gargallo Puyuelo

Doctora en Medicina



El Profesor vinculado doctor Don Luis Saez Comet

CERTIFICA:

Que el trabajo titulado “Aspectos diferenciales de la enfermedad hepdtica grasa no alcohdlica 'y
la respuesta inmunolégica en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal”, que presenta
el graduado en Medicina Don Samuel Jesus Martinez Dominguez, ha sido realizado bajo mi tutela
en el Departamento de Medicina y redne, a mi juicio, originalidad y contenido suficiente para
gue sea presentado ante el Tribunal correspondiente y optar al titulo de Doctor por la

Universidad de Zaragoza.

Y para que asi conste y a los efectos oportunos, se realiza el presente certificado en Zaragoza a

24 de marzo de 2024.

Fdo. Luis Sdez Comet

Profesor vinculado doctor de Medicina



El graduado en Medicina Don Samuel Jesuis Martinez Dominguez solicita la presentacién de su
tesis doctoral como compendio de publicaciones con unidad tematica en “Enfermedad
inflamatoria intestinal”. Para ello hace constar las referencias completas de los articulos que
constituyen el cuerpo de la tesis, la posicion que ocupa el doctorando como autor en cada

publicacion, el factor de impacto y el cuartil basado en el “Science Citation Index”:

1. Martinez-Dominguez, S.J.; Garcia-Mateo, S.; Gargallo-Puyuelo, C.J.; Gallego Llera, B.;
Refaie, E.; Callau, P.; Mendi, C.; Baptista, P.M.; Herndndez Ainsa, M.; Arroyo-Villarino,
M.T.; Lépez de la Crugz, J.; Martinez-Garcia, J.; Alfambra, E.; Simén Marco, M.A.; Ampuero,
J.; Gomollén, F. Crohn’s Disease is an independent risk factor for liver fibrosis in patients
with inflammatory bowel disease and non-alcoholic fatty liver disease. Eur J Intern Med.

2024; 120: 99-106. doi: 10.1016/j.€jim.2023.10.019. PMID: 37872034

Primer autor y autor de correspondencia.

Factor de Impacto: 8,0. Primer cuartil.

2. Martinez-Dominguez, S.).; Garcia-Mateo, S.; Gargallo-Puyuelo, C.J.; Gallego-Llera, B.;
Callau, P.; Mendi, C.; Arroyo-Villarino, M.T.; Simén-Marco, M.A.; Ampuero, J.; Gomollén,
F. Inflammatory Bowel Disease is an independent risk factor for metabolic dysfunction-
associated steatotic liver disease in lean individuals. Inflamm Bowel Dis. 2023. Online

ahead of print. doi: 10.1093/ibd/izad175. PMID: 37607330.

Primer autor y autor de correspondencia.

Factor de impacto: 4,9. Segundo cuartil.



3. Martinez-Dominguez, S.J.; Garcia-Mateo, S.; Sainz-Arnal, P.; Martinez-Garcia, J.; Gallego
Llera, B.; Lozano Limones, M.J.; Hidalgo, S.; Gargallo-Puyuelo, C.J.; Latre Santos, M.;
Nocito Colon, M.M.L.; Martinez-Lostao, L.; Refaie, E.; Arroyo-Villarino, M.T.; del Rio-
Nechaevsky, M.; Ramirez-Labrada, A.; Pardo, J.; Gomolldn, F.; Baptista, P.M. Unravelling
the cellular response to the SARS-CoV-2 vaccine in inflammatory bowel disease patients
on biologic drugs. Sci Rep. 2023, 13(1), 23061.doi: 10.1038/s41598-023-50537-y. PMID:
38155275

Primer autor y autor de correspondencia.

Factor de impacto: 4,6. Segundo cuartil.

4. Martinez-Dominguez, S.).; Garcia-Mateo, S.; Laredo, V.; Gargallo-Puyuelo, C.J.; Gallego
Llera, B.; Lopez de la Cruz, J.; Gomolldn, F. Liver fibrosis in non-alcoholic fatty liver disease
and progression to hepatocellular carcinoma in patients with inflammatory bowel
disease: a  systematic review. Cancers. 2023; 15(13), 3367. doi:
10.3390/cancers15133367. PMID: 37444477

Primer autor y autor de correspondencia.

Factor de impacto: 5,2. Segundo cuartil.

Factor de impacto total: 22,7

En Zaragoza, a 24 de marzo 2024

Fdo. Samuel Jesus Martinez Dominguez



Abreviaturas

AASLD: asociacion americana para el estudio del higado (del inglés “american association for the
study of liver”).

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

AINE: antiinflamatorios no esteroideos.

ALEH: asociacion latinoamericana para el estudio del higado.

ALT: alanina aminotransferasa.

aOR: odds ratio ajustada.

ARN: acido ribonucleico.

5-ASA: acido 5-aminosalicilico (del inglés “5-aminosalicylic acid”).

AST: aspartato aminotransferasa.

CAP™: pardmetro de atenuacion controlada (del inglés “controlled attenuation parameter”).
Cl: colitis indeterminada.

COVID-19: enfermedad por coronavirus 2019.

CTLA-4: antigeno-4 asociado al linfocito T citotdxico (del inglés “cytotoxic T lymphocyte antigen-
4”).

CU: colitis ulcerosa.

DM: diabetes mellitus.

EC: enfermedad de Crohn.

EASL: asociacidn europea para el estudio del higado (del inglés “european association for the
study of the liver”).

EHGNA: enfermedad hepatica grasa no alcohdlica.

Ell: enfermedad inflamatoria intestinal.

ELISA: ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (del inglés “enzyme-linked immunosorbent
assay”).

GWAS: estudios de asociacion de genoma completo (del inglés “genome-wide association
studies”).

HLA: antigeno leucocitario humano (del inglés “human leukocyte antigen”).

IC: intervalo de confianza.

IFN: interferon.

IL: interleuquina.

IMC: indice de masa corporal.

E: especificidad.



ET: elastografia de transicion.

FLI: indice de higado graso (del inglés “Fatty Liver Index”).

Foxp3: proteina P3 de la caja de la cabeza de tenedor (del inglés “Forkhead box protein 3”).
GETECCU: grupo espafiol de trabajo en enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

GITR: receptor del factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides (del inglés
“glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor”).

HSI: indice de esteatosis hepatica (del inglés “hepatic steatosis index”).

JAK: Janus quinasas (del inglés “Janus kinases”).

LAP: producto de acumulacion lipidica (del inglés “lipid accumulation product”).

NK: células asesinas naturales (del inglés “natural killer”).

MAdCAM1: molécula de adhesién celular adresina de mucosas-1 (del inglés “mucosal addressin
cell-adhesion molecule 1”).

MIC: molécula relacionada con la cadena del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (del
inglés “major histocompatibility complex class | chain related molecule”).

NOD2: receptor dominio de oligomerizacién de nucledtidos 2 (del inglés “nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein 2”).

PAMPs: patrones moleculares asociados a patdgenos (del inglés “pathogen-associated
molecular patterns”).

PAS: icido periddico-Schiff (del inglés “periodic acid-Schiff”).

PNPLAS3: proteina 3 que contiene el dominio de la fosfolipasa tipo patatina (del inglés “Patatin
like phospholipase domain-containing protein 3”).

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones (del inglés “pattern-recognition receptors”).
RM: resonancia magnética.

RM-PDFF: fraccidn de grasa por densidad protdnica por resonancia magnética (del inglés “proton
density fat fraction”).

S: sensibilidad.

SARS-CoV-2: coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo grave (del inglés
“severe acute respiratory syndrome coronavirus 2”).

STAT: transductor de sefales y activador de la transcripcion (del inglés “signal transducer and
activator of transcription”).

TC: tomografia computarizada.

TGF: factor de crecimiento transformante (del inglés “transforming growth factor”).

TLR: receptores tipo Toll (del inglés “Toll-like receptors”).

TNF: factor de necrosis tumoral (del inglés “tumor necrosis factor”).



Tabla de contenidos

Introduccién
Hipétesis
Objetivos

Aportaciones del doctorando

Capitulo 1: Prevalencia y factores de riesgo para enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en

pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

Crohn’s Disease is an independent risk factor for liver fibrosis in patients with inflammatory

bowel disease and non-alcoholic fatty liver disease. Eur J Intern Med. 2024; 120:99-106.

Capitulo 2. Prevalencia y factores de riesgo para enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en

pacientes delgados con enfermedad inflamatoria intestinal

Inflammatory Bowel Disease is an independent risk factor for metabolic dysfunction-

associated steatotic liver disease in lean individuals. Inflamm Bowel Dis. 2023: izad175.

Capitulo 3. Seroprevalencia de la infecciéon por SARS-CoV-2 vy respuesta inmunoldgica a la

vacuna frente a SARS-CoV-2 en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal.

Unravelling the cellular response to the SARS-COV-2 vaccine in inflammatory bowel disease

patients on biologic drugs. Sci Rep. 2023, 13(1): 23061.

Capitulo 4. Papel de la fibrosis hepatica en la progresién a carcinoma hepatocelular en

pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedad hepatica grasa no alcohdlica.

Liver fibrosis in non-alcoholic fatty liver disease and progression to hepatocellular carcinoma
in patients with inflammatory bowel disease: a systematic review. Cancers. 2023; 15(13):

3367.

Discusién general
Conclusiones

Perspectivas futuras

11

64

66

72

76

88

101

115

131

153

155



Introduccién

La comorbilidad es una condicidn médica con creciente interés tanto en el plano asistencial como
en la investigacion biomédica. Se define como el riesgo de desarrollar una segunda enfermedad
en pacientes que ya padecen una enfermedad especifica(1). El término multimorbilidad tiene
una connotacidn diferente al de comorbilidad, ya que no hace énfasis en una enfermedad
primaria o indice, sino en la coexistencia entre dos o mds enfermedades crénicas en un

paciente(2).

Las diferentes definiciones utilizadas en la literatura médica han dificultado la estimacion de la
prevalencia de la multimorbilidad, que ha oscilado entre el 13% y el 72%(3). Sin embargo, existe
una clara tendencia ascendente de la prevalencia de la multimorbilidad a lo largo de los afios.
De hecho, un estudio publicado en Reino Unido en 2018 estimd que en el afio 2035 el niumero
de personas mayores con mas de 4 enfermedades sera del doble que en 2015(4). Este fendmeno
estd en parte justificado por el incremento de la edad media de la poblacién en las ultimas
décadas, que se espera siga aumentando. Otros factores de riesgo para la multimorbilidad son

la ausencia de apoyo familiar o un bajo nivel socioeconémico(5).

Se ha descrito que la multimorbilidad influye negativamente sobre la calidad de vida(6),
incrementa el uso de recursos sanitarios y los costes sanitarios, deteriora el estado fisico y
funcional de los pacientes(7), e incrementa la mortalidad(8). Consecuentemente, el abordaje de

los pacientes con dos 0 mas enfermedades crdnicas deberia ser integral.

Sin embargo, los sistemas sanitarios estan habitualmente disefiados para atender patologias
individuales en lugar de pacientes con comorbilidades, derivando en duplicidad en el consumo
de recursos, ineficiencia y deterioro en la seguridad de los pacientes(9). Por tanto, seria esencial
migrar desde un enfoque dirigido a la patologia individual a un enfoque centrado en el paciente

con el objetivo de proteger y promover un buen estado de salud de las personas(5).

Tradicionalmente se han estudiado las manifestaciones extraintestinales de la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (Ell), que suelen afectar a los ojos, las articulaciones, la piel, el higado o
las vias biliares. Sin embargo, la presencia de comorbilidades que no presentan una correlacion
directa con la Ell o sus tratamientos ha sido menos estudiada(10). Un estudio retrospectivo
publicado en 2022 reportd que las comorbilidades mas frecuentes en pacientes con Ell eran la
diabetes mellitus (DM), la hipertension arterial (HTA) y la anemia ferropénica(11). La importancia
de estas ultimas radica en su potencial influencia sobre el prondstico de la enfermedad, sobre la
presencia de actividad de la Ell o de las manifestaciones extraintestinales, y sobre la eleccién de

la terapia farmacoldgica para la Ell mas adecuada(10).
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1. Enfermedad inflamatoria intestinal

El término Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell), que incluye a la enfermedad de Crohn (EC),
a la colitis ulcerosa (CU) y a la colitis indeterminada (Cl), hace referencia a enfermedades
caracterizadas por inflamacion crénica del tracto gastrointestinal que evolucionan en periodos
de actividad/remisién y que pueden derivar a largo plazo en una destruccién progresiva e

irreversible del mismo(12).

1.1 Perspectiva historica

Constan diversas descripciones de casos de diarrea no infecciosa desde el afio 640 a.C,,
presumiblemente atribuidas a lo que hoy conocemos como CU. Sin embargo, hasta 1859 no fue
denominada por primera vez como CU cuando el doctor Samuel Wilks reportd el caso de una
paciente joven que habia fallecido por un cuadro diarreico con sangre de semanas de
evolucion(13). Posteriormente, se descubrié que esta primera descripcidon inicialmente
catalogada como CU en realidad correspondia a una EC. En 1875 fue cuando Wilks y Moxon
probablemente reportaron el primer caso de CU, asi como caracterizaron clinica vy

patoldgicamente la enfermedad diferenciandola de las colitis infecciosas(14).

La enfermedad de Crohn fue descrita por primera vez por Morgagni en 1769 en base a la autopsia
de un paciente joven que fallecié por un cuadro diarreico grave. Posteriormente, diversos
autores como Dalziel publicaron casos consistentes en afectacién inflamatoria de diferentes

segmentos del tracto intestinal con una histologia comun: granulomas no caseificantes(15,16).

Burrill Bernard Crohn nacié en Nueva York en 1884, descendiente de una familia inmigrante judio
alemana. En 1911, se gradud en Medicina por la Universidad de Columbia y, posteriormente, se
vinculé al Hospital Mount Sinai(15). Inicialmente Crohn estudiaba las secreciones exocrinas del
pancreas, pero se interesé por las enfermedades inflamatorias intestinales al revisar varios
estudios histologicos de pacientes con ileitis intervenidos por Berg, el cirujano del Hospital
Mount Sinai. Dos cirujanos mas jovenes, Ginzburg y Oppenheimer, llevaban recopilando datos y
estudiando pacientes intervenidos por Berg por obstrucciones intestinales en la region

III

ileocecal(17). En 1932, Crohn presentd una nueva entidad denominada “ileitis terminal” en un
manuscrito publicado en la revista Journal of the American Medical Association (JAMA).
Posteriormente, por recomendacion del doctor J. Arnold Bargen de la Clinica Mayo, se cambié el

término por “ileitis regional”(18). Durante toda su vida Crohn se dedicd al estudio de las
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enfermedades inflamatorias intestinales hasta su fallecimiento en 1983 y recibié numerosos

reconocimientos(19).

1.2 Epidemiologia

La Ell se consideré una enfermedad tipica de los paises occidentales por su incidencia creciente
durante la segunda mitad del siglo XX. Sin embargo, en aquel momento la incidencia de la Ell
apenas se habia estudiado en Latinoamérica, Asia o Africa. Estudios epidemioldgicos de mayor
calidad realizados en paises recientemente industrializados de Latinoamérica, Africa, Europa del
este o Asia, han demostrado una nueva tendencia al aumento de la incidencia en estas areas(20).
Al mismo tiempo, se ha descrito en los ultimos afios una tendencia a la estabilizacién de la
incidencia de la Ell en Europa y Norteamérica, con una importante carga de enfermedad ya que
se estima que la prevalencia alcance el 1% en 2030 en paises como Canada(21,22). Para explicar
la evolucién global de la Ell se han postulado cuatro estados epidemioldgicos: emergencia de la

Ell, aceleracion en la incidencia, “compounding prevalence” y equilibrio de la prevalencia(23).

La fase de emergencia hace referencia al reporte de casos esporadicos de Ell, que comenzd en
Europa occidental y Norteamérica a finales del siglo XVIIl. En esta fase, se realizaron las
principales descripciones de la CU por Samuel Wilks y de la EC por Burrill Crohn, y se prolongd
hasta mediados del siglo XX en los paises occidentales(13,18). Sin embargo, la fase de
emergencia en paises recientemente industrializados como Latinoamérica y Asia ha ocurrido
durante la segunda mitad del siglo XX, y en los paises menos desarrollados se esta produciendo

durante el siglo XXI(23).

La fase de aceleracion se caracteriza por un incremento rapido de la incidencia paralelo al
progreso socioecondmico de las regiones, con una prevalencia de Ell todavia baja. Este
fendmeno se produjo en la segunda mitad del siglo XX en los paises occidentales(23). Por
ejemplo, Loftus et al reportaron un incremento de la incidencia de CU en Minnesota desde 0,6
casos por cada 100.000 personas-afio en los afios 40 hasta 8,3 casos por cada 100.000 personas-
afio en los afos 90. Latinoamérica y Asia se encuentran en esta fase actualmente con datos que

remedan la evolucion de la Ell en los paises occidentales durante el siglo XX(24).

La fase de “compounding prevalence” se define por un aumento de la prevalencia, incluso ante
pequefios aumentos de la incidencia. Este fendmeno se explica por la baja mediana de edad al
diagndstico de la Ell (entre los 30-35 afios) y el aumento de la esperanza de vida, similar a la

poblacién general(23,25). Un estudio realizado en Estados Unidos publicado en 2017 reporté un
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aumento de la prevalencia de ECy CU desde 174 y 214 casos por cada 100.000 personas en 2001
hasta 247 y 286 casos por cada 100.000 personas en 2011, respectivamente(26). Sin embargo,
las cifras son heterogéneas cuando se comparan diferentes areas geograficas(27). Chaparro et al
publicaron en 2021 en un estudio del grupo espafiol de trabajo en enfermedad de Crohn y colitis
ulcerosa (GETECCU) una incidencia en Espafia de 16 casos por cada 100.000 personas-afio para
la Ell, de 7,5 casos por cada 100.000 personas-afio para la EC, de 8 casos por cada 100.000

personas-afio parala CUy de 0,5 casos por cada 100.000 personas-afio para la CI(28).

Existe la hipétesis de que la siguiente fase sera la de equilibrio de la prevalencia, ante una
incidencia que se mantendra estable o incluso descendera y una mortalidad que se incrementard

debido al aumento de la edad y de la comorbilidad de los pacientes con Ell(25).

1.3 Etiopatogenia y factores de riesgo

La historia familiar de primer grado de EC o CU se ha descrito como uno de los factores de riesgo
mas potentes para desarrollar Ell. La concordancia del 50% en ECy del 15% en CU entre gemelos
homocigotos, asi como del 10% en EC y del 4% en CU entre gemelos dicigdticos, sugieren una
base genética de la enfermedad(29). De hecho, se han identificado mas de 600 asociaciones
genéticas en los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, del inglés “genome-wide
association studies”) implicadas en la respuesta inmune, la autofagia, la reparacién celular, el
control de la inflamacién y de muchas otras funciones(30). Algunos ejemplos son el dominio de
oligomerizacién de nucledtidos 2 (NOD2) en EC(31), el complejo HLA (antigeno leucocitario
humano, del inglés “human leukocyte antigen”) en CU, y el receptor de interleuquina 23 (IL-23)
en Ell(32). Sin embargo, estas asociaciones deben interpretarse con cautela ya que no implican

necesariamente causalidad(29).

Ademas, una amplia variedad de factores ambientales interviene en el desarrollo de Ell en
pacientes genéticamente susceptibles, todo ello en el contexto de las interacciones entre la
microbiota y el huésped. El tabaquismo es un factor protector para la CU mientras que es un
factor de riesgo para desarrollar EC, con una menor supervivencia libre de enfermedad
estenosante (Hazard ratio [HR] 1,5 intervalo de confianza del 95% [IC95%)] (1,18-1,90)) y de
complicaciones a nivel perianal (HR 1,5 1C95% (1,01-1,46))(33). Los anticonceptivos orales son
un factor de riesgo para el desarrollo tanto de EC como de CU (Odds ratio [OR] 1,24 1C95% (1,09-
1,40) y OR 1,30 1C95% (1,13-1,49), respectivamente)(34). Ademas, un nivel sociosanitario mas
bajo y unas peores condiciones higiénicas han resultado ser factores protectores, especialmente

cuando acontecen durante el primer afio de vida(35). De hecho, la toma de antibiéticos en la
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infancia es un factor de riesgo parala EC (OR 2,75 1C95% (1,72-4,38))(36), mientras que compartir
cama o vivir en un entorno rural son factores protectores(34). Otros factores protectores para la

ECy la CU son la lactancia materna o la infeccién por Helicobacter pylori (34,37).

La microbiota requiere una mencidn especial. Existen un cimulo de razones que apoyan el papel
de la microbiota en la patogenia de la Ell: la importancia de la interaccién entre la microbiota, la
barrera intestinal y el sistema inmune intestinal; la necesidad de la microbiota para el desarrollo
de inflamacidon en modelos experimentales; el efecto de los antibidticos en estos modelos
experimentales; asi como algunas firmas o patrones de microbiota y/o metabolitos asociados a
la enfermedad(38). Por ejemplo, los pacientes con CU tienen menores niveles de Bifidobacterium
longum, y los pacientes con CU o EC presentan menores niveles de Faecalibacterium prausnitzii,
Eubacterium rectale o Roseburia intestinalis y mayores niveles de bacterias potencialmente
dafiinas como Bacteroides fragilis, en comparacion con la poblacion general(39). Sin embargo,
las diferencias sustanciales entre las poblaciones bacterianas identificadas en los diversos
estudios reducen su valor diagndstico, debiéndose interpretar con cautela estos hallazgos(40).
El fracaso de los probidticos en el manejo de la Ell estd probablemente relacionado con la corta
duracién de estos estudios, que ademas utilizan probidticos no disefiados especificamente para
corregir la disbiosis subyacente de la Ell(41). Por ultimo, la dieta también juega un papel

importante en la fisiopatologia, al mismo tiempo que influye en la microbiota intestinal(42).

Pese al creciente conocimiento sobre la etiopatogenia de la Ell, a dia de hoy no se han definido
por completo los mecanismos fisiopatoldgicos implicados. La interaccion de los factores
mencionados previamente en un mismo individuo es un aspecto clave en la fisiopatologia de la
Ell. El modelo fisiopatolégico de Cadwell ilustra como se desarrolla la Ell en ratones al
interaccionar cuatro factores: alteracion del gen ATG16L1 que interviene en el mecanismo de
autofagia, infeccidon por un norovirus, agentes lesivos para la mucosa en la alimentacion, y la
microbiota(43). Ademas, esta interaccidn se debe realizar en una secuencia determinada, en la
que solo aparece lesidon cuando se administra el agente lesivo para la mucosa tras la infeccion
por un subtipo especifico de norovirus. Este ejemplo ilustra la complejidad que tendria la
deteccién de todos los factores implicados en el desarrollo de la Ell en humanos, asi como el

orden en el que participa cada uno de ellos(38).

1.4 Diagndstico de la enfermedad inflamatoria intestinal

A dia de hoy, la anamnesis y exploracidn fisica siguen siendo herramientas fundamentales para

sospechar y orientar el proceso diagndstico en un paciente con sintomas compatibles con Ell. Sin
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embargo, los sintomas a menudo no son especificos y pueden ser frecuentes en la poblaciéon
general en ausencia de Ell. Por ejemplo, la diarrea crdonica puede afectar hasta al 5% de la
poblacién en un momento dado(44). Existen una serie de sintomas guia o de alarma que nos
deberian hacer sospechar una Ell tales como la presencia diarrea nocturna o con productos
patoldgicos, pérdida de peso, antecedentes familiares de Ell, fistulas perianales complejas,
patologia perianal recidivante o refractaria, o febricula(45). Si bien, estos sintomas tienen un
bajo valor predictivo positivo por lo que su principal utilidad es identificar aquellos pacientes que

se beneficiarian de ampliar el estudio con exploraciones complementarias(44).

Un alto indice de sospecha y una estrategia diagndstica adecuada podria evitar retrasos en el
diagndstico, ya que se ha descrito una mediana de 2-6 meses en la CU y de 2-12 meses en la EC
entre la aparicién de la clinica y el diagndstico de la enfermedad(46). La importancia radica en
gue el retraso en el diagndéstico se ha asociado con estenosis intestinal y necesidad de cirugia a

causa de la Ell en los pacientes con EC(47).

El sintoma mas frecuente en la Ell es la alteracién del ritmo o consistencia de las deposiciones,
seguido del dolor abdominal (mas tipico de EC y brotes graves de CU). Otros sintomas son
rectorragia (mas tipica de la CU), sindrome rectal (urgencia, pujos y tenesmo rectal), pérdida de
peso (mayor en EC), masa abdominal (EC), estrefiimiento o la afectacion del tracto digestivo
superior (EC). Mientras la presentacidén de la CU es mas predecible al estar limitada al colon, la
de la EC es mas heterogénea. Las manifestaciones extraintestinales clasicas (cutaneas,
articulares, oftalmoldgicas) o la enfermedad perianal también pueden orientar o preceder el

diagnostico de Ell(48).

En practica clinica actual se utilizan biomarcadores séricos (proteina C reactiva) y fecales
(calprotectina), utiles para orientar el diagnéstico y realizar el seguimiento de la actividad
inflamatoria. La proteina C reactiva se sintetiza en el higado aumentando su produccién ante
cualquier proceso inflamatorio bajo la accién de citoquinas como la IL-1 beta y el TNF alfa (factor
de necrosis tumoral, del inglés “tumor necrosis factor”). Se caracteriza por ser inespecifica y por
bajos valores predictivos en la Ell(49,50). La calprotectina es una proteina del citoplasma de los
neutrdfilos, mas especifica que la PCR para distinguir procesos orgdnicos intestinales de los
funcionales, pero que no orienta a una etiologia concreta ya que puede elevarse en pacientes
con Ell, infecciones gastrointestinales, neoplasias colorrectales o con dafio por AINE(51). La
calprotectina ha demostrado una Sensibilidad (S) del 88% y Especificidad (E) del 73% para
detectar Ell activa, por lo que es ampliamente empleada para monitorizar la actividad de la

enfermedad(50).
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En la actualidad la ileocolonoscopia con toma de biopsias es el método diagnéstico de referencia
para la Ell. Sin embargo, no es posible establecer el diagnéstico en base al estudio
anatomopatoldgico. Se debe integrar la informacién clinica, endoscépica, bioquimica,

microbioldgica y radioldgica para llegar al diagndstico(52).

Las aftas o ulceras longitudinales de distribucidon discontinua, en ocasiones con aspecto de
empedrado, son tipicas de la EC(53). Los principales signos endoscdpicos de actividad en la CU
son eritema, edema, pérdida de patrén vascular, friabilidad, sangrado y ulceracion, distribuidos
de forma difusa extendiéndose proximalmente desde el recto. La colonoscopia permite definir
tanto la extension como la gravedad de la afectacion en el caso de la CU (leve: eritema,
moderada: erosiones/friabilidad, grave: Ulceras/sangrado espontaneo)(54). Ninguno de los
hallazgos endoscdpicos es patognomoénico de Ell, ya que puede ser complejo establecer el
diagnéstico diferencial entre Ell y tuberculosis intestinal o la enfermedad de Behcet, o incluso
entre la EC y la CU(53). Por ultimo, no se debe olvidar el papel de la endoscopia en el
seguimiento, el cribado del cancer colorrectal y en el tratamiento de estenosis no complicadas,

cortas (<4-5 cm) y con componente fibrotico(52).

En cuanto a las técnicas de imagen, tradicionalmente se utilizaba la radiografia simple de
abdomeny la radiologia baritada. A dia de hoy, la tomografia computarizada (TC) o la resonancia
magnética (RM) permiten definir la extension de la EC asi como la deteccidon de complicaciones
locales como abscesos, fistulas, perforacidn, estenosis infranqueables endoscépicamente o

megacolon toxico(55).

En los ultimos afos, la ecografia intestinal esta revolucionando el diagndstico por imagen en los
pacientes con Ell. Se trata de una técnica no invasiva, bien tolerada, que no requiere preparacion
ni contraste, y mdas barata y accesible que la RM o la TC. Ha demostrado ser precisa en la
deteccion de actividad inflamatoria (S 85% y E 91%), de la extension de la enfermedad, de la
respuesta terapéutica y la curacidn transmural, de la recurrencia postquirurgica (S 94% y E 84%)
y de las complicaciones en pacientes con EC. En consecuencia, es muy util en el seguimiento de
pacientes con EC, influyendo en un cambio de estrategia terapéutica hasta en un 60% de los
casos. Ademas, es Util en el diagndstico de la actividad inflamatoria, la extensidn y la evaluacion
de la respuesta al tratamiento en pacientes con CU (S 90% y E 96%), para lo que se han
desarrollado recientemente unos criterios cuantitativos denominados “Humanitas Ultrasound

Criteria”(56).
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1.5 Tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal

La aparicion de los farmacos bioldgicos anti-TNF a finales de los afios 90 del siglo XX supuso un
hito en el tratamiento de la Ell debido a la mejoria significativa de los resultados, especialmente
en los pacientes con actividad moderada o grave(57). Ello ha contribuido, entre otros factores, a
un cambio en el estado nutricional de los pacientes con Ell, de tal forma que se estima una
prevalencia de obesidad en los pacientes con Ell de entre el 15% y el 35-40%. Es un problema
de primer orden ya que la obesidad podria asociarse a una peor evolucién y respuesta a los
tratamientos de la ElI(58). Anteriormente se disponia de corticoides sistémicos y tdpicos desde
los afios 50, asi como los salicilatos, las tiopurinas (azatioprina, mercaptopurina) o el metotrexato

gue aparecieron en la segunda mitad del siglo XX (Figura 1)(59).

Figura 1. Ahos de publicacion de los primeros ensayos clinicos con resultados favorables o de los
ensayos clinicos fase Il de los principales tratamientos utilizados para la Enfermedad

Inflamatoria Intestinal.

Mercaptopurina
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Ccu

5-ASA: acido 5-aminosalicilico (del inglés “5-aminosalicylic acid”). CU: colitis ulcerosa. EC:
enfermedad de Crohn. Adaptado de(59): Gros B. Timeline [Internet]. IBD.EIl. Disponible en:
https://ibd-eii.com/timeline/
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Los corticoides, aunque tienen efectos pleiotrdpicos, actian fundamentalmente inhibiendo la
produccidn de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-1 e IL-6. Estos interfirieren en la
transcripcidon de los genes que intervienen en su produccién y en la estabilidad del acido
ribonucleico (ARN) mensajero(60). Pese a la eficacia de los corticoides, se desaconseja su uso
como tratamiento de mantenimiento por sus efectos secundarios agudos (insuficiencia
suprarrenal, HTA, hipopotasemia, pancreatitis, efectos psicolégicos o neurolégicos, leucocitosis,
trombocitosis o alteraciones cutaneas) o cronicos (osteoporosis, miopatia proximal, infecciones,

neuropatia, catarata, glaucoma, osteonecrosis, esteatosis hepatica, o hiperglucemia)(61).

Las tiopurinas se utilizan para el mantenimiento tras brotes moderados-graves debido a su lento
inicio de accidn. Estas son metabolizadas dando lugar a metabolitos de las tiopurinas que inhiben
el 4cido desoxirribonucleico (ADN), el ARN y la sintesis proteica, asi como inducen la apoptosis
de linfocitos T mediante la coestimulacion del receptor de CD28(62). Algunos de sus efectos
secundarios son: intolerancia gastrointestinal, hepatotoxicidad, mielotoxicidad, pancreatitis
aguda, infecciones predominantemente virales, y tumores como el cancer de piel no melanoma,

tumores uroteliales o sindromes linfoproliferativos(61).

El metotrexato actua promoviendo la apoptosis de células T y alterando la produccion de
mediadores proinflamatorios, pudiendo producir efectos secundarios como la intolerancia
digestiva, la hepatotoxicidad, la toxicidad pulmonar o la teratogenicidad(60,61). La ciclosporina
y el tacrolimus, inhibidores de la calcineurina, alteran la transcripciéon de IL-2 inhibiendo la
actividad de los linfocitos T y pueden producir nefrotoxicidad, alteraciones hidroelectroliticas,
HTA, diabetes, neurotoxicidad, hipertrofia gingival, hipertricosis, intolerancia digestiva,

infecciones oportunistas o neoplasias(61,62).

En 1999 se aprobd el infliximab en la Unién Europea como primer farmaco bioldgico para la EC
activa grave y en 2005 se aprobd para el tratamiento de la CU refractaria(63,64). Tanto infliximab
como adalimumab son farmacos bioldgicos anti-TNF que han revolucionado el tratamiento de
los pacientes con Ell por su efectividad y mejor perfil de efectos secundarios que los farmacos
previamente conocidos. Sus principales riesgos son las infecciones no viricas oportunistas
(tuberculosis, pneumocistosis, nocardiasis), las infecciones viricas oportunistas (varicela zoster,
citomegalovirus, reactivacion del virus de hepatitis B), el cancer de piel tipo melanoma, las
reacciones cutaneas, la insuficiencia cardiaca o las reacciones inflamatorias paraddjicas como la
psoriasis(61). Sin embargo, un 10-40% de los pacientes pueden no responder a la induccién con
anti-TNF y, de los pacientes inicialmente respondedores, hasta un 50% pueden experimentar

pérdida de respuesta secundaria con una tasa anual de entre el 5-20%(65).
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Ante este escenario, se han desarrollado y aprobado en los ultimos afos otros tratamientos
como los biolégicos no anti-TNF (anti integrina a47 como el vedolizumab, anti subunidad p40
de IL12/23 como el ustekinumab) y las pequefias moléculas (inhibidores JAK como el tofacitinib).
Estos han demostrado utilidad en el tratamiento de pacientes con fracaso, intolerancia o
contraindicacion a anti-TNF, aunque no exclusivamente(57). Ademas, el ustekinumab y el
vedolizumab han demostrado ser particularmente seguros. En el caso de los inhibidores JAK se
han descrito como efectos adversos el herpes zoster, tromboembolismo venoso, dislipemia o
citopenias, y se estdn estudiando sus efectos sobre la aparicion de neoplasias a medio-largo

plazo(66).

Aungue el abanico terapéutico es cada vez mas amplio, apenas existen predictores de respuesta
para cada tratamiento. Los gastroenterélogos especializados en la Ell nos enfrentamos a un
presente y futuro inmediato complejo a la vez que alentador con la aparicién de nuevos farmacos

como el risankizumab, mirikizumab, upadacitinib, filgotinib, ozanimod y etrasimod(67).

2. Enfermedad hepdatica grasa no alcohdlica

La enfermedad hepdtica grasa no alcohdlica (EHGNA) se define como la presencia de esteatosis
en mas del 5% del parénquima hepatico. Se define esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) como
esteatosis hepatica combinada con inflamacidn y degeneracién balonizante, con o sin presencia
de fibrosis. Aunque su denominacidn cldsica en inglés ha sido “Non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD)”, en los ultimos afios se han propuesto nuevas nomenclaturas que se detallan a

continuacion(68).

2.1 Terminologia y perspectiva historica

El higado graso secundario al consumo de alcohol fue descrito por primera vez por Addison en
1836. Sin embargo, varios autores como Miller, Adler, Schaffner o Ludwig reportaron en la
segunda mitad del siglo XX hallazgos histoldgicos que se asemejaban al dafio hepatico inducido
por alcohol en pacientes sin historia de consumo de alcohol pero con factores de riesgo
metabdlicos(69,70). Fue Jurgen Ludwig el que acufid el término de “Non-alcoholic

Steatohepatitis” (NASH) en 1980, en pacientes con enfermedad hepatica grasa sin evidencia de
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causas secundarias (incluyendo el consumo de alcohol). El término NAFLD fue posteriormente

utilizado para abarcar el espectro histolégico desde esteatosis simple hasta esteatohepatitis(71).

El diagndstico de NAFLD, por tanto, es eminentemente de exclusién en ausencia de causas
secundarias de esteatosis hepatica (Figura 2). Sin embargo, en la practica clinica real pueden
coexistir varias entidades al mismo tiempo e incluso unas pueden influir en el curso de las otras.
Por otro lado, esta terminologia no refleja la etiologia de la enfermedad e incluye los conceptos

|II

de “alcohol” o “grasa” que podrian ser estigmatizantes(70,72).

Figura 2. Principales causas secundarias de esteatosis hepatica.
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HELLP: hemdlisis, elevacién de enzimas hepdticas y descenso de plaquetas (del inglés,
“hemolysis, elevated liver enzymes and low platelet count”). Adaptado de(72): Liebe R, Esposito
I, Bock HH, vom Dahl S, Stindt J, Baumann U, et al. Diagnosis and management of secondary
causes of steatohepatitis. J Hepatol. 2021; 74 (6):1455-71. doi: 10.1016/j.jhep.2021.01.045. Esta

figura ha sido creada con BioRender.com.

En 2020 un panel de expertos internacionales propuso el cambio de terminologia a “Metabolic
dysfunction associated fatty liver disease (MAFLD)”. Sin embargo, este hecho implicé no solo un
mero cambio de nomenclatura sino también de criterios diagndsticos. Con el término MAFLD se
abre un nuevo paradigma, ya que crea una definicion inclusiva estableciendo como criterios la

presencia de esteatosis hepatica y una de las 3 condiciones siguientes: DM tipo 2,
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sobrepeso/obesidad o 2 factores de riesgo metabdlicos en caso de pacientes delgados o con
normopeso (Figura 3). Varias razones motivaron este cambio de terminologia: (1) Enfasis en la
influencia de la obesidad, DM tipo 2, HTA, dislipemia y estilo de vida sedentario, (2) Incluye
pacientes con otras patologias hepaticas diferentes, (3) Excluye pacientes que no cumplen los
criterios metabdlicos(73,74). Aunque la concordancia en el diagndstico de pacientes es alta, hay
un subgrupo significativo de pacientes que cumplen criterios para una entidad pero no para la
otra(70). Wong et al reportaron en un estudio que incluia 277 pacientes con esteatosis hepatica
qgue el 89% de los pacientes cumplian definicidon para ambas, el 6% para MAFLD pero no para

NAFLD, y el 5% para NAFLD pero no para MAFLD(75).

Sin embargo, este cambio de terminologia a MAFLD ha sido motivo de debate y no ha sido
aceptado de forma undnime por todos los expertos por los siguientes motivos: sigue utilizando
la palabra “grasa” que podria ser estigmatizante, se restringe a aquellos pacientes con 2 factores
de riesgo metabdlicos, e incluye en el mismo término pacientes con cualquier consumo de
alcohol(76). Esta bien establecido que la obesidad y la diabetes tienen un efecto sinérgico
perjudicial en pacientes con enfermedad hepdtica por alcohol. Ademas, se piensa que el
consumo de alcohol tiene un valor patogénico afiadido e implicaciones prondsticas en pacientes
con NAFLD. Aunque algunos estudios han reportado efectos beneficiosos del consumo leve-
moderado de alcohol en pacientes con NAFLD en términos de esteatosis hepatica o resistencia
a la insulina, la mayoria de estos tienen sesgos importantes y se deberian interpretar esos

resultados con cautela(77).

Por tanto, la American Association for the Study of Liver (AASLD), la European Association for
the Study of the Liver (EASL) y la Asociacién Latinoamericana para el Estudio del Higado (ALEH)
propusieron una nueva terminologia y criterios diagndsticos en junio de 2023 bajo el nombre de
“Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD)". Las principales similitudes y
diferencias entre los criterios diagndsticos de NAFLD, MAFLD y MASLD se resumen en la Figura
3. Conceptualmente, casi todos los pacientes diagnosticados con los criterios de NAFLD estarian
incluidos en los criterios de MASLD y posible MASLD. De hecho, se realizé un andlisis de los
pacientes con NAFLD registrados en la cohorte “LITMUS” en el que se observé que el 98%
cumplian criterios de MASLD. Esto permite que gran parte de los estudios o biomarcadores
disponibles hasta el momento sigan siendo utiles con la nueva terminologia (en el caso de
MAFLD habia una menor concordancia). Ademads, con los nuevos criterios se incluye bajo el
término “MetALD” a los pacientes con MASLD y un consumo alcohdlico entre 140-350 g/semana

en mujeres y 210-420 g/semana en hombres(76).
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Figura 3. Criterios diagndsticos de NAFLD, MAFLD y MASLD.
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Esteatosis hepatica
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0 =90/80 cm para hombres/mujeres asidticos

HTA: 2130/85 mmHg o tratamiento

HiperTg: 2150 mg/dL o tratamiento

Colesterol HDL bajo: <40 mg/dL en hombres o <50 mg/dL en mujeres
Resistencia a insulina: HOMA 22,5

> Proteina C reactiva elevada > 2 mg/L

Prediabetes: glucosa en ayunas 100-125 mg/dL o glucosa 2 horas tras
sobrecarga 140-199 mg/dL o HbA1c 5,7-6,4%
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« Infecciones virales: VHB, VHC
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» Otras causas de esteatosis hepatica
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o
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Esteatosis hepatica
+
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Puede asociarse MASLD + otras etiologias (viral, hepatitis autoinmune...)
*Adultos, al menos 1 de los siguientes:
o IMCz 25 kg/m? (23 kg/m? asigticos) o perimetro de cintura >94 cm hombres/>80 cm mujeres
o Glucosa ayunas = 100 mg/dL o glucosa 2h tras sobrecarga = 140 mg/dL o HbA1c = 5,7% o DM2 o tratamiento DM2
o Tensi6n arterial = 130/85 mmHg o tratamiento especifico
o Triglicéridos en plasma = 150 mg/dL o tratamiento especifico
o Colesterol HDL en plasma = 40 mg/dL hombres/=< 50 mg/dL mujeres o tratamiento
+ MASH (Metabolic dysfunction-associated steatohepatitis) = MASLD + esteatohepatitis
s MetALD (Metabolic and alcohol related/associated liver disease) - criterios de MASLD + consumo de alcohol 140-350 g/
semana en mujeres y 210-420 g/semana en hombres
* ALD (Alcohol-related/associated liver disease) — esteatasis hepatica + consumo de alcohol > 50 g/dia mujeres y 60 g/dia
hombres
» Specific aetiology Steatotic Liver Disease (enfermedad hepatica grasa con etiologia especifica) — inducida por drogas,
enfermedades monogénicas, misceldnea

« Crytpogenic Steatotic Liver Disease (Enfermedad hepatica grasa criptogénica) - En ausencia de factores de riesgo
cardiometabdlicos

DM2: diabetes mellitus tipo 2. HbAlc: hemoglobina glicosilada. HDL: lipoproteinas de alta
densidad (del inglés “high density lipoprotein”). HiperTg: hipertrigliceridemia. HOMA:
homeostasis model assesment. HTA: hipertensién arterial. IMC: indice de masa corporal. VHB:
virus de la hepatitis B. VHC: virus de la hepatitis C. Adaptado de: (78) Fouad Y. Metabolic-
associated fatty liver disease: new nomenclature and approach with hot debate. World J Hepatol.
2023; 15 (2): 123-8. doi: 10.4254/wjh.v15.i2.123. (76) Rinella, ME, Lazarus JV, Ratziu V,
Francque S, Sanyal A, Kanwal F, et al. A multisociety Delphi consensus statement on new fatty

liver disease nomenclatura. Hepatology. 2023; 78 (6): 1966-86. doi:
10.1097/HEP.0000000000000520. Esta figura ha sido creada con BioRender.com.

Algunas limitaciones de los nuevos criterios de MASLD serian que algunos de los factores de

riesgo metabdlicos incluidos como el HDL o la presidn arterial diastdlica predicen de forma mas
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débil la resistencia a la insulina, que es el factor clave en la patogenia de MASLD. A su vez no
incluye pardmetros para la medicién directa de la resistencia a la insulina (insulina en ayunas,
HOMA) por su complejidad, variabilidad entre laboratorios, coste y dificil aplicabilidad en
practica clinica habitual. Se reservan estas determinaciones para pacientes seleccionados que
cumplen criterios de posible MASLD. Por otro lado, no se han desarrollado parametros objetivos
adecuados para determinar la contribucién relativa del alcohol en los pacientes con MetALD,

sino que se basan en el consumo de alcohol reportado por el paciente(76).

A continuacidén, en esta tesis se utilizard generalmente el término EHGNA excepto en aquellos
casos en los que se desee hacer hincapié en algin aspecto diferencial de los términos

presentados previamente.

2.2 Epidemiologia e historia natural

La prevalencia de EHGNA en la poblacidn adulta ha mostrado una tendencia ascendente en las
ultimas décadas, desde el 20% en los anos 90 hasta aproximadamente el 25-30% en los ultimos
afios(72,79), encontrando variaciones geograficas y étnicas debido a factores genéticos y
sociodemograficos(80). La prevalencia mas alta se ha reportado en Medio Oriente y en Sur
América seguido por Asia, Estados Unidos y Europa. La prevalencia es mas baja en Africa,

teniendo en cuenta la escasez de datos procedentes de este continente(81).

El aumento de la prevalencia de EHGNA es paralelo aumento de obesidad y DM2, especialmente
en areas cuyo nivel socioecondémico y acceso a dietas poco saludables también ha crecido(80).
Un metaanalisis reciente ha reportado una prevalencia de EHGNA en pacientes con DM2 de mas
del doble que la poblacién general, rondando el 55%(82). La prevalencia de EHGNA en pacientes
obesos oscila entre el 58 y el 74%(68). A su vez, en los pacientes con EHGNA se ha estimado una

prevalencia de diabetes del 23%, de HTA del 39% y de obesidad del 51%(68).

Sin embargo, también se ha descrito EHGNA en el 5-20% de los individuos delgados de Europa
(denominada en inglés “lean NAFLD”: IMC < 25 Kg/m?)(83). Del total de pacientes con EHGNA,
aproximadamente el 19% son delgados y el 40% son no obesos (IMC < 30 Kg/m?)(84). Estos
individuos son mas jévenes y tienen menor prevalencia de sindrome metabdlico, pero tienen
mayor resistencia a la insulina y niveles mas altos de triglicéridos que la poblacidn general sin
EHGNA. Se ha descrito una menor prevalencia de EHNA en pacientes no obesos en comparacion
con los pacientes obesos, si bien, una vez se ha desarrollado la EHNA la evoluciéon a fibrosis

hepatica avanzada es similar en obesos y no obesos, por lo que es posible que la obesidad no
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sea el principal determinante de esta progresiéon. Aunque inicialmente se pensé que el
prondstico a medio-largo plazo seria mejor en pacientes no obesos, existen datos contradictorios

y se deben realizar mas estudios al respecto(81).

La estimacién de la prevalencia de EHNA es mdas compleja, pues esta sesgada al no realizarse
biopsia hepatica habitualmente en la poblacidon general. Un metaanalisis publicado en 2016
estimd una prevalencia en Europa del 4%(80), mientras que en un estudio de base poblacional
realizado en Estados Unidos se estimé un incremento de la prevalencia del 1,5% en 2010 al 2,8%
en 2020 (p<0,001)(85). Se ha descrito que la prevalencia de EHNA comprobada por biopsia es
del 19% de pacientes hispanos con EHGNA y del 10% en pacientes blancos con EHGNA(86). La
prevalencia de EHNA aumenta en los pacientes con DM2 hasta el 37%(82). A su vez, la
prevalencia tanto de EHGNA como de EHNA es superior en los hombres en comparacién con las
mujeres(86). Se ha descrito una prevalencia de fibrosis hepatica avanzada en pacientes con
EHGNA del 2,6%, ascendiendo hasta 7,6% en pacientes con DM2(87). Tanto en la EHGNA como
en la EHNA se desarrolla fibrosis hepatica progresivamente, sin embargo, ocurre a diferente
velocidad ya que en el caso de la EHGNA progresa 1 estadio de fibrosis (desde el estadio basal

FO) cada 14 afios mientras que en el de la EHNA cada 7 afios(88).

Los datos epidemioldgicos previamente mencionados asocian importantes consecuencias. Hasta
el 30% de las personas con EHGNA desarrollardn esteatohepatitis y hasta el 20% de estas ultimas
desarrollaran cirrosis hepatica(89). La EHGNA ya es la causa mas frecuente de trasplante
hepatico en Estados Unidos en pacientes de edad mds avanzada y en mujeres, y es la causa que
mas rdpidamente estd aumentando a la par que desciende la etiologia viral. Ademas, la
mortalidad por cirrosis hepatica esta aumentando y, en su mayor parte, esta originada por la
EHGNA en pacientes de mediana edad o edad avanzada(80). Por ultimo, mencionar que la
proporcidn de pacientes con carcinoma hepatocelular estd aumentando exponencialmente. En
un estudio publicado en 2023 la EHGNA fue el factor de riesgo mas frecuente para carcinoma
hepatocelular en cinco de los seis paises latinoamericanos que participaban(90). Asimismo,

tendencias temporales similares se han observado en paises europeos(91).

2.3 Fisiopatologia y factores de riesgo

La fisiopatologia de la EHGNA es compleja y heterogénea, siendo los principales mecanismos
implicados la resistencia a la insulina, la alteracién en el metabolismo lipidico, el estrés oxidativo,

la microbiota, la dieta y la respuesta inmune(92).
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La resistencia a la insulina es uno de los ejes fundamentales de la fisiopatologia de la EHGNA. La
insulina en condiciones fisioldgicas activa una cascada de sefiales intracelulares tras unirse a su
receptor especifico, favoreciendo la entrada de glucosa en las células e inhibiendo la
glucogendlisis hepatica, por lo que limita el ascenso de la glucemia tras la ingesta. Ademas,
desempena un papel esencial en el metabolismo lipidico promoviendo la esterificacidon y
almacenamiento de los acidos grasos, e inhibiendo la lipdlisis en el tejido adiposo(93,94). Las
citoquinas proinflamatorias producidas en el tejido adiposo o el higado de pacientes obesos y el
estrés del reticulo endoplasmico interfieren en la sefalizacién intracelular de la insulina,
provocando resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina provoca una disregulacion del
tejido adiposo visceral ya que la lipasa de los adipocitos no se inhibe adecuadamente por la
insulina, lo que resulta en una lipdlisis incrementada de los triglicéridos de los adipocitos y un
aumento de 4cidos grasos libres circulantes que llegan hasta el higado y pueden seguir estas vias:
(1) los acidos grasos pueden transportarse a la mitocondria y consumirse a través de la B-
oxidacion; (2) el glicerol y acidos grasos de cadena impar procedentes de los triglicéridos pueden
participar en la gluconeogénesis o (3) se pueden convertir en triglicéridos de nuevo y secretarse
a la circulacion en forma de particulas VLDL. En caso de que estas vias se saturen el exceso de
triglicéridos se puede acumular en el citosol de los hepatocitos provocando EHGNA, fenémeno
potenciado por la resistencia a la insulina que aumenta la lipogénesis hepatica de novo, regulada

por el “Farsenoid X receptor” (FXR)(86).

Este acimulo de lipidos llega un momento en el que es tdxico (lipotoxicidad), lo cual a su vez
interfiere en la sefializacién de la insulina, induce estrés oxidativo en el higado e induce
fendmenos inflamatorios y de fibrosis, jugando un papel importante en la progresién desde

esteatosis simple hasta EHNA, fibrosis y carcinoma hepatocelular(93,94).

Se ha demostrado en diversos estudios la presencia de disbiosis en pacientes con EHGNA. En
concreto se ha reportado un aumento de Escherichia, Streptococcus y Prevotella, asi como una
disminucién de Faecalibacterium, Ruminococcus y Coprococcus. Asimismo, la disbiosis se ha
asociado a la gravedad de la EHGNA (aumento de Bacteroidetes y descenso de Firmicutes) en
pacientes con EHNA y a la fibrosis hepatica (descenso de Prevotella, aumento de Bateroides y
Ruminococus en pacientes con fibrosis avanzada), observando diferencias en funcion del IMC. La
informacion disponible todavia es heterogénea y existen limitaciones como la escasa
representacion de la microbiota de todo el intestino en muestras fecales, por lo que se requiere
profundizar en el estudio(95). La alteracion en la permeabilidad intestinal podria favorecer la
translocacién bacteriana al sistema portal induciendo una respuesta proinflamatoria en el

higado. Los lipopolisacaridos de las bacterias se unirian al Toll-like receptor 4 (TLR4) expresado
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en los macréfagos hepdticos, lo cual a su vez induciria la activacidn de células de Kupffer
generando disfuncidn, necrosis y apoptosis de hepatocitos, asi como activacidn de las células

hepaticas estrelladas produciendo matriz extracelular y favoreciendo la fibrosis hepatica(92).

También se han descrito factores genéticos como los polimorfismos en el gen PNPLA3 (“Patatin
like phospholipase domain-containing protein 3”) que codifica la proteina adiponutrina, lipasa
que hidroliza los triglicéridos de los adipocitos. En presencia de la variante 1148m se produce

acumulo de lipidos en el higado, lo que confiere susceptibilidad para desarrollar EHGNA(92).

Otro factor implicado es la dieta. La dieta mediterrdnea en ausencia de pérdida de peso
significativa ha demostrado reducir la esteatosis hepdtica y aumentar la sensibilidad a la
insulina(96). Ademas, altas ingestas caldricas asi como el consumo de grasas saturadas,
carbohidratos y fructosa también se han relacionado con el desarrollo y progresion de la

EHGNA(92,97).

De estos mecanismos fisiopatoldgicos se deduce que los principales factores de riesgo para
desarrollar EHGNA son la edad, el sexo masculino, la obesidad, la DM2 y otros componentes del
sindrome metabdlico. Mientras la DM2 vy la obesidad se asocian fuertemente al desarrollo de
EHNA (OR 18,6 1C95% (17,4-19,9) y OR 20,9 1C95% (17,9-23,2), respectivamente), otros
componentes del sindrome metabdlico como la HTA o la dislipemia lo hacen con menor
fuerza(85). A su vez, padecer EHGNA aumenta el riesgo de padecer DM2, por lo que la relacidn
es bidireccional(86). La EHGNA comparte factores de riesgo con el sindrome metabdlico, sin
embargo, se puede desarrollar EHGNA en ausencia de sindrome metabdlico y viceversa. Ademas,
comparte mecanismos fisiopatoldgicos con la enfermedad hepatica por alcohol, aunque el
desencadenante principal es diferente ya que en la EHGNA el eje fundamental de la

fisiopatologia es la resistencia a la insulina(77).

2.4 Diagndstico

La utilidad de las diferentes técnicas diagndsticas disponibles en la actualidad puede variar para

cada uno de los espectros de la enfermedad: esteatosis simple, EHNA o fibrosis hepatica(98).

2.4.1 Esteatosis hepdtica

Aunque el “gold-standard” es la biopsia hepatica, debido a su cardcter invasivo se reserva para

casos seleccionados(99). Existen cuatro grados histolégicos de esteatosis: SO higado normal con
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grasa en < 5% de los hepatocitos, S1 esteatosis en < 33% de los hepatocitos, S2 esteatosis entre

el 33 y el 66% de los hepatocitos, y S3 esteatosis en > 66% de los hepatocitos(98).

Dada la alta prevalencia de la enfermedad en pacientes con factores de riesgo clasicos como la
obesidad y la DM2, asi como en enfermedades inmunomediadas (psoriasis, Ell, hidradenitis
supurativa), algunos autores han propuesto la deteccidn proactiva de EHGNA desde Atencién
Primaria en estas poblaciones, aunque es una estrategia todavia bajo debate por sus
implicaciones econdmicas y la escasez de tratamientos(100). En otros casos, al ser una
enfermedad generalmente asintomdtica suele detectarse a partir de alteraciones del perfil
hepatico o de pruebas de imagen del higado. Por tanto, dada su frecuencia, su escasa
repercusion clinica en estadios precoces y la posibilidad de EHGNA en ausencia de alteracién del
perfil hepatico, ha surgido la necesidad de desarrollar técnicas diagndsticas no invasivas y coste-

efectivas para esta enfermedad(98).

La ecografia es la técnica de primera eleccidn para el diagndstico de esteatosis hepatica ya que
es una prueba sencilla, segura, barata y accesible(101). Aunque su S es del 93% cuando la
esteatosis es superior al 33%, esta disminuye en caso de esteatosis leve. También puede estar
limitada en caso de ventana ecografica subdptima, como en los pacientes obesos. La gravedad
de la esteatosis se clasifica de acuerdo a los siguientes grados: leve en caso de aumento de
ecogenicidad hepatica respecto a la corteza renal, moderada ante mayor aumento de
ecogenicidad hepatica junto a diferenciacidn parcial de las paredes de la vena porta, de las venas
suprahepaticas y del diafragma, y grave cuando la visualizacion de las paredes de la

porta/suprahepaticas asi como del diafragma es muy pobre o ausente(68).

La TC es otra alternativa que no se utiliza de forma rutinaria por su mayor coste, la emision de
radiacion ionizante y por no aumentar significativamente la S en caso de esteatosis leve(98). La
determinacion de la fraccién de grasa por densidad proténica por RM (RM-PDFF, del inglés
“proton density fat fraction”) es la prueba no invasiva mas precisa diagnosticando y
cuantificando la esteatosis (puede detectar niveles de grasa por encima del 5% con una S del
93% y E del 94%(102), y cambios > 0,05% tras una pérdida de peso), sin embargo, no se

recomienda en primera linea por su elevado coste y menor disponibilidad(101).

El pardmetro de atenuacidn controlada (CAP™, del inglés “controlled attenuation parameter”),
disponible en los dispositivos de elastografia de transicién (ET) de nueva generacion, ha
demostrado capacidad para detectar esteatosis por encima del 10% y una buena correlacién con
la gravedad de la misma. Es sencilla, rapida, cdmoda y reproducible. Un metaanalisis publicado

en 2017 reportd que el punto de corte dptimo para el diagndstico de esteatosis era 248
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dB/m(103). De esta forma, se clasificaria la esteatosis en 4 grados de la siguiente forma: SO CAP™

<248 dB/m, S1 CAP™ 248-279 dB/m, S2 CAP™ 280-299 dB/m y S3 CAP™ > 300 dB/m(68).

Los indices seroldgicos para estimar esteatosis hepatica como el Fatty Liver Index (FLI), Hepatic
Steatosis Index (HSI), Lipid Accumulation Product (LAP) o el SteatoTest no se utilizan
ampliamente en préctica clinica ya que no han sido validados frente a las mismas técnicas, sus
resultados pueden verse afectados por la inflamacién o la fibrosis, y no aportan apenas

informacion a las técnicas de imagen y pruebas de laboratorio rutinarias(101).

2.4.2 Esteatohepatitis

La biopsia hepatica es el Unico método diagndstico capaz de distinguir entre esteatosis y
esteatohepatitis ya que los métodos no invasivos no han mostrado una precision aceptable. El
mejor predictor de la evolucidon de la EHGNA es la presencia de necroinflamacion y fibrosis
histolégicas, aunque también pueden progresar pacientes con esteatosis simple(101). Sin
embargo, dada la elevada prevalencia de EHGNA la biopsia no se puede ofrecer a todos los
pacientes. Por ello, se han desarrollado varios biomarcadores con la intencién de poder
seleccionar a los pacientes candidatos a biopsia hepatica: fragmentos de citoqueratina 18 como
producto de la apoptosis de los hepatocitos; marcadores de inflamacion como la IL-6, TNFa o la
leptina; o marcadores de estrés oxidativo como el manolaldehido, las sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico o las lipoproteinas oxidadas de baja densidad. Ninguno de ellos ha mostrado

solidez suficiente para poder ser utilizado en la practica clinica(98,101).

La histologia tampoco es un método diagndstico perfecto ya que existe variabilidad
interobservador entre patélogos, diversidad de criterios para el diagndstico de EHNA, asi como
un posible error de muestreo ya que la biopsia representa una parte muy pequefia del

higado(98).

2.4.3 Fibrosis hepdtica

La fibrosis hepatica es el principal marcador prondstico en pacientes con EHGNA. Para el
despistaje de fibrosis hepatica se recomiendan varios test serolégicos no invasivos como el FIB-
4, NAFLD fibrosis score (NFS), AST (aspartato aminotransferasa) to platelet ratio (APRI), HEPAMET
score, FibroMeter™, FibroTest® o Enhanced liver fibrosis (ELF™)(101). Algunos de ellos como el

FIB-4 o NFS han sido ampliamente estudiados y se pueden calcular facilmente con pardmetros
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disponibles en practica clinica diaria (FIB-4: edad, AST, alanina aminotransferasa (ALT),
plaquetas/NFS: edad, IMC, glucosa alterada en ayunas/diabetes, indice AST/ALT, albimina,
plaguetas). Ambos usan 2 puntos de corte para descartar (punto de corte inferior: 1,3 para FIB-
4y -1,455 para NFS) o predecir (punto de corte superior: 2,67 para FIB-4 y 0,675 para NFS) el
diagndstico de fibrosis hepatica avanzada y se caracterizan por un alto valor predictivo negativo
(> 90%), por lo que permiten excluir con seguridad fibrosis hepatica avanzada(98,101). Sin
embargo, su valor predictivo positivo es modesto (<70%) por lo que ante valores alterados se
necesitan otras pruebas confirmatorias, también necesarias en un tercio de los pacientes que

presentan valores indeterminados entre los 2 puntos de corte(101,104).

La ET controlada por vibraciones es la técnica de imagen mas utilizada para el diagnéstico de
fibrosis hepatica ya que es rapida, no invasiva y sencilla. Se requiere de una técnica depurada
con al menos 10 mediciones y una ratio entre el rango intercuartilico y la mediana por debajo
del 30%. En un estudio publicado por Eddowes et al en 2019, se establecieron los siguientes
puntos de corte: FO-F1 < 8,2 kPa, F2 8,2-9,6 kPa, F3 9,7-13,5 kPa y F4 > 13,6 kPa. Estos dinteles
mostraron un drea bajo la curva de 0,77 para F2, 0,80 para F3 y 0,89 para F4 frente a la biopsia
hepatica(105). Hay que tener en cuenta que la ET puede verse afectada por la ingesta de
alimentos, la obstruccion biliar, el fallo cardiaco congestivo, la ascitis, la hepatitis activa o la
obesidad. Se ha propuesto realizar la ET en pacientes con valores alterados en los indices
seroldgicos no invasivos, considerando de bajo riesgo a los pacientes con < 8 kPa e indicando en
este grupo de pacientes controles cada 2-3 afios mediante indices seroldgicos no invasivos desde
Atencién Primaria. Los pacientes con riesgo intermedio o alto requeririan valoracién por un

especialista(104).

La RM es la técnica no invasiva mas precisa para diagnosticar fibrosis avanzada, mostrando un
area bajo la curva significativamente mayor que la ET para todos los estadios de fibrosis hepatica
(para estadio = F3 0,93 vs. 0,84, p=0,001). Dado su elevado coste y baja disponibilidad no se

recomienda como técnica rutinaria(101).

Por ultimo, mencionar que también existen otras técnicas de elastografia como la elastografia
en punto por onda de corte (“Point Shear Wave Elastography”) o la elastografia bidimensional

por ondas de corte(104).
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2.5 Papel de la EHGNA en el desarrollo de enfermedad hepdtica crdnica avanzada y en el riesgo

cardiovascular

La EHGNA se ha asociado a la obesidad visceral, la dislipemia aterogénica o la resistencia a la
insulina, entidades muy relacionadas con un incremento del riesgo cardiovascular. Sin embargo,
la EHGNA es a su vez un factor de riesgo para el desarrollo de comorbilidades metabdlicas y de
eventos cardiovasculares fatales o no fatales, independientemente de las enfermedades
asociadas. De hecho, la principal causa de mortalidad en pacientes con EHGNA es la enfermedad
cardiovascular(86,106). En un estudio de base poblacional realizado en Minnesota entre los afios
1997 y 2014, se comprobd que la mortalidad a 10 afos fue mayor en los pacientes con EHGNA
en comparacion con los controles (10% vs. 7,6%, p<0,0001). La EHGNA reduce la esperanza de
vida en 4 afios en pacientes sin cirrosis, siendo mds corta en varones que en mujeres. Ademds
de reducir la esperanza de vida, la EHGNA se asocia a un mayor numero de anos bajo el efecto

de las comorbilidades metabdlicas(107).

Por otro lado, se ha demostrado que conforme progresan los estadios de fibrosis hepatica se
produce un incremento de la mortalidad por todas las causas (desde 0,32 muertes por cada 100
personas-afio en estadios FO-F2 hasta 1,76 muertes por cada 100 personas-afio en estadio F4)
asi como un aumento de la incidencia de complicaciones relacionadas con el higado: ascitis,
hemorragia variceal y encefalopatia hepatica. Ademads, se ha reportado que la incidencia de
complicaciones relacionadas con el higado es mayor en pacientes con NASH y estadios de fibrosis
F3-F4 que en pacientes con EHGNA y estadios FO-F2. El riesgo de carcinoma hepatocelular
también se incrementa conforme aumenta el grado de fibrosis (0,04 eventos por cada 100
personas-afio en pacientes FO-F2 y 0,14 eventos por cada 100 personas-afio en pacientes F4),

persistiendo incluso en ausencia de fibrosis hepatica avanzada(108).

3. EHGNA en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

3.1 Resumen de la evidencia disponible

Numerosos estudios han evaluado en las ultimas décadas la prevalencia de EHGNA en pacientes
con Ell, reportando cifras muy variables entre el 6% y el 54%. Algunos estudios realizados entre
los afios 80 del siglo XX y la primera década de los afios 2.000 detectaron una prevalencia de

esteatosis en torno al 10%: Whornell et al(109) un 11% en pacientes con EC en 1984, Broomé et
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al(110) un 4% en pacientes con CU en 1990, y Riegler et al(111) un 14% en pacientes con CU y
un 8,9% en pacientes con EC en 1998. Sin embargo, con el paso de los afos se ha observado un

incremento de la prevalencia de EHGNA en pacientes con Ell(112).

Algunos de los estudios han evaluado también los factores de riesgo para desarrollar EHGNA en
pacientes con Ell, si bien, existe poca concordancia entre sus resultados. En algunos se ha
reportado asociacion entre el desarrollo de EHGNA y algunos factores relacionados con la Ell
como el subtipo de EII(113,114), un curso complicado de la Ell(115), la actividad de la
enfermedad(116), la duracién de la Ell(117), la edad al diagndstico(118), el tratamiento

farmacolégico(119) o la historia de cirugias previas(117).

La necesidad de nuevos estudios radica en que no todos los que han detectado factores
relacionados con la Ell han sefialado los mismos y en que otros estudios no han encontrado
asociacién entre la EHGNA vy los factores relacionados con la EIl(120,121). Esto puede estar
justificado por la heterogeneidad en el disefo y en las técnicas diagndsticas utilizadas. Ademas,
la mayor parte de los estudios no son controlados y muchos de ellos tienen un escaso tamanio

muestral(118).

Respecto a la fibrosis hepatica, no es evaluada en la mayor parte de los estudios, especialmente
en los mas antiguos(122-124). La aparicién de técnicas no invasivas para estimar el grado de
fibrosis hepatica ha facilitado que se haya implementado esta determinacion en algunos estudios
mas recientes, no exenta de heterogeneidad en los métodos diagndsticos empleados, los puntos

de corte utilizados y la forma de reportar la informacién(125,126).

También se han observado resultados muy diversos entre aquellos estudios que evaldan los
factores asociados al desarrollo de fibrosis hepatica en pacientes con EHGNA vy Ell: desde no
encontrar asociacion con ningun factor de riesgo(121,127) o solo con factores de riesgo
metabdlico clasicos, hasta encontrar asociacidon con factores relacionados con la Ell como el
subtipo EC(114,126), la duracién de la EIl(118,128), la actividad de la EIl(116), los tratamientos

para la EII(129) o un curso complicado de la EII(129).

A continuacién, se pueden observar en la Tabla 1 los principales estudios publicados en los
ultimos 10 afios que han evaluado la prevalencia y los factores de riesgo de EHGNA y/o fibrosis

hepatica en pacientes con Ell.
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Tabla 1. Principales estudios publicados en los ultimos 10 afios que evalldan la prevalencia y los factores de

riesgo de EHGNA y/o fibrosis hepatica en pacientes con Ell.

Autor, aino N Diseio Diagndstico Prevalencia/Factores de riesgo | Prevalencia/Factore
EHGNA/fibrosis EHGNA s de riesgo fibrosis
Abenavoli | 52 EC Transversal oNAFLD: US oNAFLD 23% No estudiado
2023(130) | e91CU eMayor duraciéon Ell, mayor
edad al diagndstico Ell, patron
estenosante, colitis izquierda
McHenry 363 EC | Transversal oNAFLD: RM oNAFLD 40% Sin diferencias
fraccid
2023(112) raccion de Mayor prevalencia en EC
grasa por
densidad quiescente que activa, medido
protdnica > .
5 5% por RM (NAFLD) y endoscopia
oFibrosis: ET (actividad). No relacion con
selgyn practica gravedad sintomatica
clinica
Zhang Al inicio: | Cohortes oNAFLD: FLI > oAl inicio: NAFLD 38,4% No estudiado
. 60 . L
2023(125) | eNAFLD: | prospectivo. oNo NAFLD: ®Riesgo de Ell incidente:
160.807 Biobanco HSI< 36 NAFLD: 54,7 casos por 100.000
eNo Reino Unido. personas-afio vs. No NAFLD 41,0
NAFLD: Mediana casos por 100.000 personas-afio
257.914 seguimiento Mayor grado de NAFLD se asocia
12,4 afios a mayor riesgo de Ell, ECy CU
incidente
Chen Alinicio: | Cohortes o MAFLD: FLI 2 Objetivo: detectar casos de Ell | Incidencia Ell durante
. 60 o o _—
2023(114) ®MAFLD: | prospectivo. eFibrosis incidente (casos/personas-afio) | el seguimiento
150.385 Biobanco avanzada: BAAT ®MAFLD: 955/1.807.156 (EC (casos/personas-
eNo Reino Unido 308, CU 647) afio):
T 22 oNo MAFLD: 1.273/3.109.082 '
MAFLD: | Mediana (EC 377, CU 896) ®MAFLD sin alto
255028 seguimiento ePacientes con MALFD | riesgo de fibrosis

12,1 aiios.

aumento riesgo EC incidente,
especialmente cdlica oileocdlica

®EC con enfermedad perianal

avanzada:
105/224.621
®eMAFLD con alto
riesgo de fibrosis
avanzada:
850/1.582.534
®eMAFLD con alto
riesgo de fibrosis
avanzada mayor
riesgo de EC pero no

de CU
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Onwuzo oNASH: Revision No acceso a | eMayor riesgo de NASH en | No estudiado
2023(131) | 34200 | informacion gs;‘;ii:;“;ge” © | pacientes con ECy CU
oNo clinica, individuales de
NASH: cohorte g?:;r;t;?éo
46.633.5 | multicéntric | basado en
20 3 SNOMED-CT
Kablawi 0278 EC | Transversal oNAFLD: CAP > | eNAFLD 31,9% oFibrosis
2023(132) | e127CU 275 dB/m oNASH con fibrosis hepatica: | significativa: 8,6%
oNASH con | 2,7% de los participantes con Ell | eFibrosis significativa
fibrosis: ~ FAST | eNAFLD, duracion prolongada | se asocia a riesgo
score de la Ell y CU se asociaron con | cardiovascular
oFibrosis riesgo cardiovascular | intermedio-alto
significativa: ET | intermedio-alto
> 8 kPa
Abomhya 215.049 Cohortes Revisién de | Basal: Basal:
2022(133) | EC retrospectiv | historial de base | ®NAFLD: 2,4% oCirrosis 10,2%
o] datos nacional | ®NASH: 0,42%
Seguimiento | de pacientes | ®NAFLD aumenta costes vy
reingreso no | dados de alta | duracion de hospitalizacidn
electivo en | conEC oNASH aumenta mortalidad vy
los reingreso
siguientes 30
dias
Aggarwal oNAFLD Transversal. | Histologia oNASH: eCualquier grado
2022(134) | + Ell: 50 | Revision ;:‘SFLD: NASH- NAFLD +EIl 62% vs. NAFLD sin Ell | fibrosis: NAFLD + Ell:
(34 EC, | historias de | ®NASH: NAFLD 56%, p=0,4 70% vs. NAFLD sin Ell
16CU) | 1.009 icctl'j‘glt;’jcec;re 3 63%, p=0,003
oNAFLD pacientes estadio fibrosis oFibrosis avanzada:
sin Ell: | con NAFLD ;Eit; r:rslst;ging NAFLD + EIl 30% vs.
959 histoldgica system NAFLD sin Ell 17%,
fs\)/anzada: - 0=0,02
Rodriguez- | €389 EC Transversal, e®Esteatosis: oMAFLD: 42% EIl vs. 32,8% | 9,5% EIll vs. 2,3%
Duque 0420 CU | caso-control | CAP >248 dB/m | controles (p<0,001). controles (p<0,001).
2022(126) | e22ClI oFibrosis oEll factor de riesgo | ®Ell, EC, IMC vy
01.718 avanzada: ET 2 | independiente complicaciones de la
controles 9,7 kPa Ell factores de riesgo

eHistologia en

un subgrupo

independientes

fibrosis avanzada
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Trifan e37 EC Transversal oNAFLD: CAP > | eNAFLD: 46,3% 025,7%
2022(118) | e45CU 248 dB/m eMayor duracion Ell, edad al | ®Ell + NAFLD: 36,9%
oFibrosis diagnéstico, reseccion | ®Ell  sin  NAFLD:
significativa: > | intestinal, PCR 15,9%
7,2 kPa eDuracion Ell
Veltkamp ®79EC Transversal oNAFLD: US vy | eNAFLD: 30,3% *8%
2022(128) | e53CU CAP > 248 dB/m | eMayor duracién Ell oEC y mayor
oFibrosis: ET > 7 duracion Ell
kPa
Carrillo- 0105 EC | Transversal oNAFLD: US oNAFLD en Ell: ®Ell: 5,0 £ 2,0 kPa
Palau 46 CU oFibrosis: ET > | Leve: 26%
2021(135) 7,7 (>F2) Moderada 13%
Grave 2,6%
Ritaccio ®131 EC | Cohortes Revisidn eBasal: 12,4% eBasal (n=138)
2021(113) | e39CU retrospectiv | historial médico | eMayor en EC que en CU Intermedio: 31%,
o4 Cl o ®NAFLD: e®No asociacién con tto de Ell Avanzado o cirrosis:
5 afios | pruebas imagen 4%
seguimiento | y/o histologia ®5 afios (n=56)
(n=56) oFibrosis: NFS (- Intermedio: 34%,
1,455-0,675 Avanzado o cirrosis:
intermedio, 9%. 16% empeord
>0,675 NFS, 7% mejord NFS,
avanzada o 77% NFS estable
cirrosis)
Van Lingen | @40 EC Cohortes oEsteatosis: eEsteatosis basal 40% oFibrosis basal F2-F3
2021(116) | e42 CU- | prospectivo | CAP>248 dB/m | eActividad Ell  incrementd | 20%
cl oFibrosis F2-F3 | esteatosis durante el | ®Actividad Ell
6-12 meses | ET 7,3-10,5 kPa, | seguimiento incrementé  fibrosis
seguimiento | >F3 si ET > 10,5 hepatica durante el
kPa seguimiento
Yen e36 EC Cohortes oNAFLD: CAP | eNAFLD basal 29,6% eFibrosis significativa
2021(136) | e45CU retrospectiv | 2248 dB/m o/MC aumentado vy edad | basal 4,9%
o oFibrosis avanzada al diagnostico Ell oCirrosis  hepdtica
significativa: ET | eNingun paciente con bajo peso | basal 1,2%
Resultados > 8 kPa diagnosticado de NAFLD

en funcién

del IMC
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Al- 383 EC | Cohortes oNAFLD: US eDurante seguimiento: NAFLD | eDurante
Mohanadi | 530 CU | retrospectiv | eFibrosis: NFS 11,8% seguimiento:
2020(137) o o Anti-TNF no aumentan riesgo | Fibrosis 2,2%
Objetivo: NAFLD
NAFLD
durante
seguimiento
Hoffmann | e440EC | Transversaly | US oEC 48% No estudiado
2020(138) | 254 CU | parte Actividad Ell e IMC aumentado
longitudinal factores riesgo independientes
retrospectiv para NAFLD en EC.
a Actividad Ell, resecciéon
intestinal y azatioprina factores
riesgo progresion NAFLD en EC.
oCU 44%
IMC factor riesgo independiente
NAFLD en CU. Actividad
endoscopica asociada a
progresion de NAFLD en CU

Likhitsup ®65 EC Transversal oUS oNAFLD 54% ©61% NASH

2019(139) | e15CU Pacientes tto | eTest Fibrosure | eindice CDAIl superior en | ®22% fibrosis

anti-TNF pacientes con NAFLD eNinguno cirrosis

Likhitsup 57 EC Revision oTC: menor | ®Ell 44% vs. Controles 16% | No estudiado

2019(140) | e13CU retrospectiv | densidad higado | (p<0,001)

70 a de datos | comparado con | eEll factor riesgo independiente
controles | clinicosy TC | bazo >10 UH para NAFLD

Magri e95 CU Transversal oUS oEll 40,4% 016% >F2

2019(127) | @83 EC oET: F2 0o mayor | eNo asociacién con factores oNo factores

> 7 kPa relacionados con Ell relacionados con Ell

McHenry 311 EC | Transversal, | eRM oEC 38% oEC11%

2019(141) | 622 caso-control | eFIB-4>1,3 eControl interno: 30% (p=0,010) | eControl base
control eControl base poblacional: 28% | poblacional: 5%
interno (p=0,002) (p<0,001)

0622 Resultados ePacientes IMC< 25 Kg/m?:
control en funcidn EC 20%, control interno 10%,
base del IMC control base poblacional 10%
poblacio oEC predictor independiente de
nal NAFLD
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Silva ®141 EC | Transversal Cuestionarios al | Esteatosis/esteatohepatitis: Fibrosis hepatica:
2019(142) | e165CU paciente y | ®CU6,7% oCU 0,6%
revision de | ®EC7,8%
historia clinica
Spagnuolo | 29 EC Cohortes ®Revision eBasal: eBasal: 4,7 £ 1 kPa
2019(143) | e60CU retrospectiv | historial médico. | Esteatosis 66% (grave 15%) eDiferencia medias
o ET  basal vy | eDiferencia medias CAP tras | rigidez hepatica tras
Media seguimiento: seguimiento: bajaron peso - | seguimiento: bajaron
seguimiento | ®NAFLD: CAP > | 53+21, peso estable -2,1+18, | peso -0,15%1, peso
4 aios. 216 dB/m aumentaron peso 51136 estable 0,211,
Objetivo: oFibrosis >7 kPa | eAumento peso predictor de | aumentaron peso
cambios empeoramiento de esteatosis 0,76%2
gravedad
esteatosis y
fibrosis
segun
evolucidn
peso
Adams o (Casos: Transversal, | eRM: grasa | ©87,6% pacientes con bajo peso | ®NFS y FIB-4
2018(144) | 65 bajo | caso-control | intrahepatica = | vs. 21,5% pacientes con | ligeramente
peso IMC 5% normopeso (p<0,001) superiores en casos
<18,5 En torno a | eNFS (<-1,455 | ePacientes con IMC | pero sin diferencias
kg/m? un 80% | ausencia, extremadamente bajo (<17,5 | estadisticamente
eControl | casos y | >0,676 Kg/m?) incremento significativo | significativas
es: 65 | controles presencia de grasa hepatica en
normope | con Ell: 47 | fibrosis comparacién con los pacientes
so IMC | EC,6CUy 12 | significativa), con bajo peso
20-24,9 no EIl en | FIB-4 (<1,45 | eNo asociaciéon con factores
Kg/m? cada grupo descarta, >3,25 | riesgo relacionados con la Ell
fibrosis
avanzada)
Principi 258 EC | Caso-control | US 028% EIl vs. 20% controles | No estudiado
2018(120) | €207 CU (p=0,04)
0139 eNo factores de riesgo
control relacionados con Ell
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Saroli 0248 EC | Transversal eoFEsteatosis: > | ®eNAFLD 32,8% oFibrosis  hepatica
Palumbo o136 CU 248 dB/m eNo se identifican factores de | significativa 12,2%
2018(121) oFibrosis riesgo relacionados con la Ell oFibrosis  hepatica
significativa: ET avanzada 8,1%
> 7 kPa con eNo se identifican
sonda My 2> 6,2 factores de riesgo
kPa con sonda relacionados con la
XL. Fibrosis Ell
avanzada: 8,7 y
7,2 kPa
respectivament
e
Sartini 78 Retrospectiv | eUS ®Se incluyen solo pacientes con | ®ET: NAFLD + Ell
2018(115) | NAFLD + | o, caso- | ®ET, APRI diagndstico previo de NAFLD 5,2+1,7 kPa  vs.
Ell control eEsteatosis ecografica grave se | NAFLD sin Ell 6,413,5
0145 asocia a: > 1 brote Ell por afo, | kPa
NAFLD cirugia Ell y afectacidén extensa ®APRI: NAFLD + Ell
sin Ell 0,5+0,3 vs. NAFLD sin
Ell 0,6%0,5
Simon 462 EC Transversal oTC oNAFLD 52%. Riesgo | eVariantes del gen
2018(145) oFIB-4>1,45 incrementado en pacientes con | IRGM también
mas grasa visceral incrementan el
eVariantes del gen |IRGM |riesgo de  FIB-4
modulan la relacién entre tejido | conforme aumenta la
adiposo visceral y NAFLD grasa visceral
Bosch ®49 Ell Andlisis Histologia eEsteatosis al menos grado 1: Ell | eNo correlacion
2017(146) | e44 Ell + | retrospectiv 59% vs. Ell + CEP 11% vs. Ell + | entre estadio de
CEP o de CEP tras TOH 3% (p<0,001) fibrosis y gravedad
30 Ell + | autopsias, eEsteatohepatitis: EIl 12% vs. Ell | de esteatosis
CEP tras | biopsias vy + CEP 0% vs. Ell + CEP tras TOH
TOH piezas 0% (p=0,01)
quirargicas ®CEP se asocia a menor riesgo
de NAFLD
Carr e60 EC + | Cohortes NFS eSimilar gravedad y | ela extension vy
2017(147) NAFLD retrospectiv tratamientos Ell en pacientes | gravedad EIl no
24 CU+ | o con NAFLD con o sin sindrome | predicen la gravedad
NAFLD metabdlico de NAFLD al

diagnéstico
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Glassner e56 Ell | Retrospectiv | US, TCo RM eoPrevalencia NAFLD 13,3% en | No estudiado
2017(123) | +NAFLD o] pacientes con Ell
56 Ell eMayor duracion Ell  en
56 pacientes con Ell + NAFLD en
NAFLD comparacién con Ell solo
eNo diferencias segun
medicacion para la Ell
oNAFLD mas obesos que Ell +
NAFLD (59% vs. 40%, p=0,03)
Li e137 EC Caso-control | Revision oNAFLD 10,95% EC vs. 4,01% | No estudiado
2017(148) | e69CU pruebas imagen | controles (p=0,006). También
(274 + | Resultados historia clinica diferencias si IMC < 23 Kg/m?
138) 412 | en funcién pero no en sobrepeso/obesidad
controles | del IMC e NAFLD 10,14% CU vs. 9,42%
controles (p=0,868)
Sagami 303 EC Cohortes us ePrevalencia  basal  NAFLD | No estudiado
2017(122) retrospectiv 21,8%
o oNAFLD predictor de remision
Resultados EC y de mayor supervivencia
en funcidn libre de cirugia
del IMC eResultados similares con IMC<
20 Kg/m?
Bessisow 0217 EC Cohortes ®NAFLD: HSI > | eIncidencia 9,1/100 personas- | elIncidencia fibrosis
2016(117) | @104 CU | retrospectiv | 36 afio hepatica avanzada
o oFibrosis oEll activa, duracion Ell y cirugia | 2,2%
Mediana avanzada: FIB-4 | previa Ell predictores de NAFLD | eNo  multivariante
seguimiento | 22,67 por escaso tamafo
3,2 afios muestral
Ribaldone | 35ECcon | Cohorte eBasal: e Esteatosis 23% biopsia basal oFibrosis 14% biopsia
2015(129) | reseccidén | prospectiva, | histologia eNo cambios significativos con | basal
intestinal | simple ciego | ®Seguimiento: ET tras media de 14 afios de | eCurso intermitente
y biopsia | (patdlogo) analitica, USy ET | seguimiento comparado con curso
hepdtica remitente
eToma azatioprina
Schréder e170 EC Retrospectiv | US oEsteatosis 28,2% No estudiado
2015(124) | e77 CU o] eCorticoides menos frecuencia
012 Cl Tto con AZA, alteracién perfil hepatico en
MP o MTX pacientes con esteatosis
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Thin ®71EC Prospectivo, | ET:>8 kPa No estudiada oET > 8 kPa: 6,4% Ell
2014(149) | e39CU observacion | En pacientes oNo diferencias
° 55 | al con alteraciéon significativas en
controles se repitid ET y valores ET entre Ell y
analitica tras 6 controles
meses
Sourianara | @76 Ell + | Caso-control | US, TC, RM eoPrevalencia NAFLD 8,2% en | eCirrosis 15% EIl +
yanane NAFLD anidado pacientes con Ell NAFLD
2013(119) o141 EIl eFactores riesgo para NAFLD:
sin cirugia de intestino delgado
NAFLD previa y uso de corticoides

APRI: aspartate aminotransferase to platelet ratio index. AZA: azatioprina. BAAT score: BMI, edad (age), ALT,
triglicéridos. CAP: parametro de atenuacion controlada (del inglés “controlled attenuation parameter”). CDAI:
Crohn’s disease activity index. CEP: colangitis esclerosante primaria. Cl: colitis indeterminada. CU: colitis
ulcerosa. EC: enfermedad de Crohn. Ell: enfermedad inflamatoria intestinal. EHGNA: enfermedad hepatica
grasa no alcohdlica. ET: elastografia de transicidn. FAST score: fibroscan-aspartato aminotransferasa score. FLI:
fatty liver index. FIB-4: fibrosis score 4. HSI: hepatic steatosis index. MAFLD: metabolic associated fatty liver
disease. MP: mercaptopurina. MTX: metotrexato. NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease. NASH-CRN: non
alcoholic steatohepatitis clinical research network. NFS: NAFLD fibrosis score. PCR: proteina C reactiva. RM:
resonancia magnética. SNOMED-CT: terminologia clinica integral y codificada de alcance global para registrary
comunicar informacion de salud (del inglés systematized nomenclature of medicine-clinical terms). TOH:

trasplante ortotdpico de higado. Tto: Tratamiento. UH: unidades Hounsfied. US: ultrasonidos.

3.2 Nexos de union entre la fisiopatologia de la enfermedad inflamatoria intestinal y la EHGNA

A continuacidn, se van a discutir los principales mecanismos a través de los cuales converge la

fisiopatologia de la Ell y la EHGNA.

El estilo de vida y el estado nutricional son unos de los factores que contribuyen al desarrollo de
EHGNA. Por un lado, se han reportado bajos niveles de actividad fisica entre los pacientes con
Ell(150) asi como la asociacion entre un estilo de vida no activo y el desarrollo de EHGNA en
pacientes con Ell(151). Por otro lado, Liu et al reportaron una prevalencia de malnutricion del
50% (57% en ECy 39% en CU) en un estudio transversal multicéntrico que incluia 1.013 pacientes

procedentes de 43 centros de China. La malnutricion puede estar favorecida por la actividad de



la Ell, la extensidn de la Ell, la historia de reseccidn intestinal pero también por los habitos

dietéticos(152).

La adherencia a la dieta mediterrdnea es subdptima en pacientes con Ell pese a haber
demostrado una mejoria del curso de la enfermedad y de la calidad de vida tanto en pacientes
con EC(153,154) como con CU(155). La adherencia a la dieta mediterranea esta influenciada por
la actividad, siendo mayor en pacientes con EC inactiva que en aquellos con actividad, y menor
en aquellos pacientes con EC y antecedentes de cirugias previas(156). A su vez, una baja
adherencia a la dieta mediterrdnea se ha asociado a la EHGNA. Por ello, es de gran importancia

la educacidn dietética en los pacientes con EII(92,96,97).

En este contexto de bajos niveles de actividad fisica y adherencia a la dieta mediterranea
subdptima, Fatani et al reportaron en una revisién sistematica de 35 estudios publicada en 2023
una prevalencia de miopenia del 42% en adultos con Ell, de pre-sarcopenia del 34% y de
sarcopenia del 17%. La sarcopenia se ha asociado a un mayor riesgo de EHGNA (OR 1,33 1C95%
(1,20-1,48)), EHNA (OR 2,42 1C95% (1,27-3,57)) y fibrosis hepdtica significativa (OR 1,56 1C95%
(1,34-1,78))(157). Ademas, la sarcopenia se ha asociado a un peor pronéstico de la EC ya que
aumenta el riesgo de cirugia (OR 6,65 1C95% (2,33-18,96)), de reingreso hospitalario (OR 6,34
IC95% (2,87-14,00)) y de muerte (p=0,003) comparado con controles(158). La sarcopenia
también se ha asociado a fracaso con anti-TNF(159) y la grasa visceral con complicaciones

perioperatorias en pacientes con EC(160).

A su vez, los pacientes con Ell tienen un riesgo incrementado de desarrollar factores de riesgo
cardiovascular clasicos como la diabetes (OR 1,68 IC95% (1,22-2,32)), la HTA (OR 1,71 1C95%
(1,39-2,09)) o la hipercolesterolemia (OR 1,62 1C95% (1,32-2,99))(161). La resistencia a lainsulina
destaca como eje fundamental para el aumento de la lipdlisis en tejido adiposo y aumento de la
lipogénesis hepatica(93). El creciente aumento de la edad de los pacientes con ElI(23), el sexo
masculino, o la alta prevalencia de obesidad (15-35% de los pacientes con Ell(162)) son otros de

los factores de riesgo cardiovascular cldsicos que contribuyen a la patogenia de la EHGNA.

El denominado eje intestino-higado desempeiia un papel fundamental en la interconexién entre
la fisiopatologia de la EHGNA vy la Ell a través de la circulacidon portal, la circulacion sistémicay la
via biliar. El disbalance de la microbiota normal (disbiosis), los metabolitos bacterianos, la
alteracién en el metabolismo de los acidos biliares y los fendmenos inflamatorios que se

producen en el intestino forman parte de este eje(163).

La dieta tiene una influencia importante en la microbiota intestinal. La dieta rica en vegetales se

ha asociado con niveles elevados de acidos grasos de cadena corta en heces, Prevotella y algunos
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Firmicutes degradadores de fibra. Una baja adherencia a la dieta mediterranea se ha asociado a
mayores niveles de dxido de trimetilamina urinario, un factor de riesgo potencial para la
enfermedad cardiovascular(164). Ademads, la dieta mediterranea podria tener efectos
antiinflamatorios por la alta ingesta de polifenoles que pueden reducir el estrés oxidativo y
modular vias de sefializacién suprimiendo citoquinas proinflamatorias(165). Se ha demostrado
en modelos animales que la disbiosis puede aumentar la lipogénesis. A su vez, se han observado
diferencias en la microbiota entre los pacientes con EHNA (mas Clostridium coccoides y menos
Bacterioidetes) en comparaciéon con los pacientes con esteatosis simple, asi como entre

pacientes con fibrosis(163).

La alteracién en la barrera intestinal presente en los pacientes con Ell incrementa la
permeabilidad de la misma exponiendo los patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs, del inglés “pathogen-associated molecular patterns”) a las células del sistema sistema
inmune localizadas en la lamina propia y provocando una respuesta proinflamatoria mediada
por las células T (vias Thl, Th2, Th9, Th17 y Treg). En pacientes con EHGNA la disbiosis también
provoca incremento de la permeabilidad intestinal, y esta puede deberse a la dieta o a la
alteracion en el metabolismo. Esta permeabilidad permite el paso de PAMPs como el
lipopolisacdrido de las bacterias gram negativas a la circulacién portal llegando hasta el higado.
Alli se une a los TLR4, que se expresan altamente en las células de Kupffer, induciendo una
cascada proinflamatoria mediada por factores nucleares de transcripcién como el NF-Kb y varias
citoquinas como la IL-1B, IL-12, CCL2, CCL5 o el TNF, activando el inflamosoma que media tanto
en el desarrollo de la Ell como en la progresion de EHGNA a EHNA(166). A consecuencia de este
fendmeno necroinflamatorio se produce muerte de los hepatocitos y se activan las células

estrelladas promoviendo la fibrosis hepatica(167).

Los metabolitos producidos por las bacterias también juegan un papel importante en la
fisiopatologia de NAFLD y Ell. Destacan los 4cidos grasos de cadena corta, los acidos biliares y los
aminodcidos de cadena ramificada. Los acidos grasos de cadena corta ayudan al mantenimiento
de laintegridad de la barrera intestinal, tienen efectos anti-inflamatorios y favorecen la secrecion
de “glucagon-like peptide-1” (GLP-1). Los acidos biliares se producen en el higado gracias a la
oxidacion del colesterol, se liberan a la bilis, y se convierten en acidos biliares secundarios gracias
a la microbiota, volviendo parte de ellos de nuevo desde el ileon al higado a través de la
circulacion enterohepatica. Las funciones de los acidos biliares son la absorcion de acidos grasos
y promover el metabolismo de la glucosa activando el FXR. La disbiosis puede alterar la
composicion de los acidos biliares disminuyendo los acidos biliares secundarios lo cual favorece

a su vez la alteracion de la barrera intestinal en pacientes con Ell y el desequilibrio entre las vias
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Th17 y Treg. La disbiosis también altera la sefializacidn intestinal en pacientes con Ell a través de
péptidos y hormonas gastrointestinales, que controlan el metabolismo de acidos biliares y el

apetito(163,166).

Por ultimo, mencionar la contribucion de factores genéticos bien conocidos como ser portador
de la variante PNPLA3 148m, la cual implica un mayor riesgo de EHGNA en pacientes con El1(168).
Ademas de los polimorfismos genéticos que afectan a las proteinas de unién intercelular, los
cuales alteran la barrera intestinal en los pacientes con Ell, también se han implicado los
polimorfismos en los receptores de reconocimiento de patégenos como el TLR4 tanto en la
patogenia de la Ell como de la EHGNA(169,170). En la Figura 4 se resumen los principales nexos

de unidn entre la fisiopatologia de la EHGNA y la Ell.

Figura 4. Nexos de unién entre la fisiopatologia de la Ell y de la EHGNA.
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AGCC: acidos grasos de cadena corta. DM2: diabetes mellitus tipo 2. EHGNA: enfermedad
hepatica grasa no alcohdlica. EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica. Ell: enfermedad inflamatoria
intestinal. Gl: gastrointestinales. HTA: hipertension arterial. PAMPs: patrones moleculares
asociados a patégenos. PNPLA 3: Patatin like phospholipase domain-containing protein 3. Tej:

Tejido. TLR: Toll like receptors. Esta figura ha sido creada con BioRender.com.
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4. Inmunidad vy enfermedad inflamatoria intestinal

En la fisiopatologia de la Ell desempefia un papel clave la “pérdida de tolerancia”, definida como
la activacidon descontrolada del sistema inmune frente a patdégenos comensales entéricos,
responsable del dafio tisular. En este proceso intervienen la disfuncidén de la barrera epitelial, la

disbiosis, los defectos en la inmunidad innata y la activacién de la inmunidad adaptativa(171).

4.1 Inmunidad innata

Numerosos elementos de la inmunidad innata participan en la patogenia de la Ell. La inmunidad
innata estd formada por mecanismos defensivos intrinsecos no especificos, que no generan
inmunidad a largo plazo. En ella, ademas de las barreras defensivas anatdmicas celulares y no
celulares, participan los neutréfilos, macréfagos, células dendriticas y células linfoides

innatas(172,173).

La barrera epitelial, compuesta por tres capas (capa de moco superficial, capa de células
epiteliales y células del sistema inmune de la submucosa), no solo es una barrera fisica sino
también quimica ya que las células epiteliales son capaces de producir moco (células
caliciformes), citoquinas (TNF alfa, IL-6) o péptidos antimicrobianos como las defensinas
(principalmente por las células de Paneth). Los factores genéticos, la disbiosis y otros factores
ambientales generan el dafo de la barrera intestinal facilitando la translocacién de los
microorganismos a la pared intestinal. Esta barrera juega un papel clave en el inicio de la
respuesta inmune innata y en la coordinacion de la respuesta adaptativa, generando un estrés
inflamatorio e inmunoldgico exagerado(174). De hecho, se han reportado alteraciones en genes
que codifican proteinas de unién como la E-cadherina o defectos en la expresion de péptidos

antimicrobianos en los pacientes con Ell(171).

La autofagia es un mecanismo catabdlico celular que ayuda a mantener la homeostasis celular
mediante la degradaciéon de orgadnulos dafiados y agregados proteicos via lisosomal. Este
mecanismo, clave en la patogenia de la Ell, también ayuda a la degradacién de patdgenos, a la
presentacion de antigenos estimulando tanto a la inmunidad innata como a la adaptativa, asi
como a controlar la apoptosis inducida por la inflamacién para limitar la inflamacion intestinal
crénica. Algunas variantes del gen ATG16L1 implicado en la autofagia también se ha relacionado

con la EC(175).

Las células presentadoras de antigenos, como las células dendriticas y los macréfagos, a través

de los receptores PRRs (Pattern-recognition receptors), que incluyen los TLRs y los NOD-like
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receptors (NLRs), reconocen los PAMPs. En la Ell, se observa una sobreexpresion de estos
receptores en células dendriticas y macréfagos induciendo la liberacién de citoquinas
proinflamatorias como IL-1 beta, IL-6, IL-18 o TNF. Mutaciones de estos genes como el CARD15

provocan un defecto en la eliminacién de bacterias y aumentan el riesgo de EC(171,173).

Por otro lado, los neutrdfilos a su vez liberan sustancias citotdxicas e inflamatorias que provocan
dafio tisular y disfuncidn de la barrera epitelial, perpetuando el proceso inflamatorio. También
se ha observado un aumento en el nimero y la activacién de las células linfoides innatas tipo 1
(linfocitos natural killer (NK) y células T invariantes asociadas a mucosas) y tipo 3 en pacientes
con EC, coordinando la respuesta inmune innata y humoral mediante la secrecion de interferén
gamma (IFN gamma), TNF, IL-17 e 1L-22(171,172). De las citoquinas mencionadas, el TNF tiene
un papel clave por su papel en la amplificacion y mantenimiento de la respuesta inflamatoria
promoviendo la transcripciéon de otras citoquinas proinflamatorias, activando la actividad
fagocitica de los macrdéfagos y aumentando las moléculas de adhesién endoteliales. EI TNF es la

diana de farmacos bioldgicos utilizados en la Ell como el infliximab o el adalimumab(171).

4.2 Inmunidad adaptativa

Los linfocitos T ejercen un rol fundamental en la respuesta inmune adaptativa de la Ell. Los
linfocitos T naive CD4 se activan ante sefales especificas provenientes de las células
presentadoras de antigenos, y se pueden diferenciar en varias lineas de linfocitos T-helper
efectores: Thl, Th2, Th9, Th17 o T reguladores. El acimulo de linfocitos en la mucosa intestinal
en los pacientes con Ell estd mediado por la interacciéon entre la integrina a4pf7 (diana del
vedolizumab) de los linfocitos de los ganglios mesentéricos y la MAdCAM-1 (mucosal addressin

cell-adhesion molecule 1) expresada en las células endoteliales de la pared intestinal(171).

Tradicionalmente, se habia asociado la EC con un patrdn de activaciéon Thl y un incremento de
produccion de IL-2, IL-12, TNF e IFN gamma; y la CU con un patrén de activacién Th2 y aumento
de produccién de IL-4, IL-5 e IL-13. Si bien, posiblemente en la realidad estos patrones de

activacion no se encuentran tan compartimentalizados en cada enfermedad(172,176).

Las subpoblaciones Th17 se diferencian tras la accion de TGF beta (factor de crecimiento
transformante beta, del inglés “transforming growth factor beta”) e IL-6 y requieren para su
mantenimiento la IL-23, diana del ustekinumab. Estas sintetizan IL-17 (A y F), IL-21, IL-22 e IL-
26. Ademads, expresan el factor de transcripcién RORyt. Su funcion es la defensa frente a

patogenos extracelulares de las mucosas (la mayoria son especificas para ciertos antigenos
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microbianos) y su papel en la Ell seria la activacién y reclutamiento de células de la inmunidad
innata y adaptativa. De hecho, se ha descrito un incremento de citoquinas de la via Th17 en el
suero y la mucosa intestinal de pacientes con Ell activa, la presencia de varias alteraciones
genéticas relacionadas con la via Th17 en GWAS en pacientes con Ell (STAT3 (transductor de
sefiales y activador de la transcripcion, del inglés “signal transducer and activator of
transcription”), IL23R), y el desarrollo de farmacos eficaces en pacientes con Ell que actuan

sobre esta via como el ustekinumab (se une a la subunidad p40 de las IL-12 e I1L-23)(176).

Las subpoblaciones Th9 se activan gracias a la accion de TGF beta e IL-4, y producen IL-9. Esta via
interfiere en la expresidon de proteinas de unidn como ocludinas y claudinas alterando la
integridad de la barrera intestinal. IL-9 también promueve la migracidn y activacion inmune (por
ejemplo de la respuesta Th2 o mastocitos) al lugar de inflamacion mediante la produccién de
citoquinas en varias células y la resistencia de los polimorfonucleares a la apoptosis(177). Se ha
descrito progresion de la CU en ratones tras la transferencia de células Th9 asi como correlacién

entre la progresion de la CU y la secrecién de IL-9 en pacientes con CU(178).

Las células T reguladoras se caracterizan por la expresién del factor de transcripcién Foxp3
(Forkhead box protein), CD25, GITR (glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor) y
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4)(171). Mediante la secrecion de TGF-beta e IL-10
ejercen un efecto supresor de las células presentadoras de antigenos y las células T efectoras,
ayudando a mantener la homeostasis y a la tolerancia en un sistema con alta concentracidn de
antigenos alimentarios y microorganismos comensales. Se han encontrado mutaciones en genes
que codifican la IL-10 asociados a Ell de inicio precoz y evolucién agresiva que incluye
enfermedad perianal de dificil tratamiento. También se han observado menores niveles de estas
poblaciones en sangre periférica de pacientes con Ell y el desarrollo de enterocolitis tipo EC en

ratones deficientes en IL-10 tras manipulacién genética(172).

Por dltimo, no se puede olvidar la produccién de inmunoglobulinas. Se ha observado un
incremento del infiltrado de células plasmaticas en la mucosa de pacientes con EC y CU.
Asimismo, se produce una respuesta de IgG durante la inflamacién de la mucosa. Aunque los
mecanismos de accién mas conocidos de los farmacos bioldgicos acttiian sobre las células T, se
postula que pueden influir también en la respuesta de las células B. De hecho, las células B
expresan un receptor para el TNF denominado TNFR2 que promueve su supervivencia y
proliferacion, por lo que la inhibicién del TNF podria afectar a esta repuesta. El ustekinumab al
inhibir 1L-12/23 atenua la via Thl y Th17, que promueven respuestas de IgG. A su vez, los

plasmablastos IgG* son ricos en integrina a4B7, inhibida por el vedolizumab. Los inhibidores de
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JAK pueden también influir en la activacién, reclutamiento, cambio de clase y supervivencia de

las células plasmaticas(179).

A continuacidn, se detallan en la Figura 5 los principales puntos del sistema inmunitario sobre

los que actuan los farmacos bioldgicos y pequefias moléculas mas utilizados en la Ell.

Figura 5. Principales vias del sistema inmunitario sobre las que acttan los farmacos bioldgicos y

pequefias moléculas mas utilizados en la Ell.
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TGF: factor de crecimiento transformante. TNF: factor de necrosis tumoral. Adaptado de(180):

Danese S, Vuitton L, Peyrin-Biroulet L. Biologic agents for IBD: practical insights. Nat Rev

Gastroenterol Hepatol. 2015; 12 (9): 537-45. doi: 10.1038/nrgastro.2015.135. Esta figura ha sido

creada con BioRender.com.
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4.3 Influencia de los tratamientos para la enfermedad inflamatoria intestinal en la respuesta

inmune a infecciones y vacunas

Los pacientes con Ell tienen una prevalencia de infecciones relevantes del 3%, que asciende al
5% en pacientes inmunodeprimidos. Estas parecen estar relacionadas con la inmunosupresion y
se ha descrito una mortalidad relacionada con la infeccién del 2,8%(181). Los pacientes tratados
con inmunosupresores, sobre todo en combinacién, tienen un riesgo particular de infecciones
oportunistas. Por ejemplo, hay que descartar la infeccidn por Legionella pneumophila en caso de
neumonia. Otros ejemplos son el aumento del riesgo de infecciones mas graves por Salmonella
y Listeria monocytogenes en pacientes con anti-TNF, o por Nocardia en pacientes bajo
tratamiento corticoideo. Otros factores predictores son la obesidad, la edad, la comorbilidad, la

Ell activa o la malnutricidon(182).

Es importante tener en cuenta que no todos los farmacos utilizados en pacientes con Ell
producen el mismo grado de inmunosupresion. Existen farmacos que no producen
inmunosupresion (salicilatos), inmunosupresores selectivos en el tracto gastrointestinal
(vedolizumab), inmunosupresores de bajo grado (azatioprina a dosis inferiores a 3-4 mg/kg/dia,
mercaptopurina a dosis inferiores a 1,5 mg/kg/dia, metotrexato a dosis inferiores a 20
mg/semana, budesonida hasta 6 mg/dia, corticoides sistémicos a dosis inferiores a 20 mg/dia
durante menos de 2 semanas) e inmunosupresores de alto grado (ciclosporina, tacrolimus, anti-
TNF, ustekinumab, inhibidores JAK, asi como los anteriores a dosis superiores a las descritas

previamente)(182,183).

En este contexto, la comprobacién del estado seroldgico frente a algunas infecciones y la
prevencion de algunas de ellas mediante la vacunacién es un aspecto importante, sin embargo,
hay bajas tasas de inmunizacidn en pacientes con Ell. Algunos motivos serian la preocupacion
por eventuales efectos adversos, los costes de vacunas no financiadas, la falta de concienciacion

o el desconocimiento de los protocolos vacunales(182,184).

Se recomienda realizar cribado de tuberculosis (riesgo incrementado sobre todo con anti-TNF e
inhibidores JAK) e infecciones viricas como la hepatitis A, By C, el virus de la inmunodeficiencia
humana, el virus de Epstein Barr, el virus de herpes simple, el virus de la varicela zoster, el
citomegalovirus, el sarampidn, la rubéola, la parotiditis y el virus del papiloma humano (citologia
anual en inmunodeprimidas). En caso de existir vacunas se recomienda su administracién en
pacientes no inmunizados vy, si existe tratamiento, ofrecérselo a los infectados. Ademas, se
recomienda vacunacion anual de la gripe asi como vacunacion de neumococo VY

meningococo(182,183).

48



La principal preocupacion respecto a las vacunas basadas en patdgenos vivos atenuados (triple
virica, fiebre amarilla, rotavirus) es la capacidad de desarrollar la infeccién en pacientes
inmunodeprimidos, por lo que estarian contraindicadas en este grupo de pacientes. En cambio,
las vacunas inactivadas (hepatitis A y B, neumococo, meningococo, difteria, tétanos, tos ferina
acelular) si se pueden administrar en pacientes inmunodeprimidos pero se recomienda la
vacunacion antes de comenzar el tratamiento inmunosupresor por una eventual respuesta

subéptima debido a este tratamiento(183).

La pandemia por SARS-CoV-2 ha supuesto una oportunidad para profundizar en la respuesta
frente a infecciones y vacunas en pacientes con Ell bajo tratamiento inmunosupresor. Las guias
de la european Crohn’s and colitis organisation (ECCO) recomiendan manejar la infeccién por
SARS-CoV-2 en pacientes con Ell de forma similar a la poblacién general, debido al riesgo de
reactivacion de la Ell al discontinuar el tratamiento de mantenimiento(182). Sin embargo, se han
descrito tasas de seroprevalencia de la infeccién por SARS-CoV-2 inferiores en pacientes tratados
con anti-TNF(185) y niveles de anticuerpos mas bajos tras la vacunacion en pacientes con anti-

TNF o tofacitinib(186,187).

La ausencia de asociacion sélida entre los tratamientos u otros factores relacionados con la Ell y
una mayor prevalencia o gravedad de la infeccidn por SARS-CoV-2(182), sugiere que los hallazgos
de la respuesta humoral deben interpretarse con cautela. Muy posiblemente la respuesta celular
a la infeccidén o la vacuna, menos estudiada y comprendida hasta el momento, juega un papel
determinante en la proteccién frente a la infeccidén en los pacientes con Ell bajo tratamiento

inmunosupresor.
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Hipotesis

Capitulo 1. Prevalencia v factores de riesgo para enfermedad hepdatica grasa no alcohdlica en

pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

La prevalencia de enfermedad hepatica grasa no alcohdlica y de fibrosis hepatica significativa en
pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal podria ser superior a la de la poblacién general
como consecuencia de la carga inflamatoria sistémica en estos pacientes, tal y como ha sido
descrito en otras enfermedades inmunomediadas. Ademads, existirian factores de riesgo
relacionados con la enfermedad inflamatoria intestinal, independientes de los factores de riesgo
metabdlicos clasicos, para el desarrollo tanto de enfermedad hepdtica grasa no alcohélica como

de fibrosis hepdtica significativa.

Capitulo 2. Prevalencia y factores de riesgo para enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en

pacientes delgados con enfermedad inflamatoria intestinal

Las diferencias observadas en la prevalencia de enfermedad hepatica grasa no alcohdlica y de
fibrosis hepatica significativa entre casos con enfermedad inflamatoria intestinal y controles sin
enfermedad inflamatoria intestinal se verian incrementadas en los pacientes delgados. La
enfermedad inflamatoria intestinal tendria un papel preponderante en la patogenia de la
enfermedad hepatica grasa no alcohdlica de estos pacientes mientras que los factores de riesgo
cardiovascular clasicos quedarian relegados a un segundo plano. Por tanto, la enfermedad
inflamatoria intestinal podria ser un factor de riesgo independiente para el desarrollo de
enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en individuos delgados, en ausencia de factores de

riesgo cardiovascular clasicos.

Capitulo 3. Seroprevalencia de la infeccion por SARS-CoV-2 y respuesta inmunoldgica a la vacuna

frente a SARS-CoV-2 en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

La seroprevalencia de la infeccién por SARS-CoV-2 podria ser superior a la de la poblacidn general
ya que los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal son enfermos crdnicos, a menudo
inmunodeprimidos, lo que les conferiria un riesgo incrementado de contraer infecciones, asi

como de un curso mas grave.

64



Los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal tratados con farmacos biolégicos podrian
tener una respuesta humoral a la vacuna frente a SARS-CoV-2 mds débil, sin embargo, podria
existir una respuesta celular potente que confiriera una proteccion similar a la de la poblacidn

general.

Capitulo 4. Papel de la fibrosis hepatica en la progresién a carcinoma hepatocelular en pacientes

con enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedad hepdética grasa no alcohdlica

Los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedad hepatica grasa no alcohdlica
gue desarrollan fibrosis hepatica significativa o avanzada tendrian un riesgo mayor de carcinoma
hepatocelular que aquellos con estadios de fibrosis hepatica FO-F1. La enfermedad inflamatoria
intestinal podria contribuir a una progresion de la fibrosis hepdtica mas rapida que en los
pacientes sin enfermedad inflamatoria intestinal, asi como al desarrollo de carcinoma
hepatocelular. Existiria un nexo de unién entre la fisiopatologia de la enfermedad inflamatoria

intestinal y la progresion de la fibrosis hepdtica y el desarrollo de carcinoma hepatocelular.
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Objetivos

Capitulo 1: Prevalencia y factores de riesgo para enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en

pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

Los estudios que han evaluado la prevalencia de EHGNA en pacientes con Ell han sido
heterogéneos en su disefio, en el perfil de pacientes incluidos, en las técnicas diagndsticas
utilizadas y en sus resultados. La mayor parte de ellos carecian de grupo control asi como de
evaluacion de fibrosis hepatica, el marcador prondstico a largo plazo en pacientes con

enfermedad hepatica(1).

De hecho, la prevalencia de EHGNA ha oscilado entre el 6%(2,3) y mds del 45%(4-7) en los
diferentes estudios, y la de fibrosis hepdatica significativa entre el 2%(8) y el 37%(9). Existe
concordancia en la literatura sobre la asociacidon entre los factores de riesgo cardiovascular
clasicos y la EHGNA en pacientes con Ell. Sin embargo, el papel de los factores relacionados con
la Ell no ha sido bien aclarado ya que la actividad de la Ell(10), la duracién de la Ell(10), el subtipo
de ElI(11,12) o la historia de cirugias previas(10) se han asociado con EHGNA y/o fibrosis hepatica

en algunos estudios pero no ha sido confirmado en otros(13).

Por tanto, los objetivos del primer capitulo de la tesis son evaluar la prevalencia y factores de

riesgo para el desarrollo de EHGNA vy fibrosis hepatica significativa en pacientes con Ell.
Especificamente, el objetivo de este capitulo es identificar aquellos factores de riesgo
relacionados con la Ell con la intencién de establecer un perfil de paciente con Ell de riesgo sobre

el que optimizar la prevencion, el diagnostico precoz y el tratamiento.

Capitulo 2. Prevalencia y factores de riesgo para enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en

pacientes delgados con enfermedad inflamatoria intestinal

La obesidad es un factor de riesgo bien establecido para el desarrollo de EHGNA, al igual que
otros factores de riesgo metabdlicos clasicos(14). La EGHNA a su vez es un factor de riesgo
independiente para enfermedad cardiovascular ateroesclerdtica en ausencia de otra patologia
asociada(15). Sin embargo, cada vez hay mas evidencia de que no todos los pacientes con EHGNA
tienen sobrepeso u obesidad, y de que no todos los pacientes con sobrepeso u obesidad
desarrollan EHGNA(16). De hecho, hasta un 20% de los pacientes con EHGNA son delgados y

hasta un 40% no presentan obesidad(17,18). Ademas, los pacientes delgados con EHGNA tienen
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peor prondstico a largo plazo que los pacientes delgados sin EHGNA, lo que sugiere que el IMC

no refleja adecuadamente el riesgo metabdlico de estos individuos(18).

Hasta el momento, no se habian desarrollado estudios cuyo objetivo principal fuera estudiar la
EHGNA en pacientes delgados con Ell. Saroli Palumbo et al comunicaron en 2018 una mayor
prevalencia de EHGNA vy fibrosis hepatica en pacientes con Ell y sobrepeso/obesidad en
comparacién con pacientes delgados con Ell, sin embargo, no incluyé grupo control compuesto
por pacientes delgados sin Ell(19). En 2019, McHenry et al reportaron una prevalencia de EHGNA
del 20% en pacientes delgados con EC y del 10% en controles delgados sin Ell, sin embargo, no

estudiaron los factores relacionados con la misma ni la fibrosis hepatica significativa(20).

Por tanto, los objetivos del segundo capitulo de la tesis son estudiar la prevalencia de EHGNA y

fibrosis hepatica significativa en pacientes delgados con Ell, asi como evaluar si la Ell es un factor
de riesgo para el desarrollo de EHGNA y/o fibrosis hepatica en pacientes delgados. Ademas,
evaluar si existen diferencias en los pardmetros metabdlicos entre los pacientes con Ell y EHGNA

en funcion del IMC.

Capitulo 3. Seroprevalencia de la infeccidon por SARS-CoV-2 v respuesta inmunoldgica a la vacuna

frente a SARS-CoV-2 en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

Desde el inicio de la pandemia por COVID-19 se sugirid que los pacientes bajo tratamiento
inmunosupresor podrian ser mas susceptibles a la infeccidn e incluso podrian desarrollar
cuadros mas graves(21,22). Ademas, existian dudas sobre el desarrollo de anticuerpos
neutralizantes tras superar la infeccién en pacientes con enfermedades crénicas como la Ell, y
sobre la influencia de los diferentes tratamientos. De hecho, se publicaron datos controvertidos
respecto a los niveles de anticuerpos en pacientes que recibian recibido farmacos

bioldgicos(23,24).

Con el desarrollo de las vacunas frente a la infeccidn por SARS-CoV-2 surgieron dudas sobre una
posible respuesta vacunal subdptima en pacientes bajo tratamiento bioldgico. De hecho, las
guias de practica clinica recomiendan en lineas generales actualizar la pauta vacunal de los
pacientes con Ell con anterioridad al inicio del tratamiento con bioldgicos(25). Se han publicado
varios estudios sobre la respuesta inmune humoral a la vacuna, que no necesariamente se
corresponde por completo con la respuesta celular, sobre la que existe una evidencia mucho mas

limitada(26).
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Los objetivos del tercer capitulo de esta tesis son determinar la seroprevalencia y factores de

riesgo para la infeccion por SARS-CoV-2 en pacientes con Ell, asi como determinar la respuesta
humoral y celular a la vacuna frente a SARS-CoV-2 en pacientes con Ell y evaluar las diferencias

en funcién del tratamiento biolégico que reciben.

Capitulo 4. Papel de la fibrosis hepatica en la progresién a carcinoma hepatocelular en pacientes

con enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedad hepdética grasa no alcohdlica

El objetivo del cuarto capitulo de esta tesis es presentar una revisidon sistematica sobre la

prevalencia y factores de riesgo de fibrosis hepatica en pacientes con EHGNA vy Ell. En este
capitulo también se discute sobre el papel de la fibrosis hepatica en el desarrollo de carcinoma
hepatocelular asi como los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en este proceso ya sean

genéticos, metabdlicos, inmunoldgicos o microbioldgicos.

Este articulo resume la evidencia mdas reciente disponible sobre la fibrosis hepatica en los
pacientes con EHGNA y Ell, y resalta la escasez de estudios clinicos en el momento actual sobre
laincidencia y factores de riesgo de carcinoma hepatocelular en pacientes con EHGNA y Ell. Esto
contrasta con la realidad del momento, en la que la EHGNA es una causa creciente de carcinoma
hepatocelular incluso en pacientes sin cirrosis, especialmente en paises occidentales(27). Por
tanto, con este trabajo se sefiala la necesidad de realizar estudios en el futuro que evaltden
prospectivamente el desarrollo de carcinoma hepatocelular en pacientes con Ell asi como sus

factores de riesgo, con el fin de guiar las estrategias de diagndstico precoz.
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Ademas, el doctorando fue el principal responsable en la comunicacion de los resultados
preliminares en congresos nacionales (252 Reunién anual de la Asociacién Espafiola de
Gastroenterologia en 2022) e internacionales (17° Congreso de la European Crohn’s and
Colitis Organisation en 2022, 302 United European Gastroenterology Week en 2022).
Finalmente, el doctorando contribuyé significativamente al analisis estadistico, lideré la
redaccidn de la primera version del manuscrito como primer autor y se encargd de los

tramites necesarios para su publicacién como autor de correspondencia.
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ahead of print. doi: 10.1093/ibd/izad175. PMID: 37607330.

Primer autor y autor de correspondencia.

Este estudio se focalizd en un analisis pormenorizado de los 300 casos y 80 controles
delgados incluidos en el estudio de casos-controles previamente descrito, asi como en
la comparacién de los resultados obtenidos en funcién del indice de masa corporal. Este
trabajo se realizd a propuesta del doctorando ya que, durante el proceso de revisién de
literatura para el articulo anterior, el doctorando detectd que se trataba un aspecto de
creciente interés en Hepatologia que no habia sido explorado en detalle hasta el
momento en los pacientes con Ell. El doctorando participé activamente en el
reclutamiento de los participantes, en la revisiéon de historias clinicas, asi como en la
realizacién de entrevista clinica, mediciones antropométricas, ecografia hepatica y
elastografia de transicién a cada paciente. También fue el principal responsable de su
comunicacién en el 312 Congreso Internacional de la United European Gastroenterology
Week en 2023. Finalmente, el doctorando contribuyd significativamente al andlisis
estadistico, liderd la redaccion de la primera versidon del manuscrito como primer autor
y se encargd de los tramites necesarios para su publicacion como autor de

correspondencia.
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the cellular response to the SARS-COV-2 vaccine in inflammatory bowel disease patients
on biologic drugs. Sci Rep. 2023, 13(1), 23061.doi: 10.1038/s41598-023-50537-y. PMID:
38155275

Primer autor y autor de correspondencia.
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Este estudio surgid en el contexto epidemiolégico mundial originado por la pandemia
COVID-19. A consecuencia de las restricciones sanitarias en los primeros meses de 2020,
el comienzo del estudio casos-controles correspondiente a las dos publicaciones
anteriores tuvo que ser postpuesto, por lo que tanto el doctorando como el equipo
investigador aprovecharon esta oportunidad para planificar un estudio de
seroprevalencia de la infecciéon por SARS-CoV-2 que se llevaria a cabo de forma paralela
en 754 pacientes no vacunados con Ell. Asimismo, ante la aparicidn de vacunas frente a
la infeccidn se estudio la respuesta inmunoldgica humoral y celular en 52 pacientes con
Ell. EI doctorando participé en el reclutamiento y la entrevista clinica de los pacientes,
asi como lideré el andlisis estadistico, la redaccién de la primera version del manuscrito
como primer autory el envio para publicacién como autor de correspondencia. Ademas,
el doctorando fue el responsable de su presentacion en congresos nacionales (I
Congreso Nacional Multidisciplinar COVID19 de las Sociedades Cientificas de Espaiia en
2021, 242 Reunidn anual de la Asociacidn Espafiola de Gastroenterologia en 2021, 252
Reunidon anual de la Asociacién Espafiola de Gastroenterologia en 2022) e

internacionales (162 Congreso de la European Crohn’s and Colitis Organisation en 2021).
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Llera, B.; Lopez de la Cruz, J.; Gomolldn, F. Liver fibrosis in non-alcoholic fatty liver disease
and progression to hepatocellular carcinoma in patients with inflammatory bowel
disease: a  systematic review. Cancers. 2023; 15(13), 3367. doi:
10.3390/cancers15133367. PMID: 37444477

Primer autor y autor de correspondencia.

Se trata de una revision sistematica en la que el doctorando coordiné la estrategia de
busqueda, las busquedas en las bases de datos e importacion en gestor de referencias
bibliograficas, el cribado de las referencias de acuerdo a los criterios de inclusién y
exclusion, y la extraccion de los datos. Ademas, se encargd de redactar la primera versién
del manuscrito, asi como del proceso de publicacién en la revista como autor de

correspondencia.
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Capitulo 1: Prevalencia y factores de riesgo para enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en

pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

Crohn’s Disease is an independent risk factor for liver fibrosis in patients with inflammatory

bowel disease and non-alcoholic fatty liver disease. Eur J Intern Med. 2024; 120:99-106.

1.1 Métodos

Estudio transversal, de casos-controles, realizado en la unidad de Ell del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza entre octubre de 2020 y octubre de 2021. Se incluyeron
casos consecutivos de la unidad de Ell con un diagnéstico establecido de CU, EC o Cl. Los
controles fueron casos consecutivos sin Ell, que consultaron por un motivo no relacionado con
sobrepeso/obesidad o intolerancia a la glucosa/diabetes a su médico de Atencién Primaria,
remitidos desde dos centros de salud de la misma area geografica durante el mismo periodo de
tiempo. Casos y controles fueron apareados por sexo y edad. Se excluyeron aquellos pacientes
gue reportaron un consumo significativo de alcohol (definido como >30 gramos/dia en varones
y >20 gramos/dia en mujeres), uso de corticoides sistémicos en los 3 meses previos a la inclusion,
uso actual o previo de metotrexato, embarazo, y la presencia de otras causas de enfermedad
hepatica crénica diferentes de la EHGNA (autoinmune, viral, colangitis esclerosante primaria o

genética).

A cada participante se le realizé una evaluacion clinica, revisién de historia clinica, mediciones
antropométricas y evaluacion de la presencia de esteatosis hepatica y/o fibrosis hepatica.
Ademas, se realizé tanto a los casos como a los controles una analitica de sangre en ayunas en

los 30 dias posteriores al reclutamiento.

Se defini6 EHGNA como la presencia de cualquier grado de esteatosis hepatica en ecografia
hepdética y/o un CAP™ > 248 dB/m. La esteatosis hepatica ecografica se clasific en 3 grados: leve
en caso de ligero incremento de la ecogenicidad del parénquima hepatico en comparacion con
la del rifién, moderada en caso de mayor hiperecogenidicidad del parénquima hepatico y leve
alteracién en la distincién de grandes vasos y/o el diafragma, y grave en caso de marcada
hiperecogenicidad hepatica con ausencia o pobre distincion de grandes vasos y/o el diafragma.
El punto de corte del CAP™ se escogi6 siguiendo las recomendaciones de la asociacién espafiola
para el estudio del higado (AEEH) y se clasificd la gravedad de la esteatosis hepatica detectada
por CAP™ en 3 grupos: S1 (248-279 dB/m), S2 (280-299 dB/m) y S3 (=300 dB/m). La fibrosis
hepatica fue evaluada mediante ET (Fibroscan®) considerando fibrosis significativa en caso de

elasticidad hepatica > 8 kPa (F2 o superior), ya que se ha demostrado que valores de elasticidad
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hepatica por debajo de esta cifra descartan adecuadamente enfermedad hepatica avanzada.
Sélo se consideraron validos los valores de la ET obtenidos a partir de al menos 10 mediciones,

con una ratio entre el rango intercuartilico y la mediana < 30%.

Se calculd la prevalencia de EHGNA vy fibrosis hepdtica significativa en casos y en controles. Se
realizé un analisis univariante sobre los factores asociados al desarrollo de EHGNA vy fibrosis
hepatica en los pacientes con Ell. Ademads, se realizd un analisis multivariante ajustando por
factores de confusién previamente seleccionados durante el disefio del estudio: edad, sexo, IMC,
hipertension arterial, DM2, resistencia a la insulina, dislipemia y uso previo de corticoides

sistémicos.

1.2 Resultados

Se incluyeron en el estudio 741 casos con Ell y 170 controles sin Ell, sin diferencias en términos
de edad y sexo ya que habian sido apareados. Tampoco se observaron diferencias entre los
grupos en la prevalencia de DM2 o de obesidad. La mediana y rango de edad en los casos y
controles fue 49 (18-86) afios y 47 (18-80) afios, y el porcentaje de mujeres fue del 51% vy del

52%, respectivamente.

La prevalencia de EHGNA fue similar en casos y controles (45% vs. 40%, p=0,255) y, aunque la
prevalencia de fibrosis hepatica significativa fue numéricamente superior en los casos respecto
a los controles (10% vs. 2,9%), no alcanzd la significacion estadistica (p=0,062) (Figura 6). La
prevalencia de EHGNA tuvo una tendencia a incrementarse con el aumento de la edad de los
pacientes con Ell (desde el 22% en pacientes menores de 30 afios hasta el 64% en pacientes de
entre 70-80 afios). Aunque la prevalencia de EHGNA no difirié significativamente entre CU y EC
(45% vs. 44%, p=0,870), se observé una mayor prevalencia de fibrosis hepatica significativa en
pacientes con EC y EGHNA en comparacion con los pacientes con CU y EHGNA (16% vs. 6%,
p=0,002). No se observaron diferencias en la prevalencia de EHGNA y fibrosis hepatica

significativa en funcién de la actividad de la enfermedad.

Los factores de riesgo cardiovascular clasicos (sexo masculino, edad avanzada, DM2, enfermedad
cardiovascular, HTA, obesidad) se asociaron con la EHGNA en los pacientes con Ell. En el analisis
multivariante se confirmé que una mayor edad al diagnéstico de la Ell (odds ratio ajustada [aOR]
1,02 1C95% (1,001-1,04)) y una mayor duracion de la Ell (aOR 1,02 1C95% (1,001-1,04)) eran

factores de riesgo independientes para el desarrollo de EHGNA.
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La HTA, la DM2, la resistencia a la insulina, un mayor IMC, la EC y la coexistencia de
manifestaciones extraintestinales se asociaron al desarrollo de fibrosis hepatica en pacientes con
Ell y EHGNA en el analisis univariante. En el andlisis multivariante se confirmé que el diagnéstico
de EC era un factor de riesgo independiente para el desarrollo de fibrosis hepatica significativa

en los pacientes con Ell y EHGNA (aOR 3,97 IC95% (1,78-8,96)).

Por ultimo, destacar que al comparar los pacientes con EHGNA en funcién de la presencia o no
de Ell, detectamos que la prevalencia de sobrepeso/obesidad es significativamente mayor en los
controles sin Ell (90% vs. 77%, p=0,017). Tras ajustar por factores de confusién, se confirmé que
la EHGNA se desarrollaba con niveles mas bajos de IMC en los casos con Ell en comparacién con

los controles sin Ell (aOR 0,92 1C95% (0,87-0,98)).

La siguiente figura resume los principales resultados descritos en el capitulo 1.

Figura 6. Prevalencia y factores asociados a EHGNA vy fibrosis hepdtica significativa en casos y

controles.
741 Casos 170 Controles
con Ell sin Ell
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EHGNA: enfermedad hepatica grasa no alcohdlica. Ell: enfermedad inflamatoria intestinal. IC:
intervalo de confianza. IMC: indice de masa corporal. aOR: odds ratio ajustada. Esta figura ha

sido creada con BioRender.com.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Background and aims: Controversial data have been reported regarding the prevalence of Non-Alcoholic Fatty
NAFLD Liver Disease (NAFLD) in Inflammatory Bowel Disease (IBD) population and IBD-related risk factors. The aim of

Liver fibrosis

the study was to assess the prevalence and risk factors associated with NAFLD and liver fibrosis in IBD partic-
Inflammatory bowel disease

ipants compared with non-IBD controls.

Methods: Cross-sectional, case-control study including 741 IBD cases and 170 non-IBD controls, matched by sex
and age. All participants underwent liver ultrasound, transient elastography and laboratory tests. A logistic
regression multivariable analysis was performed adjusting for classic metabolic risk factors and history of sys-
temic steroid use.

Results: The prevalence of NAFLD and significant liver fibrosis was 45 % and 10 % in IBD group, and 40 % and
2.9 % in non-IBD group (p = 0.255 and 0.062, respectively). Longer IBD duration (aOR 1.02 95% CI
(1.001-1.04)) and older age at IBD diagnosis (aOR 1.02 95 % CI (1.001-1.04)) were independent risk factors for
NAFLD in IBD group. Crohns Disease was an independent risk factor for significant liver fibrosis in participants
with IBD and NAFLD (aOR 3.97 95 % CI (1.78-8.96)). NAFLD occurred at lower BMI levels in IBD group with
NAFLD compared to non-IBD group with NAFLD (aOR 0.92 95 % CI (0.87-0.98)).

Abbreviations: ALP, Alkaline phosphatase; ALT, Alanine aminotransferase; AST, Aspartate aminotrasferase; BAI, Body adiposity index; BMI, Body mass index;
CAP™, Controlled attenuation parameter; CD, Crohn$s disease; CKD, Chronic kidney disease; CUN-BAE, Clinica universidad de navarra-body adiposity estimator; CV,
Cardiovascular; DM, Diabetes mellitus; GGT, Gamma-glutamyl transferase; HbAlc, glycosylated haemoglobin; HBV, Hepatitis B virus; HCV, Hepatitis C virus; HDL,
High density lipoproteins; HOMA, Homeostasis model assessment-insulin resistance; IBD, Inflammatory bowel disease; INR, International normalized ratio; MAFLD,
Metabolic associated fatty liver disease; MASLD, Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease; NAFLD, Non-alcoholic fatty liver disease; LDL, Low density
lipoproteins; SD, Standard deviation; TE, Transient elastography; UC, Ulcerative colitis; US, Ultrasound.
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Conclusions: Although we found no differences in the prevalence of NAFLD and liver fibrosis between IBD group
and non-IBD group, our findings suggest that liver fibrosis progression should be closely monitored in patients
with concomitant CD and NAFLD, more in particular in those with long standing active disease.

1. Introduction

Inflammatory Bowel Diseases (IBD) are chronic inflammatory pa-
thologies that mainly affect gastrointestinal tract, including Crohns
Disease (CD), Ulcerative Colitis (UC) and Indeterminate Colitis (IC). The
incidence of IBD is progressively increasing at the same time that new
therapeutic targets are emerging in recent decades [1,2]. Lifestyle and
the improved control of inflammatory activity have probably contrib-
uted to a new trend in the nutritional status of IBD patients [3].

Nowadays, overweight and obesity are the most frequent nutritional
disorders in patients with IBD, being both well-established risk factors
for Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) [4,5]. NAFLD is already
the most common liver disease worldwide and is becoming a leading
cause of liver-related mortality trough progression from steatosis to Non
Alcoholic Steatohepatitis (NASH), liver cirrhosis and Hepatocellular
Carcinoma [6].

NAFLD represents 40 % of liver extraintestinal manifestations in IBD
population and it is supposed to reflect liver involvement of metabolic
syndrome [7], so it is associated with an increased cardiovascular risk
[8]. To highlight the importance of metabolic disorders on its patho-
physiology, a panel of international experts proposed in 2020 changing
the term from Non Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) to Metabolic
Associated Fatty Liver Disease (MAFLD) [9,10]. This change of termi-
nology involved a modification of diagnostic criteria, based on the
presence of liver steatosis associated with overweight/obesity, type 2
Diabetes Mellitus (DM) or other metabolic risk abnormalities in case of
lean/normal weight [9,10]. More recently, in the new nomenclature for
liver diseases announced in June 2023, NAFLD was replaced by the new
term Metabolic disorder Associated Steatotic Liver Disease (MASLD)(5).
Because the current study was performed before the introduction of the
new nomenclature, with definitions based on NAFLD, we use in the
following the term NAFLD.

In addition, intestinal inflammatory activity and its treatment have
been proposed as potential causative agents of NAFLD [11]. However,
controversial data regarding its prevalence in IBD population (between
6 % and 54 %) and IBD-related risk factors have been reported [12,13],
mostly coming from uncontrolled studies that did not assess liver
fibrosis, the determinant long-term prognostic marker of patients [14].

The gold standard for the diagnosis of steatosis and liver fibrosis is
liver biopsy, considering NAFLD in case of steatosis in >5 % of hepa-
tocytes in absence of other known causes of liver disease. However, non-
invasive tests are usually used in clinical practice and most studies
assessing the prevalence of NAFLD in IBD used a single non-invasive test.
Despite ultrasonography (US) is the first line tool for diagnosis of stea-
tosis, it can only detect steatosis above 12.5-20 %, so its combined use
with the Controlled Attenuation Parameter (CAP™) can be helpful [15].
In addition, Transient Elastography (TE) shows good accuracy for the
prediction of liver related events compared with liver biopsy [16].

Although current evidence strongly suggests that NAFLD is an
important comorbidity in patients with IBD, it is necessary to discern if
this could be explained exclusively by the increased prevalence of
obesity and other risk factors or if IBD is an independent cause for
NAFLD development. The most relevant clinical concern at present is the
absence of well-established IBD-related factors to guide screening and
prevention strategies.

Therefore, the primary aim of our study was to assess the prevalence
and potential risk factors associated with NAFLD and liver fibrosis in
patients with IBD compared with non-IBD controls, assessed by ultra-
sound and TE.
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2. Materials and methods
2.1. Study design and recruitment

This is a cross-sectional, case-control study carried out in the IBD
outpatient unit of Lozano Blesa University Hospital of Zaragoza (Spain)
between October 2020 and October 2021.

Cases were consecutive outpatients from our reference IBD unit with
established diagnosis of Crohns Disease (CD), Ulcerative Colitis (UC) or
Indeterminate Colitis (IC). Controls were outpatients without IBD
matched by sex and age, recruited in two primary care centres belonging
to the same health area. Controls specifically referred to the general
practitioner in the study period because of overweight/obesity or
glucose intolerance/diabetes were excluded. Exclusion criteria for both
cases and controls were significant self-reported alcohol consumption
(>20 g/day for women and >30 g/day for men), current or previous
treatment with Methotrexate, use of systemic steroids in the last 3
months, pregnancy and previous diagnosis of chronic liver disease
different from NAFLD such as viral, immune mediated, primary scle-
rosing cholangitis (PSC) or genetic (Alpha-1-Antitrypsin deficiency,
storage diseases, hemochromatosis, Wilson).

All cases and all controls were interviewed, their medical records
were reviewed, anthropometric measurements were taken and liver
steatosis and fibrosis were assessed. In addition, current clinical status of
cases was evaluated using validated questionnaires, and all cases and
controls underwent a fasting blood draw in the first 30 days after
enrolment.

We collected the following demographic variables: age, gender, self-
reported alcohol consumption, smoking habit, drugs consumption and
comorbidities (Chronic Kidney Disease (CKD), cardiovascular disease
(CV), cerebrovascular disease, arterial hypertension, type 2 Diabetes
Mellitus and current lipid-lowering treatment). Anthropometric vari-
ables measured were weight, height, folds (bicipital, tricipital, sub-
scapular and suprailiac) and perimeters (arm, waist and hip). From these
measurements Body Mass Index (BMI), fatty and muscular area of the
arm, waist-hip index and body fat percentage were calculated. Blood
laboratory tests included fasting glucose, glycosylated haemoglobin,
fasting insulin, creatinine, albumin, cholesterol (total, HDL and LDL),
triglycerides, liver profile, blood count, coagulation, C Reactive Protein,
anti-HCV, HBsAg and Anti-HBc. Finally, we collected the following IBD
related variables: date of diagnosis, type of IBD, location, pattern (CD),
perianal disease, extraintestinal disease, previous surgeries and current
and previous IBD treatment.

2.2. Definitions and diagnostic criteria

Diagnosis of CD and UC was established according to the European
Crohns and Colitis organisation (ECCO) criteria [17,18]. Localization or
extension of IBD was defined using Montreal Classification for CD (ileal
[L1], colonic [L2], ileocolonic [L3], isolated upper disease [L4]) or UC
(proctitis, left-sided, pancolitis), respectively. Clinical remission was
considered in case of partial Mayo score <1 or Harvey-Bradshaw Index
<4 points.

Each patient underwent a liver US and a TE the same day by two
trained gastroenterologists, after at least 4 h of fasting. For abdominal B-
mode US a low frequency convex probe was used, and for TE a Fibro-
Scan® 430 Mini (Echosens) was used.

Ultrasonographic diagnosis of steatosis was graded as follows: mild if
there was a slight increase of liver echogenicity (compared with kidney
parenchyma) and normal visualization of portal vein wall and
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A: CASES (IBD group)

1065 eligible outpatients from
IBD unit

October 2020 — October 2021

e Refused to participate (n= 197)
e No IBD diagnosis (n= 44)

e Not possible to contact (n=9)
e Death (n=5)

e Pregnancy (n=4)

e <18years(n=3)

803 IBD out patients were
included in the study

e HBVinfection (n= 28)

e Systemic steroids (n=11)

e Methotrexate (n=10)

e HCVinfection (n=6)

® Risky alcohol consumption (n=5)
e HBV+ HCV co-infection (n=1)

e Risky alcohol consumption + HCV

infection (n=1)

741 |BD patients were analyzed
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B: CONTROLS (non-IBD group)

214 non-IBD outpatients from
primary care centers

June 2021 - October 2021

——>| Refused to participate (n=4)

210 non-IBD patients were

included

e HBV infection (n= 14)

e Referred to PCP for
overweight/obesity (n=9)

e Referred to PCP for glucose

intolerance/diabetes (n=7)
® Risky alcohol consumption (n= 6)
e Suboptimal window (n=3)

e Pregnancy (n=1)

170 non-IBD patients were
analyzed

Fig. 1. Flowchart of participant selection (A: cases, B: controls). HBV: Hepatitis B Virus. HCV: Hepatitis C Virus. IBD: Inflammatory Bowel Disease. PCP: Primary Care

Practitioner.

diaphragm, moderate when there was a higher increase of liver echo-
genicity with slight impaired of portal vein wall and diaphragm, and
severe in case of marked increase of liver echogenicity with absence or
poor visualization of portal vein wall, diaphragm or posterior right liver
lobe [19]. TE informed of liver stiffness (kPa) and liver steatosis by
Controlled Attenuation Parameter (CAP™, dB/m)[20]. Only partici-
pants with 10 valid measurements and interquartile range/median liver
stiffness ratio <30 % were considered suitable. Steatosis was graded
based on CAP™ as follows: SO (<248 dB/m), S1 (248-279 dB/m), S2
(280-299 dB/m) and S3 (>300 dB/m) [21]. Liver stiffness was classified
using the following cut-offs: FO-F1 (<8 kPa), F2 (8-9.6 kPa), F3
(9.7-13.5 kPa) and F4 (>13.6 kPa) [22].

NAFLD was defined as any grade of US steatosis or CAP™>248 dB/
m. Significant liver fibrosis was considered in case of liver stiffness > 8
kPa (F2 or higher)(20).

2.3. Study endpoints

The primary outcomes of the study were [1] To compare the prev-
alence of NAFLD between IBD group and non-IBD group, [2] To assess
the prevalence of significant liver fibrosis in IBD group and non-IBD
group.

The secondary outcomes of the study were to identify factors asso-
ciated with NAFLD and liver fibrosis, more in particular IBD-related
factors.

2.4. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Jamovi version 2.3.21.
Normality was assessed using Kolmogorov-Smirnov test, where p > 0.05
means normality. Clinical and demographic characteristics were pre-
sented as absolute and relative frequencies for qualitative variables.
Quantitative variables were presented as mean and Standard Deviation
(SD) or mean and range in case of non-normal distribution. The rela-
tionship between categorical variables was assessed using Chi Square
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test or Fishers test, as appropriate. T-student test or Mann-Whitney U
test were used in case of quantitative variables, as appropriate. To un-
cover the causal effect of IBD on NAFLD, a logistic regression multi-
variable analysis was performed, presented as crude and adjusted Odds
Ratio (aOR) and a 95 % Confidence Interval (95 % CI). Based on the
previous knowledge, we included the following pre-selected confound-
ing factors: age, sex, BMI, arterial hypertension, type 2 DM, insulin
resistance, dyslipidemia and previous systemic steroids use in the pre-
vious 5 years. For all tests, a p-value < 0.05 was considered statistically
significant.

The sample size was estimated considering the expected number of
outpatients with IBD seen in our unit during 1 year. Cases and controls
were matched by sex and age in a 4:1 ratio.

2.5. Ethical statement

The study protocol conformed to the ethical guidelines of the 1975
Declaration of Helsinki (6th revision, 2008) as reflected in a priori
approval by the Ethics Committee of Aragén (code PI19/451). All
included patients provided written informed consent.

3. Results
3.1. Baseline characteristics of participants

Initially, 1065 outpatients from our IBD unit and 214 non-IBD out-
patients from primary care centres were eligible to participate in the
study. After application of the inclusion and exclusion criteria, 803 IBD
cases and 210 non-IBD controls were included in the study. Patients with
clearly recognized significant alcohol consumption were not invited to
participate in the study. Subsequently, patients with a previously un-
noticed risky alcohol consumption identified during the study interview
were excluded (Fig. 1). In addition, non-IBD controls referred to primary
care practitioner for overweight/obesity or glucose intolerance/diabetes
were excluded (reasons for referral to primary care of non-IBD controls
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Table 1

Baseline characteristics of IBD group and non-IBD group.

Characteristics IBD group Non-IBD group p
(n=741) (n=170) value*
Clinical characteristics
Female sex, n (%) 374 (50.5) 88 (51.8) 0.761
Age, median (range) 49 (18-86) 47 (18-80) 0.335
Smoking habit 0.002
Active smokers, n (%) 144 (19.4) 33(19.4)
Previous smokers, n (%) 341 (46.0) 55 (32.4)
Passive smokers, n (%) 25 (3.4) 12 (7.1)
Never smokers, n (%) 231 (31.2) 70 (41.2)
Illegal drug consumption, n (%) 5(0.7) 1(0.6) 1.000
Comorbidities
Chronic Kidney Disease, n (%) 28 (3.8) 8(4.7) 0.484
Cardiovascular Disease, n (%) 30 (4.0) 1 (0.6) 0.019
Cerebrovascular Disease, n (%) 10 (1.3) 4 (2.4) 0.310
Treated arterial hypertension, n 118 (15.9) 30 (17.6) 0.583
(%)
Systolic blood pressure (mmHg), 135.0 £ 19.1 133.0 + 15.0 0.467
mean+SD
Diastolic blood pressure (mmHg), 79.7 +10.7 81.6 £ 9.6 0.036
mean+SD
Type 2 DM, n (%) 47 (6.3) 12 (7.1) 0.732
Hypercholesterolemia drugs, n 130 (17.5) 26 (15.3) 0.483
(%)
Triglyceride lowering drugs, n 57 (7.7) 4(2.4) 0.010
(%)
Liver assessment
NAFLD, n (%) 332 (44.8) 68 (40.0) 0.255
Ultrasound steatosis, n (%) 266 (35.9) 58 (34.1) 0.662
Steatosis grade by ultrasound, n 0.051
(%)
Mild 118 (15.9) 15 (8.8)
Moderate 95 (12.8) 31 (18.2)
Severe 52 (7.0) 12(7.1)
CAP™ (dB/m), median (range) 230 (100-400) 231 (100-400) 0.451
Steatosis based on CAP™, n (%) 299 (40.4) 68 (40.0) 0.933
Steatosis grade by CAP™, n (%) 0.642
SO 442 (59.6) 102 (60.0)
S1 94 (12.7) 22 (12.9)
S2 74 (10.0) 12(7.1)
S3 131 (17.7) 34 (20.0)
FIB-4, mean+SD 1.02 £ 0.59 1.00 + 0.52 0.835
NAFLD fibrosis score, mean+SD —2.20 +£1.32 -1.95 £ 1.41 0.120
HEPAmet, mean+SD 0.05 + 0.08 0.05 + 0.08 0.262
Liver fibrosis assessment in
patients with NAFLD (n =
400)
Significant liver fibrosis based on 34 (10.2) 2(2.9) 0.062
TE, n (%)
Liver stiffness (kPa), median 5.1 (2.4-44.2) 5.2 (2.8-8.8) 0.651
(range)
Fibrosis stage by TE, n (%) 0.324
FO-F1 298 (89.8) 66 (97.1)
F2 18 (5.4) 2(2.9)
F3 12 (3.6) 0 (0.0)
F4 4(1.2) 0 (0.0)
Anthropometric measures
Body Mass Index
BMI (kg/mz), median (range) 25.3 25.6 0.462
(15.4-43.0) (16.7-40.2)
Obesity, n (%) 133 (17.9) 37 (21.8) 0.249
Overweight/obesity, n (%) 389 (52.5) 91 (53.5) 0.808
Fold measurement
Bicipital fold (mm), median 9 (2-35) 9 (2-24) 0.282
(range)
Tricipital fold (mm), median 15 (2-47) 16 (4-37) 0.440
(range)
Subscapular fold (mm), median 18 (2-55) 17 (5-40) 0.751
(range)
Suprailiac fold (mm), median 25 (2-75) 18 (2-47) <0.001
(range)
Perimeter measurement
Arm perimeter (cm), median 28.5 (15-43) 29 (20.5-39.0) 0.791
(range)
Waist perimeter (cm), mean+SD 92.4 +14.1 91.3 £+ 14.0 0.352
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Table 1 (continued)

Characteristics IBD group Non-IBD group P
(n =741) (n=170) value*
Hip perimeter (cm), median 101 (67-144) 102 (62-137) 0.325
(range)
Arm muscle perimeter (cm), 23.4 + 3.6 23.6 + 3.2 0.601
mean+SD
Arm muscle area (cm?), median 43.6 44.2 0.884
(range) (8.4-106.0) (21.4-77.6)
Arm fat area (cm?), median 18.8 (2.4-77.9) 19.8 (4.7-61.4)  0.465
(range)
Waist-hip ratio, mean+SD 0.90 + 0.09 0.88 + 0.09 0.015
Body fat percentage (%), mean 31.4+8.1 31.8+8.9 0.579
+SD CUN-BAE
Body fat percentage (%), median 28.4 29 (11.3-51.2) 0.077
(range) BAI (15.1-53.4)
Analytical characteristics
Glycemic control and insulin
resistance
Fasting glucose levels (mg/dL), 95 (65-431) 97 (67-200) 0.057
median (range)
HbA1c (%), median (range) 5.4 (4.1-12.8) 5.5 (4.0-8.9) 0.027
Fasting insulin levels (uU/ml), 6.9 (2-130) 8.0 (1.1-89.2) 0.088
median (range)
HOMA-IR, median (range) 1.67 1.89 0.079
(0.19-45.90) (0.28-25.30)
Creatinine (mg/dL), median 0.8 (0.3-4.1) 0.8 (0.5-1.3) 0.895
(range)
GFR (ml/min), median+SD 110 + 38.2 119 + 35.2 0.014
Serum albumin (g/dL), median 4.0 (0.9-5.1) 4.0 (3.4-4.8) 0.648
(range)
Lipid profile
Total cholesterol (mg/dL), mean 190 + 38 196 + 36 0.063
+SD
LDL (mg/dL), mean+SD 109 + 33.5 116 + 32.8 0.017
HDL (mg/dL), median (range) 56 (21-133) 55.5 (29-104) 0.488
Low HLD-cholesterol (<40 mg/ 66 (8.9) 17 (10.1) 0.636
dL), n (%)
Triglycerides (mg/dL), median 96 (29-3087) 97 (37-375) 0.528
(range)
Hypertriglyceridemia (>150 mg/ 144 (19.5) 33 (19.5) 0.991
dL), n (%)
Liver profile
Total bilirubin (mg/dL), median 0.5 (0.1-3.7) 0.5 (0.1-1.9) 0.603
(range)
AST (UI/L), median (range) 20 (1-143) 20 (10-55) 0.955
ALT (UI/L), median (range) 17 (4-132) 18 (5-224) 0.054
GGT (UI/L), median (range) 19 (5-1372) 19 (5-188) 0.959
ALP (UI/L), median (range) 69 (17-241) 69.5 (31-155) 0.762
Platelet count (10°/mm?), 255 (47-522) 233 (136-391)  <0.001
median (range)
INR, median (range) 0.97 0.94 <0.001
(0.76-2.60) (0.80-2.50)
C-reactive protein (mg/L), 2.35 1.50 <0.001

median (range) (0.02-219.00) (0.00-149.00)

ALP: Alkaline phosphatase. ALT: Alanine aminotransferase. AST: Aspartate
aminotrasferase. BAI: Body adiposity index. BMI: Body mass index. CAP™:
Control attenuation parameter. CUN-BAE: clinica universidad de navarra-body
adiposity estimator. dB: decibel. FIB-4: Fibrosis-4 Index. GFR: Glomerular
filtration rate. GGT: Gamma-glutamyl transferase. HbAlc: glycosylated hae-
moglobin. HDL: High density lipoproteins. HOMA: Homeostasis model
assessment-insulin resistance. IBD: Inflammatory bowel disease. INR: Interna-
tional normalized ratio. kPa: kilopascal. NAFLD: Non-alcoholic fatty liver dis-
ease. LDL: Low density lipoproteins. SD: Standard deviation. TE: Transient
elastography. Type 2 DM: Type 2 diabetes mellitus. *For the qualitative vari-
ables Chi-square test or Fishers test were used, and for quantitative variables t-
student or Mann-Whitney U test, as appropriate (p values in bold indicate sta-
tistical significance: p < 0.05).

are detailed in Supplementary Table 1). After the clinical and laboratory
evaluation 62 cases and 40 controls were excluded, so 741 IBD cases and
170 non-IBD controls were finally analysed.

Due to the study design, IBD group and non-IBD group did not differ
in terms of age and sex. In addition, the distribution of type 2 DM and
BMI was homogeneous between both groups (Table 1). Participants
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NAFLD prevalence according to age groups
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Fig. 2. NAFLD prevalence in IBD group according to age groups. NAFLD: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease.

came from Europe, Africa and South America. Prevalence of prior
smoking habit and cardiovascular (CV) disease were significantly higher
in IBD group compared with non-IBD group (smoking: 46 % vs. 32 %, p
= 0.002; CV disease: 4 % vs. 0.6 %, p = 0.019). No differences in the
prevalence of CKD or other comorbidities were observed between IBD
group and non-IBD group.

Median age at diagnosis of IBD was 35 (1-77) years and median IBD
duration was 11 (0-46) years. The most common type of IBD was UC
(53 %) followed by CD (46 %) and IC (1 %). Most of them achieved
clinical remission (90 % for UC and 95 % for CD) and 39 % were under
biologic therapy at inclusion (Supplementary Table 2).

3.2. Prevalence of NAFLD and significant liver fibrosis

The prevalence of NAFLD was similar in IBD group and non-IBD
group (45 % vs. 40 %, p = 0.255). Although the prevalence of signifi-
cant liver fibrosis was numerically higher in IBD group compared with
non-IBD group (10% vs. 3 %), this finding did not reach statistical sig-
nificance (p = 0.062) (Table 1). There were no significant differences
between fibrosis and CAP stages of both IBD group and non-IBD group. A
trend towards increasing NAFLD prevalence with increasing age was
observed in the IBD group (Fig. 2).

When IBD group was analysed according to the presence of IBD ac-
tivity, we found no differences in the prevalence of NAFLD (47 % vs. 45
%, p = 0.780) and significant liver fibrosis (15% vs. 10 %, p = 0.502)
(Supplementary Table 3).

The prevalence of NAFLD did not differ when UC and CD were
compared (45 % vs. 44 %, p = 0.870). However, a higher prevalence of
significant liver fibrosis was found in patients with CD and NAFLD
compared with patients with UC and NAFLD (16 % vs. 6 %, p = 0.002).
Patients with UC had older age and higher levels of total cholesterol and
LDL (Table 2).

3.3. Risk factors for NAFLD and significant liver fibrosis in IBD group

Male sex, older age, type 2 DM, cardiovascular disease, arterial hy-
pertension and obesity were associated with NAFLD in IBD group. In
addition, IBD group with NAFLD had an increased waist to hip ratio,
worse glycemic and lipid control, increased insulin resistance and higher
risk of liver fibrosis compared with IBD group without NAFLD.
Regarding IBD features, older age at diagnosis and longer duration of
IBD were associated with NAFLD in IBD group in the univariable

analysis (Supplementary Table 4).

Multivariable analysis confirmed that older age at IBD diagnosis
(aOR 1.02 95% CI (1.001-1.04)) and longer IBD duration (aOR 1.02 95
% CI (1.001-1.04)) were independent risk factors for NAFLD in partic-
ipants with IBD (Table 3).

Regarding liver fibrosis in IBD group with NAFLD, arterial hyper-
tension, type 2 DM, insulin resistance (HOMA), higher BMI, diagnosis of
CD, disease activity in patients with UC and the coexistence of extra-
intestinal manifestations were associated with higher risk of significant
liver fibrosis in univariable analysis (Supplementary Table 5). Multi-
variable analysis (Table 3) confirmed that diagnosis of CD was an in-
dependent risk factor for the development of significant liver fibrosis in
participants with IBD and NAFLD (aOR 3.97 95 % CI (1.78-8.96)).

3.4. Characteristics of patients with NAFLD according to IBD diagnosis

When characteristics of IBD group and non-IBD group with NAFLD
were compared, a higher prevalence of overweight/obesity was found in
non-IBD group (90 % vs. 77 %, p = 0.017).

Univariable analysis showed significantly higher levels of BMI and
LDL in non-IBD group with NAFLD (Supplementary Table 6). Treatment
with triglyceride lowering drugs was more frequent in IBD group. After
adjustment for age, sex, arterial hypertension, diabetes, dyslipidaemia
and previous systemic steroids use, multivariable analysis confirmed
that NAFLD occurred at lower BMI levels in IBD group with NAFLD
compared to non-IBD group with NAFLD (crude OR 0.92 95 % CI
(0.87-0.98); adjusted OR 0.92 95 % CI (0.87-0.98)).

4. Discussion

This study assessed the prevalence of NAFLD and significant liver
fibrosis in one of the largest IBD cohorts published to date. Controversial
data on the prevalence of NAFLD in IBD population have been previ-
ously published, ranging from less than 10 % [23] to around 50 % [24],
being a minority of them controlled studies. Recently, Rodriguez-Duque
et al. [25] reported a significantly increased prevalence of NAFLD and
liver fibrosis in IBD participants (42.0 % and 9.5 %, respectively)
compared with non-IBD controls coming from a population-based
cohort.

Although we found no differences in the prevalence of NAFLD and
liver fibrosis between IBD group and non-IBD group coming from the
same geographic area, our findings confirmed that NAFLD frequently
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Table 2

Baseline characteristics of IBD group, detailed by IBD type.

Characteristics Ulcerative Crohns disease P
colitis (n = 336) value*
(n = 396)
Clinical characteristics
Female sex, n (%) 191 (48.2) 176 (52.4) 0.263
Age, mean+SD 50.8 +£13.4 47.1 +£ 14.2 <0.001
Smoking habit <0.001
Active smokers, n (%) 39 (9.8) 104 (31.0)
Previous smokers, n (%) 204 (51.5) 134 (39.9)
Passive smokers, n (%) 16 (4.0) 8(2.4)
Never smokers, n (%) 137 (34.6) 90 (26.8)
Illegal drug consumption, n (%) 3(0.8) 2(0.6) 1.000
Comorbidities
Chronic Kidney Disease, n (%) 15 (3.8) 12 (3.6) 0.852
Cardiovascular Disease, n (%) 18 (4.5) 10 (3.0) 0.270
Cerebrovascular Disease, n (%) 1(0.3) 9(2.7) 0.007
Arterial hypertension, n (%) 66 (16.7) 50 (14.9) 0.510
Systolic blood pressure (mmHg), 137.0 + 19.2 134.0 + 18.7 0.011
mean + SD
Diastolic blood pressure (mmHg), 80.5 + 10.7 78.8 + 10.6 0.032
mean+SD
Type 2 DM, n (%) 27 (6.8) 18 (5.4) 0.412
Hypercholesterolemia drugs, n 78 (19.7) 50 (14.9) 0.087
(%)
Triglyceride lowering drugs, n 25 (6.3) 31(9.2) 0.140
(%)
Liver assessment
NAFLD, n (%) 178 (44.9) 149 (44.3) 0.870
Steatosis grade by CAP™, n (%) 0.177
S0 242 (61.1) 196 (58.3)
S1 49 (12.4) 43 (12.8)
S2 45 (11.4) 28 (8.3)
S3 60 (15.2) 69 (20.5)
FIB-4, mean+SD 1.06+0.54 0.98+0.64 0.075
NAFLD fibrosis score, mean+SD —2.12+1.23 —2.30+1.39 0.069
HEPAmet, mean+SD 0.04 + 0.07 0.05 + 0.09 0.264
Liver fibrosis assessment in
patients with NAFLD (n =
327)
Significant liver fibrosis based on 10 (5.6) 24 (16.1) 0.002
TE, n (%)
Liver stiffness (kPa), median 4.4 (2.0-20.0) 4.7 (1.9-44.2) 0.098
(range)
Fibrosis stage by TE, n (%) 0.010
FO-F1 168 (94.4) 125 (83.9)
F2 5(2.8) 13 (8.7)
F3 3(1.7) 9 (6.0)
F4 2@1.1) 2(1.3)
Anthropometric measures
Body Mass Index
BMI (Kg/mz), median (range) 25.4 25.1 0.343
(15.4-43.0) (16.2-40.7)
Obesity, n (%) 72 (18.2) 60 (17.9) 0.909
Overweight/obesity, n (%) 216 (54.5) 171 (50.9) 0.324
Fold measurement
Bicipital fold (mm), median 9 (2-34) 9 (2-35) 0.824
(range)
Tricipital fold (mm), median 15 (2-47) 15 (2-43) 0.554
(range)
Subscapular fold (mm), median 18 (5-55) 18 (2-52) 0.450
(range)
Suprailiac fold (mm), median 25 (6-75) 25 (2-70) 0.569
(range)
Perimeter measurement
Arm perimeter (cm), mean+SD 289 + 3.6 28.6 + 3.7 0.238
Waist perimeter (cm), mean+SD 929 + 14.0 92.1 +14.2 0.449
Hip perimeter (cm), median 101.0 101.0 0.696
(range) (67.0-144.0) (75.5-134.0)
Arm muscle perimeter (cm), 23.7 + 3.6 23.4 + 3.7 0.229
mean+SD
Arm muscle area (cmz), mean 459 + 13.8 44.6 + 14.2 0.150
+SD
Arm fat area (cm2), mean+SD 21.6 +£11.9 21.5+11.6 0.868
Waist-hip ratio, mean+SD 0.91 + 0.09 0.90 + 0.09 0.469
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Table 2 (continued)

Characteristics Ulcerative Crohns disease P
colitis (n=336) value*
(n = 396)
Body fat percentage (%), mean 315+7.8 31.3+8.5 0.707
+SD CUN-BAE
Body fat percentage (%), median 28.3 28.3 0.896
(range) BAI (15.1-53.4) (16.3-50.3)
Analytical characteristics
Glycemic control and insulin
resistance
Fasting glucose levels (mg/dL), 95 (65-431) 93(68-176) 0.083
median (range)
HbAlc (%), median (range) 5.5 (4.1-12.8) 5.4 (4.2-9.6) 0.015
HOMA-IR, median (range) 1.8 (0.2-24.4) 1.5 (0.4-45.9) 0.386
Creatinine (mg/dL), median 0.8 (0.3-4.1) 0.8 (0.4-1.7) 0.682
(range)
Lipid profile
Total cholesterol (mg/dL), mean 194.0 + 36.2 184.0 + 39.3 <0.001
+SD
LDL (mg/dL), mean + SD 116.0 + 32.0 102.0 + 33.6 <0.001
HDL (mg/dL), median (range) 56 (28-107) 55.5 0.413
(21.0-133.0)
Triglycerides (mg/dL), median 90 (30-442) 102 (29-3087) <0.001
(range)
Liver profile
Total bilirubin (mg/dL), median 0.49 0.46 0.035
(range) (0.10-3.66) (0.09-3.14)
AST (UI/L), median (range) 20 (8-143) 20 (1-137) 0.073
ALT (UI/L), median (range) 17 (5-132) 16.5 0.036
(4.0-131.0)
GGT (UI/L), median (range) 19 (5-253) 18 (6-1372) 0.480
ALP (UI/L), median (range) 68 (17-241) 70 (26-217) 0.371
Platelet count (10%/mm?), 251 (85-464) 266 (47-522) 0.010
median (range)
INR, median (range) 0.97 0.96 0.134
(0.78-1.28) (0.76-2.60)
C-reactive protein (mg/L), 2.10 2.71 0.003

median (range) (0.02-159.00) (0.03-219.00)

ALP: Alkaline phosphatase. ALT: Alanine aminotransferase. AST: Aspartate
aminotrasferase. BAI: Body adiposity index. BMI: Body mass index. CAP™:
Control attenuation parameter. CUN-BAE: Clinica universidad de navarra-body
adiposity estimator. dB: decibel. GGT: Gamma-glutamyl transferase. HbAlc:
glycosylated haemoglobin. HDL: High density lipoproteins. HOMA: Homeostasis
model assessment-insulin resistance. IBD: Inflammatory bowel disease. INR:
International normalized ratio. kPa: kilopascal. NAFLD: Non-alcoholic fatty liver
disease. LDL: Low density lipoproteins. SD: Standard deviation. TE: Transient
elastography. Type 2 DM: Type 2 diabetes mellitus. *For the qualitative vari-
ables Chi-square test or Fishers test was used, and for quantitative variables t-
student or Mann-Whitney U test, as appropriate (p values in bold indicate sta-
tistical significance: p < 0.05).

Table 3
IBD related factors for NAFLD and significant liver fibrosis.

IBD related factors Crude OR (95 % CI) Adjusted OR (95 % CI)

NAFLD

Age at IBD diagnosis 1.03 (1.02-1.04)
IBD duration 1.03 (1.01-1.04)
Significant liver fibrosis in patients with NAFLD
Crohns disease 3.32(1.53-7.19)
Ulcerative colitis 0.32 (0.15-0.70)
Extraintestinal manifestations 2.32 (1.06-5.05)

1.02 (1.001-1.04)
1.02 (1.001-1.04)

3.97 (1.78-8.96)
0.28 (0.12-0.62)
2.10 (0.92-4.80)

BMI: Body mass index. DM: Diabetes mellitus. IBD: Inflammatory bowel disease.
NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease. Logistic regression multivariable
analysis included: age, sex, BMI, arterial hypertension, type 2 DM, dyslipidemia
and previous steroid use.

coexists with IBD (NAFLD: 45 %, Significant liver fibrosis: 10 %). The
absence of differences in the prevalence of NAFLD between IBD group
and non-IBD group could be explained by the high prevalence of NAFLD
found in controls from our area compared to other studies carried out in
general population (around 25-30 %) [26].

85



S.J. Martinez-Dominguez et al.

Our results were consistent with the pathogenesis of NAFLD and risk
factors well-established to date [27]. We found an association between
older age and higher BMI, classic metabolic risk factors, and NAFLD in
IBD group. Interestingly, we noticed significantly lower BMI levels in
IBD group with NAFLD compared to non-IBD group with NAFLD, after
adjusting for confounding factors (aOR 0.92 95 % CI (0.87-0.98)). This
could be explained by a closer follow-up in patients with IBD and hence
potentially better correction of comorbidities compared to the general
population. This finding suggests that IBD might play a role in addition
to classical risk factors in the development of NAFLD. At the same time,
higher BMI levels were associated with NAFLD within IBD group, as well
as other studies described in the general population.

Several studies reported the association between NAFLD and IBD-
related factors such as type of IBD, disease activity, complicated
course, previous surgery or age at diagnosis [13,24,25,28-34]. Never-
theless, they did not agree on the same factors and other studies failed to
find an association between NAFLD and IBD-related factors [35-38].
This could be explained, at least in part, by the heterogeneity of study
designs and diagnostic methods for liver disease (US, Computed To-
mography, Magnetic Resonance Imaging, serum biomarkers).

Considering the possible underdiagnosis of US in case of mild stea-
tosis, all participants underwent simultaneously both US and TE
including CAP™. It allowed a more exhaustive evaluation using two
non-invasive tests widely available in real clinical practice. We identi-
fied that longer IBD duration and older age at IBD diagnosis were in-
dependent risk factors for NAFLD in IBD group. This finding again
suggests that IBD could contribute to the development of NAFLD;
however, it should be interpreted with caution because, despite being
statistically significant, the magnitude of the effect is modest. We did not
found association between NAFLD and IBD activity, and it could be
partially explained by the small sample size of IBD participants with
disease activity. Our findings were consistent with Sourianarayanane
et al., who reported that older age at diagnosis was associated with an
increased risk of NAFLD(11); and with Sagami et al. and Glassner et al.,
who identified longer IBD duration as a risk factor to develop NAFLD
(32,33). Nevertheless, these studies did not assess either the prevalence
of liver fibrosis or its potential risk factors.

Little evidence has been published on significant liver fibrosis in IBD
population with NAFLD(25,29), probably because liver biopsy was
necessary before the development of non-invasive diagnostic tests. We
measured liver stiffness through TE, which can be influenced by some
factors (inflammation, oedema, altered liver blood flow), but TE has
shown good accuracy for the prediction of liver related events compared
with liver biopsy [16]. Most studies failed to identify IBD-related risk
factors [35,37,39], however, we found that Crohns Disease but not Ul-
cerative Colitis was an independent risk factor for significant liver
fibrosis in IBD group with NAFLD (aOR 3.97 95 % CI (1.78-8.96)). These
findings suggest that fibrosis progression should be closely monitored in
patients with concomitant CD and NAFLD, more in particular in those
with long standing active disease.

Finally, we acknowledge the following limitations of our study. First,
the absence of a subgroup of participants diagnosed by liver histology.
Second, the small sample size of cases with IBD activity. Third, the
absence of a prospective follow-up of participants. Fourth, the high
prevalence of NAFLD found in non-IBD group from our area compared to
other studies carried out in general population could influence the
absence of differences in the prevalence of NAFLD between IBD group
and non-IBD group. However, the main strengths of the study were its
large sample size, the presence of a control group belonging to the same
health area (sharing similar geographic and environmental conditions)
and the evaluation of liver disease thorough both US and TE, two widely
available diagnostic methods in daily clinical practice.
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Capitulo 2. Prevalencia y factores de riesgo para enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en

pacientes delgados con enfermedad inflamatoria intestinal

Inflammatory Bowel Disease is an independent risk factor for metabolic dysfunction-associated

steatotic liver disease in lean individuals. Inflamm Bowel Dis. 2023 Aug 22: izad175.

2.1 Métodos

Estudio transversal, de casos-controles, realizado en la unidad de Ell del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza entre octubre de 2020 y octubre de 2021. Los casos
fueron pacientes consecutivos de la unidad de Ell con un diagnéstico establecido de CU, EC o Cl.
Los controles fueron pacientes consecutivos sin Ell, que consultaron por un motivo no
relacionado con sobrepeso/obesidad o intolerancia a la glucosa/diabetes a su médico de
Atencién Primaria, remitidos desde dos centros de salud de la misma drea geografica durante el
mismo periodo de tiempo. Se excluyéd a aquellos pacientes con antecedente de uso de
corticoides sistémicos o metotrexato en los 2 afios previos a la inclusidon en el estudio, de
consumo significativo de alcohol (definido como > 30 gramos al dia en varones y > 20 gramos al
dia en mujeres), de embarazo, y ante la presencia de otras causas de enfermedad hepatica

cronica diferentes de la EHGNA (autoinmune, viral, colangitis esclerosante primaria o genética).

El trabajo de campo fue comun al realizado en el articulo presentado en el capitulo 1, de tal
forma que a cada participante se le realizd una evaluacidn clinica, mediciones antropométricas,
revision de historia clinica, y evaluacién de la presencia de esteatosis hepatica y/o fibrosis
hepatica. Ademas, se realizé tanto a los casos como a los controles una analitica de sangre en

ayunas dentro de los 30 dias posteriores al reclutamiento.

Las técnicas diagndsticas y definiciones empleadas para el diagndstico de EHGNA vy fibrosis
hepatica fueron las mismas que se han descrito en el capitulo 1. Se diagnostic6 EHGNA en
presencia de cualquier grado de esteatosis hepética en ecografia hepatica y/o un CAP™ > 248
dB/m. La fibrosis hepatica fue evaluada mediante ET (Fibroscan®) considerando fibrosis

significativa en caso de elasticidad hepatica > 8 kPa (F2 o superior).

Este articulo se focalizé especificamente en analizar la prevalencia y factores asociados al
desarrollo de EHGNA vy fibrosis hepatica en los pacientes delgados con Ell. Ademas, también se
compararon los resultados obtenidos en pacientes delgados y pacientes con sobrepeso u
obesidad. Este andlisis pormenorizado se justificé principalmente en 3 razones: el creciente y
reciente interés en la investigacidn sobre el desarrollo de EHGNA en pacientes sin factores de

riesgo cardiovascular cldsicos, la escasez de estudios que evaluaran especificamente este tema
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en pacientes con Ell, y el hallazgo de que los pacientes con Ell desarrollan la EHGNA con un IMC
significativamente inferior al de la poblacién general sin Ell, tal y como se ha presentado en el

capitulo 1.

En este articulo se clasificd a los pacientes en los siguientes grupos en funcién del IMC: bajo peso
(< 18,5 kg/m?), normopeso (18,5-24,9 kg/m?), sobrepeso (25,0-29,9 kg/m?) y obesidad (> 30

kg/m?). Para poblacién no asiatica, definimos individuos delgados como IMC < 25 kg/m?.

Se calculd la prevalencia de EHGNA vy fibrosis hepdtica significativa en casos y en controles en
funcién del IMC. Se realizd un analisis univariante sobre los factores asociados al desarrollo de
EHGNA vy fibrosis hepatica en los pacientes delgados con Ell. Ademas, se realiz6 un anilisis
multivariante ajustando por factores de confusién previamente seleccionados durante el disefio
del estudio: edad, sexo, IMC, indice cintura-cadera, HTA, DM2, resistencia a la insulina,

tabaquismo, dislipemia y uso previo de corticoides sistémicos.

2.2 Resultados

Se incluyeron 300 casos con Ell delgados, 346 casos con Ell con sobrepeso u obesidad, 80
controles sin Ell delgados y 106 controles sin Ell con sobrepeso u obesidad (Figura 7). No hubo
diferencias en sexo, edad y factores de riesgo cardiovascular cldsicos entre los casos con Ell
delgados y los controles sin Ell delgados. Los participantes provenian de Europa, Africa y

Ameérica.

La prevalencia de EHGNA en pacientes con sobrepeso u obesidad (67% en casos con Ell y 71%
en controles sin Ell) fue mayor que en los pacientes delgados (21% en casos con Ell y 10% en
controles sin Ell). La prevalencia de EHGNA fue significativamente mayor en casos con Ell
delgados en comparacién con controles sin Ell delgados (21% vs. 10%, p=0,022) asi como en los
casos con Ell con normopeso en comparacidn con controles sin Ell con normopeso (22% vs. 11%,
p=0,037). Sin embargo, no se observaron diferencias entre casos y controles en pacientes con
sobrepeso/obesidad (67% vs. 71%, p=0,442) o cuando se analizd todos los pacientes

independientemente de su IMC (46% vs. 45%, p=0,801).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la prevalencia de fibrosis
hepatica significativa en casos delgados con Ell y controles delgados sin Ell (4,7% vs. 0,0%,
p=1,000). Tampoco se observaron diferentes en los grupos de sobrepeso/obesidad ni de

normopeso.

89



En el analisis multivariante se confirmé la que la Ell fue un factor de riesgo independiente para
el desarrollo de EHGNA en pacientes delgados (aOR 2,71 1C95% (1,05-7,01), p=0,04). Aunque el
antecedente de reseccion intestinal previa se asocid a la EHGNA en el andlisis univariante, no se
encontrd asociacidon entre ningun factor relacionado con la Ell y la EHGNA en el andlisis

multivariante.

Cuando se analizaron los casos con Ell y EHGNA en funcién del IMC, aquellos con
sobrepeso/obesidad presentaron peores parametros metabdlicos que los delgados (mayor
prevalencia de hipertensiéon arterial, menores niveles de colesterol HDL, y mayores niveles de
HOMA (Homeostatic Model Assessment of insulin resistance), glucosa en ayunas y hemoglobina

glicosilada).

La siguiente figura resume los principales resultados descritos en el capitulo 2.

Figura 7. Prevalencia y factores asociados a EHGNA vy fibrosis hepdtica significativa en casos y

controles en funcidn del indice de masa corporal
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Background: Despite classical association between metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD) and obesity, there is
increasing evidence on the development of MASLD in lean individuals. The aim of the study was to assess the prevalence and risk factors of
MASLD and significant liver fibrosis in lean participants with inflammatory bowel disease (IBD).

Methods: This was a cross-sectional, case-control study including 300 lean cases with IBD and 80 lean controls without IBD, matched by sex
and age. All participants underwent a liver ultrasound, transient elastography, and laboratory tests.

Results: The lean IBD group showed a significantly higher prevalence of MASLD compared with lean non-IBD group (21.3% vs 10%; P = .022),
but no differences were observed in the prevalence of significant liver fibrosis (4.7% vs 0.0%; P = 1.000). No differences were found between
the prevalence of MASLD in IBD and non-IBD participants who were overweight/obese (66.8% vs 70.8%; P = .442). In addition, the prevalence
of MASLD was significantly higher in the overweight/obese IBD group compared with the lean IBD group (P < .001). IBD was an independent
risk factor for MASLD in lean participants (odds ratio [OR], 2.71; 95% confidence interval [Cl], 1.05-7.01; P = .04), after adjusting for classic meta-
bolic risk factors and prior history of systemic steroid use. Nevertheless, no association between IBD related factors and MASLD was identified
in lean IBD participants. When the overweight/obese and lean IBD groups with MASLD were compared, the overweight/obese IBD group with
MASLD showed higher levels of the homeostatic model assessment of insulin resistance (OR, 1.49; 95% Cl, 1.11-1.98; P = .007) and history of
smoking (OR, 4.66; 95% Cl, 1.17-18.49; P = .029).

Conclusions: MASLD prevalence was higher in the lean IBD group compared with lean non-IBD group, independent of classic metabolic risk
factors.

Key Words: lean MASLD, liver fibrosis, inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, ulcerative colitis

Introduction stages F3 or F4 has been associated with an increased risk
of decompensate cirrhosis, hepatocellular carcinoma, and
death.* In fact, MASLD was recently identified as the fastest
growing cause of hepatocellular carcinoma in liver transplant
candidates.’

Although the pathogenesis of MASLD is not fully under-
stood, many pathophysiological links with metabolic syn-
drome have been reported. Indeed, the liver is considered a
key determinant of metabolic abnormalities.® MASLD is as-
sociated with visceral adiposity, insulin resistance, and ather-
ogenic dyslipidemia, conditions closely related to increased

The prevalence of metabolic dysfunction—-associated steatotic
liver disease (MASLD) is increasing significantly over time,
affecting up to a third of the world’s population.! Thus,
MASLD has become a leading cause of liver disease and
transplantation.? It comprises a wide histological spectrum,
commonly nonalcoholic fatty liver (liver steatosis affecting
>5% hepatocytes with no evidence of inflammation), and
less frequently, it progresses to nonalcoholic steatohepatitis
(liver steatosis accompanied by inflammation and hepato-
cyte injury) and liver fibrosis.> The development of fibrosis
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Key Messages

e What is already known? Obesity is a well-stablished risk
factor for metabolic dysfunction-associated steatotic
liver disease (MASLD), but not all patients with MASLD
in the general population are overweight/obese.

e What is new here? Inflammatory bowel disease (IBD)
itself was a risk factor for MASLD in lean individuals,
independent of classic metabolic risk factors and prior
history of systemic steroid use. No association between
IBD-related factors and MASLD was identified in the lean
IBD group.

e How can this study help patient care? These findings
suggest that MASLD should also be suspected in lean
patients with IBD, and lifestyle measures could be
prescribed to treat or prevent this entity.

cardiovascular risk. However, MASLD is a well-recognized
independent risk factor for atherosclerotic cardiovascular dis-
ease, regardless of associated diseases.®*

Despite classical association between MASLD and obesity,
there is cumulative evidence that not all overweight/obese
individuals develop MASLD and that not all patients with
MASLD are necessarily obese.” The term “lean MASLD”
is used when it develops in underweight or normal-weight
individuals based on body mass index (BMI). It was first
reported in Asia, and its prevalence is around a quarter of
individuals with MASLD.' Noteworthy, lean patients with
MASLD have worse long-term outcomes than lean patients
without MASLD, suggesting that BMI does not adequately
represent metabolic risk of these individuals.!!

Although inflammatory bowel diseases (IBDs) are chronic
inflammatory entities mainly involving the gastrointes-
tinal tract, liver extraintestinal manifestations often coexist.
Several factors such as lifestyle, increasing age, and the devel-
opment of new therapeutic targets have probably changed the
nutritional status of IBD patients, and currently being over-
weight and obese comprises the most frequent nutritional
disorders.'>!3

Previous studies reported a prevalence of MASLD in IBD
population higher than 40%, noting that MASLD is a major
problem in patients with IBD." In addition, IBD-related risk
factors have been independently associated with MASLD and
liver fibrosis, the determinant long-term prognostic marker of
liver disease. Nevertheless, to the best of our knowledge, the
evidence regarding MASLD and liver fibrosis in lean popula-
tion with IBD is scarce.

Therefore, the primary aim of this study was to assess the
prevalence and risk factors for MASLD and significant liver
fibrosis in lean individuals with IBD.

Methods
Study Design

Cross-sectional, case-control study performed between
October 2020 and October 2021 in the IBD outpatient unit
of Lozano Blesa University Hospital (Zaragoza, Spain). This
study focused in particular on lean participants from a larger
cohort of IBD patients and healthy control subjects without
IBD.

Consecutive outpatients from our IBD unit with an estab-
lished diagnosis of ulcerative colitis (UC), Crohn’s disease
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(CD), or indeterminate colitis were enrolled in the cases
group. Control subjects were consecutive outpatients without
IBD recruited in 2 primary care centers belonging to the same
health area. Cases and controls were matched by sex and
age. The following exclusion criteria were applied for both
cases and controls: significant alcohol consumption (>20 g/d
for women and >30 g/d for men), current or previous treat-
ment with methotrexate and/or systemic steroids in the last 2
years, pregnancy, refusal to participate, or previous diagnosis
of chronic liver disease different from nonalcoholic fatty liver
disease such as viral, genetic (Wilson, alpha-1 antitrypsin de-
ficiency, hemochromatosis, or storage diseases), and immune
mediated. All participants included in the study signed the in-
formed written consent.

All participants were interviewed, their medical records
were reviewed, anthropometric measurements and a fasting
blood sample were taken, and liver steatosis and fibrosis were
assessed by noninvasive methods.

We collected the following demographic variables through
clinical interview and medical record review: age, sex, smoking
habit, alcohol consumption, and comorbidities (arterial hy-
pertension, type 2 diabetes mellitus [DM], lipid-lowering
treatment, chronic kidney disease, cardiovascular disease,
and cerebrovascular disease). In addition, we collected IBD-
related features: date of diagnosis, type of IBD, location, pat-
tern (CD), perianal disease, extraintestinal disease, previous
surgeries, and current and previous treatment. After the clin-
ical interview, we measured the following anthropometric
variables: weight, height, and perimeters (arm, waist, and hip).
From these measurements, body mass index (BMI), waist-to-
hip index, and body fat percentage were calculated. Finally, a
fasting blood sample was drawn to determine fasting glucose,
glycosylated hemoglobin, fasting insulin, albumin, creatinine,
cholesterol (total, low-density lipoprotein, and high-density
lipoprotein), triglycerides, liver profile, C-reactive protein,
blood count, coagulation, hepatitis C virus antibody, hepatitis
B surface antigen, and anti-hepatitis B core antigen.

Diagnostic Criteria and Definitions

Patients were classified according to BMI status in the fol-
lowing groups: underweight (<18.5 kg/m?), normal weight
(18.5-24.9 kg/m?), overweight (25.0-29.9 kg/m?), and obese
(230 kg/m?). For non-Asian participants, lean individuals
were defined as BMI <25 kg/m?.

IBD diagnosis was established according to the European
Crohn’s and Colitis Organisation criteria.'*!> Clinical remis-
sion was defined as partial Mayo score <1 (UC) or Harvey-
Bradshaw Index <4 points (CD). Localization and extension
of IBD were defined using the Montreal classification for
CD (ileal, colonic, ileocolonic, isolated upper disease) or UC
(proctitis, left sided, pancolitis).

After >4 hours of fasting, both cases and controls under-
went liver ultrasound (US) and transient elastography (TE)
by 2 trained gastroenterologists. For abdominal B-mode US, a
low-frequency convex probe was used, and for TE, a FibroScan
430 Mini (Echosens) was used. Ultrasonographic diagnosis
of steatosis was graded as follows: mild in case of a slight
increase of liver echogenicity (compared with right kidney
parenchyma) and normal visualization of portal vein wall
and diaphragm, moderate when there was a higher increase
of liver echogenicity with slight impaired of portal vein wall
and diaphragm, and severe in case of marked increase of liver
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echogenicity with absence or poor visualization of portal vein
wall, diaphragm, or posterior right liver lobe.'¢

MASLD diagnosis was established in case of any grade of
US steatosis or controlled attenuation parameter >248 dB/m.
Significant liver fibrosis was considered in case of liver stiff-
ness >8 kPa, as this cutoff has demonstrated to accurately rule
out advanced liver fibrosis.'”!® TE values were only considered
valid in participants with at least 10 measurements and inter-
quartile range/median liver stiffness ratio <30%.

Study Endpoints
The primary outcomes of the study were (1) to compare the
prevalence of MASLD between the lean IBD group and lean
non-IBD group and (2) to assess the prevalence of significant
liver fibrosis in the lean IBD group and lean non-IBD group.
The secondary outcomes of the study were (1) to identify risk
factors associated with MASLD in lean individuals, especially
IBD-related risk factors; and (2) to compare MASLD preva-
lence, significant liver fibrosis prevalence, and metabolic profile
between the lean IBD group and overweight/obese IBD group.

Statistical Analysis and Ethical Statement

Qualitative variables were presented as absolute and rela-
tive frequencies. For quantitative variables, normality was
assessed using Kolmogorov-Smirnov test, in which P > .05
means normality. Quantitative variables were presented as
mean = SD if they followed normal distribution, and in case
of non-normal distribution, median and range were used.
The relationship between categorical variables was assessed
using the chi-square test or Fisher test, as appropriate. The
Student ¢ test or Mann-Whitney U test was used for quantita-
tive variables, as appropriate. In addition, a logistic regression
multivariable analysis was performed, and data presented
as adjusted odds ratio (OR) and a 95% confidence interval
(CI). Multivariable analysis included variables found to be
significant in univariable analysis and biologically relevant
variables such as age, sex, BMI, waist-to-hip ratio, arterial
hypertension, type 2 DM, insulin resistance, smoking habit,
lipid-lowering drugs, and previous steroid use. A P value <.05
was considered as statistically significant. Jamovi version
2.3.21 (https://www.jamovi.org/) was used to carry out the
statistical analysis.

The sample size was estimated according to the expected
number of IBD patients seen in our outpatient unit during 1
year. The case-control ratio was 3:1, and they were matched
by age and sex.

The study was performed in agreement with the Helsinki
declaration and was approved by Aragon Ethics Committee
(code PI19/451).

Results

Baseline Characteristics of Participants

A total of 1065 outpatients were visited in our IBD unit
during 1 year, and among them 803 agreed to participate in
the study. After applying the inclusion and exclusion criteria,
300 lean IBD and 346 overweight/obese IBD participants
were analyzed. Regarding control subjects, 210 coming from
primary care centers of the same health area were included.
After checking inclusion and exclusion criteria, 80 lean non-
IBD and 106 overweight/obese non-IBD participants were
analyzed (Figure 1).

Due to the study design, no differences in age and sex
were found between the IBD and non-IBD groups. In addi-
tion, the presence of type 2 DM, arterial hypertension, ac-
tive smoking habit, and cardiovascular and cerebrovascular
disease was homogeneous between both groups (Table 1).
Participants came from Europe, Africa, and South America.
Despite a similar BMI (median 22.5 [range, 15.4-25.0] kg/
m? vs 22.4 [range, 16.7-24.8] kg/m?; P = .788) and body fat
percentage (median 27.7% [range, 6.4%-39.8%] vs 26.7%
[range, 7.8%-38.8%]; P = .413) in the lean IBD group
and lean non-IBD group, and the lean IBD group showed
a significantly higher waist-to-hip ratio (0.86 = 0.08 vs
0.84 =+ 0.08; P = .038) and a significantly higher prevalence
of MASLD (21.3% vs 10.0%; P = .022). Regarding labora-
tory tests, the lean non-IBD group had worse lipid profile
and lower use of lipid-lowering drugs. No differences in
glycemic control, insulin resistance, and liver profile were
found.

The study included 157 (52.3%) patients with UC, 137
(45.7%) with CD, and 6 (2.0%) with indeterminate colitis.
The median age at IBD diagnosis was 31.5 (range, 9.0-71.0)
years and the median IBD duration was 12.0 (range, 0.0-46.0)
years. Although patients receiving systemic steroids currently
or in the previous 2 years were excluded, 82 (27.4%) had
previously received them in the last 5 years and 196 (65.6%)
had received them since diagnosis. No patient received meth-
otrexate. IBD-related features are summarized in Table 2.

Higher Prevalence of MASLD in the Lean IBD
Group Compared With the Lean Non-IBD Group

When MASLD prevalence was analyzed according to BMI
status (Figure 2), we noticed higher prevalence in overweight/
obese participants (66.8% in the IBD group and 70.8% in
the non-IBD group) compared with lean participants (21.3%
in the IBD group and 10.0% in the non-IBD group). MASLD
prevalence in the IBD and non-IBD groups was similar when
all participants (45.7% in the IBD group vs 44.6% in the
non-IBD group; P = .801) and overweight/obese participants
(66.8% in the IBD group vs 70.8% in the non-IBD group;
P = .442) were analyzed. Nevertheless, a significantly higher
prevalence of MASLD was found in the lean IBD group
(21.3% in the IBD group vs 10.0% in the non-IBD group;
P = .022) and normal weight IBD group (21.5% in the IBD
group vs 10.8% in the non-IBD group; P = .037) compared
with their respective control subjects. While MASLD prev-
alence was significantly higher in the overweight/obese IBD
group compared with the lean IBD group (66.8% vs 21.3%;
P < .001), no statistically significant differences were found
between the IBD group with normal and low BMI (21.5% vs
16.7%; P = 1.000).

We observed no statistically significant differences between
the prevalence of significant liver fibrosis in the lean IBD
group and the lean non-IBD group (4.7% in cases vs 0.0%
in controls; P = 1.000) (Figure 3). Moreover, no differences
were observed when significant liver fibrosis was analyzed in
the overweight/obese and normal-weight groups.

Although wunivariable analysis showed significantly
lower total cholesterol, low-density lipoprotein, and
high-density lipoprotein levels in the lean IBD group with
disease activity compared with those in remission, these
findings were not confirmed in multivariable analysis. In
addition, the analysis according to IBD activity found no
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A: CASES (IBD group)

1065 eligible outpatients from
IBD unit

October 2020 — October 2021

e Refused to participate (n= 196)
e No IBD diagnosis (n=44)

* Not possible to contact (n=9)
e Death(n=5)

e Pregnancy (n=4)

s < 18years(n=3)
* Risky alcohol consumption (n= 1)

803 IBD outpatients were
included in the study

* Systemic steroids (n=106)

* HBVinfection (n=28)

* Methotrexate (n=10)

* HCVinfection (n=6)

* Risky alcohol consumption (n= 5)

* HBV + HCV co-infection (n=1)

e Risky alcohol consumption + HCV
infection (n=1)

646 IBD patients were analyzed

——
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B: CONTROLS (non-IBD group)

214 non-IBD outpatients from
primary care centers

June 2021 — October 2021

Refused to participate (n=4)

210 non-IBD patients were
included

* HBVinfection (n= 14)
e Risky alcohol consumption (n= 6)

¢ Suboptimal window (n=3)
*  Pregnancy (n=1)

186 non-IBD patients were
analyzed

——

Lean IBD Non-lean IBD
group group
BMI<25 kg/m? BMI225 kg/m?
(n=300) (n=346)

Lean non-IBD
group

BMI<25 kg/m?
(n=80)

Non-lean non-
IBD group

BMI=25 kg/m?
(n=106)

Figure 1. Flowchart of participant selection: (A) cases, (B) controls. BMI, body mass index; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; IBD,

inflammatory bowel disease.

significant differences in the prevalence of significant liver
fibrosis. However, liver stiffness levels were significantly
higher in lean patients with IBD activity compared with
those in remission (OR, 1.27;95% CI, 1.06-1.52; P = .011)
(Supplementary Table 1).

IBD Is an Independent Risk Factor for MASLD in
Lean Participants

When all lean participants (IBD and non-IBD) were
analyzed, MASLD patients showed an increased BMI and
anthropometric measures, poorer glycemic and lipid con-
trol, and increased insulin resistance in univariable analysis
(Supplementary Table 2). Multivariable analysis confirmed
that IBD was an independent risk factor for MASLD in lean
participants (OR, 2.71; 95% CI, 1.05-7.01; P = .04) after
adjusting for age, sex, arterial hypertension, type 2 DM, in-
sulin resistance, hyperlipidemia, BMI, waist-to-hip ratio,
smoking habit, and previous steroid use (Figure 4).

No Association Between IBD-Related Factors and
MASLD in Lean IBD Participants

Univariable analysis identified male sex and older age as
risk factors for MASLD in lean IBD participants. Moreover,
the lean IBD group with MASLD had higher levels of liver

stiffness (kPa), increased BMI levels, increased waist-hip ratio,
worse glycemic control, increased insulin resistance, and poor
lipid profile outcomes compared with the lean IBD group
without MASLD (Supplementary Table 3). Nevertheless,
these findings were not confirmed when multivariable anal-
ysis was performed (Figure 5). Although prior bowel resec-
tion was associated with MASLD on univariable analysis,
no association was found between IBD related factors and
MASLD on multivariable analysis.

Comparison of Lean IBD Group and Overweight/
Obese IBD Group With MASLD

The overweight/obese IBD group with MASLD showed sig-
nificantly higher liver stiffness levels compared with the lean
IBD group with MASLD (median 5.3 [range, 2.4-44.2] kPa
vs 4.7 [range, 2.7-11.3] kPa; P = .007). In addition, arterial
hypertension, prior smoking habit, poor glycemic control,
and insulin resistance were more prevalent in the overweight/
obese IBD group with MASLD. Noteworthy, no statisti-
cally differences were found in lipid profile except for lower
high-density lipoprotein level in the overweight/obese IBD
group with MASLD (median 49 [range, 25-101] mg/dL vs
57 [range, 34-133] mg/dL, P = .002)). Regarding IBD-related
features, the overweight/obese IBD group with MASLD had
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Table 1. Baseline characteristics of the lean IBD group and lean non-IBD group.

Characteristic Lean IBD group (n =300) Lean non-IBD group (n = 80) P value®
Clinical

Female 176 (58.7) 46 (57.5) 851
Age,y 46.8 £13.1 44.1+15.5 118
Active smokers 63 (21.0) 15 (18.8) 658
Previous smokers 121 (40.3) 22 (27.5) .035°
Passive smokers 33 (11.0) 10 (12.5) .707
Illegal drug consumption 1(0.3) 0 (0.0) 1.000
Chronic kidney disease 23(7.7) 15 (18.8) .003b
Cardiovascular disease 6 (2.0) 0 (0.0) .350
Cerebrovascular disease 2(0.7) 2 (2.5) 196
Arterial hypertension 26 (8.7) 8 (10.0) .710
Type 2 DM 12 (4.0) 3(3.8) 1.000
Hypercholesterolemia drugs 35 (11.7) 3(3.8) .036°
Triglyceride-lowering drugs 10 (3.3) 2(2.5) 1.000
Lean MASLD 64 (21.3) 8 (10.0) .022°
Significant liver fibrosis in patients with lean MASLD (n = 72) 3(4.7) 0 (0.0) 1.000
Anthropometric measures

BMI, kg/m? 22.5(15.4-25.0) 22.4 (16.7-24.8) .788
Waist-hip ratio, mean + SD 0.86 + 0.08 0.84 + 0.08 .038°
Body fat percentage (CUN-BAE), % 27.7 (6.4-39.8) 26.7 (7.8-38.8) 413
Body fat percentage (BAI), % 26.2+3.7 26.6 =4.1 418
Laboratory tests

Fasting glucose levels, mg/dL 92.0 (67.0-299.0) 93.0 (76.0-146.0) 364
HbAlc, % 5.4 (4.4-12.8) 5.4 (4.2-8.9) 143
Creatinine, mg/dL 0.80 (0.37-4.10) 0.82 (0.58-1.27) 463
Serum albumin, g/dL 4.05 (0.98-5.00) 4.04 (3.46-4.80) .389
Total cholesterol, mg/dL 190.0 = 40.3 197.0 = 36.1 169
LDL, mg/dL 107.0 = 33.9 115.0 + 34.3 .089
HDL, mg/dL 64.1+17.7 63.5+14.0 .780
Triglycerides, mg/dL 80 (29-3087) 81 (37-313) 962
Total bilirubin, mg/dL 0.48 (0.13-2.80) 0.45 (0.13-1.88) 211
AST, UI/L 20 (10-139) 19 (10-36) 619
ALT, UI/L 15 (5-131) 16 (5-55) .687
GGT, UI/L 16 (6-343) 15 (5-97) .760
ALP, UI/L 67 (28-241) 64 (31-155) 985
C-reactive protein, mg/L 1.75 (0.02-219.00) 0.87 (0.00-23.20) <.001>
Fasting insulin levels, pU/mL 5.06 (2.00-65.00) 6.23 (2.00-46.90) .269
HOMA-IR 1.13 (0.19-24.4) 1.44 (0.39-10.5) 223

Values are n (%), mean = SD, or median (range). Lean refers to a BMI <25 kg/m?.

Abbreviations: ALP, alkaline phosphatase; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase. BAI, Body Adiposity Index; BMI, body

mass index; CUN-BAE, Clinica Universidad de Navarra-Body Adiposity Estimator; DM, diabetes mellitus; GGT, gamma-glutamyl transferase; HbAlc,

glycosylated hemoglobin; HDL, high-density lipoproteiny HOMA-IR, homeostatic model assessment of insulin resistance; IBD, inflammatory bowel disease;
LDL, low-density lipoprotein; MASLD, metabolic dysfunction—associated steatotic liver disease.

“For the qualitative variables, chi-square test or Fisher’s test was used, and for quantitative variables Student # test or Mann-Whitney U test was used, as

appropriate.
bStatistical significance: P < .05.

older age at IBD diagnosis and lower prevalence of bowel

Comparison of the Lean IBD Group With MASLD

resection compared with the lean IBD group with MASLD
(Supplementary Table 4). In multivariable analysis, higher
levels of the homeostatic model assessment of insulin resist-
ance (OR, 1.49; 95% CI, 1.11-1.98; P = .007) and prior his-
tory of smoking (OR, 4.66; 95% CI, 1.17-18.49; P = .029)
remained statistically significant. However, no IBD-related
factors were statistically significant.

and the Lean Non-IBD Group With MASLD

We found no statistically significant differences between the
lean IBD group with MASLD and the lean non-IBD group
with MASLD in relation to anthropometric measures: BMI
(22.8 + 1.9 kg/m? vs 23.6 = 1.4 kg/m?; P = .259), body fat per-
centage (26.6 = 6.9% vs 29.8 =+ 6.0%; P = .217), and waist-
to-hip ratio (0.90 = 0.07 vs 0.89 = 0.09; P =.719) In addition,
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Table 2. IBD-related features of lean cases.

Characteristic

Lean IBD group (n =300)

Age at diagnosis, y
IBD duration, y
Type of IBD
ucC
CD
IC
Extent of UC (n = 157)
Proctitis
Left-sided colitis
Extensive colitis
Extent of CD (n = 137)
Ilecolonic (L3)
Terminal ileum (L1)
Colonic (L2)
Ileocolonic (L3) + L4
Isolated upper disease (L4)
Terminal ileum (L1) + L4
Colonic (L2) + L4
CD behavior (n = 137)
Inflammatory
Stricturing
Penetrating
Stricturing + penetrating
Previous surgery
Bowel resection
Perianal
Extraintestinal manifestations
Arthropathy
Arthropathy + skin
Skin
Ocular
Arthropathy + skin + ocular
Perianal disease
IBDQ-9
Clinical severity
Partial Mayo score (n=157)
Remission
Active disease
Harvey-Bradshaw index (n = 137)
Remission
Active disease
Current treatment®
Only 5-ASA
Anti-TNF
No treatment
Only Thiopurines
Ustekinumab
Biologic therapy + thiopurines
Vedolizumab
Tofacitinib
Other

31.5 (9.0-71.0)
12.0 (0.0-46.0)

157 (52.3)
137 (45.7)
6(2.0)

151 (96.2)
6(3.8)

130 (94.9)
7(5.1)

Martinez-Dominguez et al

Table 2. Continued

Characteristic Lean IBD group (n =300)

Previous treatment®

Systemic steroids since diagnosis 196 (65.6)
Systemic steroids last 5y 82 (27.4)
Other biologic agent 62 (20.7)

Values are median (range) or n (%).

Abbreviations: 5-ASA, 5-aminosalicylic acid; CD, Crohn’s disease; IBD,
inflammatory bowel disease; IBDQ-9, 9-item IBD, Inflammatory Bowel
Disease Questionnaire; IC, indeterminate colitis; TNFE, tumor necrosis
factor; UC, ulcerative colitis.

“No patient received systemic steroids or methotrexate at inclusion or in
the previous 2 years.

no differences were observed in lipid profile or insulin resist-
ance (Supplementary Table 5).

Discussion

We present a detailed analysis of lean participants belonging
to one of the largest IBD population cohorts to date assessing
MASLD and liver fibrosis. To our knowledge, the evidence
regarding MASLD and liver fibrosis in lean individuals with
IBD is scarce. Adams et al'® published in 2018 a retrospective
case-control study including 165 patients who previously un-
derwent magnetic resonance imaging, most of them having
an IBD diagnosis (around 80%). They concluded that under-
weight patients had a higher risk of MASLD compared with
matched control subjects with normal weight."” Moreover,
Saroli Palumbo et al?® reported in 2018 an increased prev-
alence of MASLD and liver fibrosis in obese and overweight
patients with IBD compared with lean patients with IBD. Both
studies lacked a control group composed of lean participants
without IBD. Subsequently, McHenry et al?' reported in 2019
a prevalence of MASLD of 20% in lean patients with CD
and 10% in healthy lean control subjects, similar to our data.
However, they did not assess associated risk factors and liver
fibrosis in the lean population.!

High BMI has been recognized as an independent dose-
dependent risk factor for MASLD. Consistently, our findings
showed an increasing prevalence of MASLD with higher
BMI levels for both the IBD and non-IBD groups. In ad-
dition, we found a MASLD prevalence of 10% in the lean
non-IBD group from the general population, similar to the
5% to 10% reported by previous studies.???* Nevertheless,
our key finding was the significantly higher prevalence of
MASLD in the lean IBD group compared with the lean non-
IBD group. Thus, we described that IBD is an independent
risk factor for MASLD in lean individuals, after adjusting
for classic metabolic risk factors and prior history of sys-
temic steroid use.

Steroid treatment has been associated with weight gain
and, consequently, with the development of liver steatosis.
However, additional mechanisms have been described such
as lipogenesis, gluconeogenesis, insulin resistance, and re-
lease of free fatty acids with subsequent uptake by the liver.?s
Therefore, all patients with current or previous use of sys-
temic steroid in the last 2 years were excluded from the anal-
ysis. Similarly, patients receiving methotrexate in the last 2
years were excluded due to its possible role in the develop-
ment of MASLD.?¢
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Figure 2. Prevalence of metabolic dysfunction—associated steatotic liver disease (MASLD) in cases and controls according to body mass index (BMI)

status. Blue bars: cases (inflammatory bowel disease). Red bars: controls (non
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Figure 3. Prevalence of significant liver fibrosis in participants with metabolic dysfunction—associated steatotic liver disease according to body mass
index (BMI) status. Blue bars: cases (inflammatory bowel disease). Red bars: controls (non-IBD).
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Figure 4. Logistic regression analysis of metabolic dysfunction—associated steatotic liver disease risk factors in lean participants. Data are presented as
odds ratio (OR) and 95% confidence interval (Cl). Data were adjusted by sex, age, body mass index (BMI), waist-to-hip ratio, arterial hypertension, type
2 diabetes mellitus (DM), insulin resistance, smoking habit, lipid-lowering drugs use, and previous steroid use. IBD, inflammatory bowel disease.

Beyond the epidemiological data, lean MASLD is a clin-
ically relevant condition due to its close association with
the components of metabolic syndrome compared with lean
healthy population, leading to an increased all-cause and
cardiovascular-related mortality.?”-?® In addition, several IBD

related risk factors for MASLD have been described such as
longer IBD duration, disease activity, or older age at diag-
nosis of IBD.?3! However, we found no association between
IBD-related factors and MASLD development in lean IBD
participants. In addition, we found no statistical differences
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Figure 5. Logistic regression analysis of metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease risk factors in the lean inflammatory bowel disease
(IBD) group. Data are presented as odds ratio (OR) and 95% confidence interval (Cl). Data were adjusted by sex, age, body mass index (BMI), waist-to-
hip ratio, arterial hypertension, type 2 diabetes mellitus (DM), insulin resistance, smoking habit, lipid-lowering drugs use, and previous steroid use.

when lean IBD participants with and without activity at in-
clusion were compared, probably due to insufficient statis-
tical power related to the small proportion of patients with
activity.

Noteworthy, the lean IBD group with MASLD had numer-
ically lower BMI and body fat percentage compared with
the lean non-IBD group with MASLD. On the one hand, this
finding suggests that IBD could play a role in the development
of MASLD at lower BMI. On the other hand, BMI prob-
ably does not fully reflect the risk of MASLD and metabolic
disorders, so attention should be paid to other indicators
such as waist-to-hip ratio, which was increased in the lean
IBD group with MASLD compared with the lean non-IBD
group. At the same time, participants in the lean IBD group
with MASLD were more likely to have higher BMI levels
and higher waist-to-hip ratio compared with those without
MASLD, as in the general population.

We noticed an increased prevalence of arterial hyper-
tension, poor glycemic control, and insulin resistance in
the overweight/obese IBD group with MASLD compared
with the lean IBD group with MASLD. These findings are
biologically plausible, as obesity is a major driver of in-
sulin resistance,*> and consistent with current evidence.?
Furthermore, we found no significant difference in serum
cholesterol levels, as previously reported in general popu-
lation based studies.** Surprisingly, MASLD is associated
with higher prevalence of metabolic syndrome, worse gly-
cemic control, increased insulin resistance, and poor lipid
profile outcomes in lean IBD participants, even in the ab-
sence of overweight or obesity. This highlights the impor-
tance of detecting and closely monitoring this group of
patients.

Regarding significant liver fibrosis, the strongest predictor
of specific mortality in MASLD,* we found a numerically
higher prevalence for the lean IBD group compared with the
lean non-IBD group (4.7% vs 0%; P = 1.000). It is probable
that we did not find statistically significant differences due to
the small sample size of patients with significant liver fibrosis.
This finding is similar to that of Rodriguez-Duque et al,*
who reported a 4-fold higher prevalence of advanced liver fi-
brosis in nonobese IBD patients with MASLD compared with
nonobese patients without IBD. However, MASLD itself in
the absence of liver cirrhosis plays an important role, as it has

been described as a risk factor for atherosclerotic cardiovas-
cular disease.

Our findings are consistent with the cumulative evi-
dence in recent years on this topic. Thus, data coming from
other immune-mediated conditions, such as psoriasis or
hidradenitis suppurativa, also suggest that chronic inflamma-
tion could play a role in MASLD development.’”*° In parallel,
the increased risk of MASLD in IBD participants independent
of classic metabolic risk factors, such as obesity, supports
this hypothesis. Therefore, our findings suggest that MASLD
should also be suspected in lean patients with IBD, especially
those with altered liver profile, and lifestyle measures could be
prescribed to treat or prevent this entity. Future studies should
be carried out to identify factors associated with MASLD de-
velopment in IBD population to guide screening strategies,
which should not be based only on BMI.

Finally, we acknowledge the following weaknesses of the
study: (1) the lack of follow-up over time, inherent to the
study design, (2) the small sample size of patients with sig-
nificant liver fibrosis, (3) the lack of liver biopsies for his-
tological confirmation of MASLD and detection of NASH,
and (4) the absence of information on the cumulative dose
of steroids received. Nevertheless, the main strengths of the
study were its large sample size, the use of both US and TE to
assess liver disease, and the presence of a comparable control
group belonging to the same health area.

Supplementary data

Supplementary data is available at Inflammatory Bowel
Diseases online.
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Capitulo 3. Seroprevalencia de la infeccion por SARS-CoV-2 y respuesta inmunoldgica a la vacuna

frente a SARS-CoV-2 en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal.

Unravelling the cellular response to the SARS-COV-2 vaccine in inflammatory bowel disease

patients on biologic drugs. Sci Rep. 2023 Dec 27, 13(1): 23061.

3.1 Métodos

Estudio observacional unicéntrico realizado en la unidad de Ell del Hospital Clinico Universitario
Lozano Blesa entre octubre de 2020 y octubre de 2021. El estudio se compone de dos fases

diferenciadas:

Fase 1 de seroprevalencia de la infeccion por SARS-CoV-2 en pacientes con Ell

Se realizd entre octubre de 2020 y abril de 2021 en pacientes con Ell que no habian sido
vacunados frente a SARS-CoV-2. Se extrajo una muestra de sangra periférica a cada paciente,
salvando varias alicuotas por paciente. Se realizd una técnica de ELISA (ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas, del inglés “enzyme-linked immunosorbent assay”) para
cuantificar los niveles de 1gG e IgA frente al antigeno nativo inactivado de SARS-CoV-2 (Grifols®).
Se utilizaron los valores de referencia recomendados por el fabricante para la IgG y la IgA (<0,9
U/ml negativo, 0,9-1,1 U/ml indeterminado, >1,1 U/ml positivo). En caso de positividad o valor
indeterminado en el test anterior para la IgG o la IgA, se realizd otro test de confirmacién para
determinar 1gG contra la proteina “spike” del SARS-CoV-2 (Euroinmun®), con los siguientes
valores de referencia: <0,8 U/ml negativo, 0,8-1,1 U/ml indeterminado y >1,1 positivo. Se
considerd que habian seroconvertido aquellos pacientes con un valor positivo para la IgA y/o
IgG. En caso de discrepancia entre ambos test de IgG se interpretaron los resultados de la
siguiente forma: los pacientes con IgG contra la proteina “spike” positiva se considerd que habian
seroconvertido, y los pacientes con IgG contra antigeno nativo inactivado positiva e I1gG contra la

proteina “spike” negativa o indeterminada se excluyeron.

Fase 2 de respuesta inmune a la vacuna frente a SARS-CoV-2 en pacientes con Ell

Se realizé entre mayo de 2021 y octubre de 2021 en un subgrupo de pacientes con Ell
previamente incluidos en la fase 1 y que tenian historia de infeccién por SARS-CoV-2 confirmada.

En esta fase se diferenciaron 2 grupos: Grupo A que incluyd pacientes con Ell que no habian
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recibido ninguna dosis de vacuna frente a SARS-CoV-2 al comienzo de la fase 2 y Grupo B
compuesto por pacientes que habian recibido la vacuna frente a SARS-CoV-2 al inicio de la fase
2. En el grupo A se realizaron dos extracciones sanguineas: una antes de haber recibido alguna
dosis de la vacuna y otra en las 12 (x 2 semanas) tras finalizar el régimen vacunal. En el grupo B
se realizd una Unica extraccion 12 (+ 2 semanas) tras completar el régimen vacunal. En cada
grupo se incluyé una muestra representativa de pacientes sin tratamiento (ningun tratamiento
para Ell o solo 5-ASA) y de cada tratamiento bioldgico (infliximab, adalimumab, vedolizumab y
ustekinumab). Los pacientes recibieron, siguiendo las recomendaciones de las autoridades
sanitarias, vacunas basadas en RNA modificado contra la proteina de superficie de SARS-CoV-2
(Moderna y Pfizer/BioNTech) o basadas en vectores no replicantes que portan el antigeno de

SARS-CoV-2 (Oxford-AstraZeneca).

Sobre cada muestra de sangre se analizd la respuesta inmune humoral utilizando la técnica ELISA
(Grifols®) previamente descrita en la fase de seroprevalencia. Ademas, se analizé la respuesta
inmune celular mediante citometria de flujo (se determinaron las poblaciones celulares

linfocitarias, monocitarias y de células NK).

3.2 Resultados
Fase 1 de seroprevalencia de la infeccion por SARS-CoV-2 en pacientes con Ell

Se incluyeron 754 pacientes con una mediana y rango de edad de 50 (18-86) afios, de los cuales
el 50% eran varones. El 52% tenian CU, el 46% ECy el 1% Cl. Los tratamientos que recibian en el
momento de la inclusidn fueron en un 34% 5-ASA, 21% anti-TNF, 14% ningun tratamiento, 11%
bioldgicos no anti-TNF, 10% inmunosupresores, 6,1% terapia combinada de inmunosupresores y

bioldgicos, 1,3% corticoides sistémicos, 0,8% tofacitinib y 1,8% otros.

Se obtuvo una seroprevalencia del 9,5% y se identificé la obesidad (aOR 2,28 IC95% (1,32-3,94),
p=0,003) como factor de riesgo para la seroconversién. En relacion a los tratamientos para la Ell,
los farmacos anti-TNF se asociaron a unas menores tasas de seroconversion (3,7% vs. 13%,
p<0,001; aOR 0,25 1C95% (0,10-0,61), p=0,002), sin encontrar diferencias significativas para otros
tratamientos ni otros factores relacionados con la Ell. Tampoco se encontré asociacién entre los

tratamientos para la Ell y la hospitalizacién por la infeccién por SARS-CoV-2.
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Fase 2 de respuesta inmune a la vacuna frente a SARS-CoV-2 en pacientes con Ell

Se incluyeron 47 participantes con Ell e historia de infeccién confirmada por SARS-CoV-2. El
grupo Aincluyé 23 pacientes que no habian sido vacunados y el grupo B 24 pacientes que habian
finalizado la pauta vacunal. Respecto a la respuesta humoral, se observd un aumento
estadisticamente significativo de los niveles de IgG tras la vacunacién independientemente del
tratamiento bioldgico empleado, sin embargo, los pacientes que recibian anti-TNF presentaron
niveles de 1gG post-vacunal estadisticamente inferiores a los de los pacientes que no recibian

tratamiento (5,3 £ 2,5vs. 7,9 £ 2,6 U/ml, p=0,042).

Tras la vacunacién se observé un aumento de los porcentajes de subpoblaciones linfocitarias que
expresaban LAG-3 y TIM-3 (46,2 + 27,6 vs. 16,4 + 13,4%, p<0,001 y 6,6 + 14,3 vs. -1,0 + 1,1%,
p=0,010). En cuanto a las poblaciones monocitarias, se observé un descenso del porcentaje de
TIM-3 (66,0 + 16,7 vs. 84,8 + 9,4%, p<0,001) y aumento de LAG-3 y PD-1 (96,4 + 3,9 vs. 81,5 +
18,3%, p<0,001 y 93,8 + 2,3 vs. 87,2 + 5,4%, p<0,001; respectivamente) tras la vacunacion.
Respecto a las células NK, tras la vacunacidn se produjo un incremento de NKG2A (74,8 + 17,7
vs. 55,3 = 23,3%, p<0,001) y NKG2D (96,6 + 2,3 vs. 88,9 + 13,9%, p<0,001) mientras que
descendié el porcentaje de TIM-3 (9,8 + 11,8 vs. 27,1 + 21,5%, p<0,001). No se observaron
diferencias sustanciales en la respuesta celular en funcién del tratamiento bioldgico recibido.
Tampoco se observaron diferencias en la respuesta celular en funcién del subtipo de Ell ni del

sexo.
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Unravelling the cellular response
to the SARS-COV-2 vaccine

in inflammatory bowel disease
patients on biologic drugs
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Suboptimal vaccine response is a significant concern in patients with Inflammatory Bowel Disease
(IBD) receiving biologic drugs. This single-center observational study involved 754 patients with IBD.
In Phase | (October 2020-April 2021), 754 IBD participants who had not previously received the SARS-
CoV-2 vaccine, underwent blood extraction to assess the seroprevalence of SARS-CoV-2 infection
and IBD-related factors. Phase Il (May 2021-October 2021) included a subgroup of 52 IBD participants
with confirmed previous SARS-CoV-2 infection, who were studied for humoral and cellular response
to the SARS-CoV-2 vaccine. In Phase |, treatment with anti-TNF was associated with lower rates of
seroconversion (aOR 0.25 95% CI [0.10-0.61]). In Phase Il, a significant increase in post-vaccination
IgG levels was observed regardless of biologic treatment. However, patients treated with anti-TNF
exhibited significantly lower IgG levels compared to those without IBD therapy (5.32 £2.47 vs.
7.99+2.59 U/ml, p=0.042). Following vaccination, a lymphocyte, monocyte, and NK cell activation
pattern was observed, with no significant differences between patients receiving biologic drugs and
those without IBD treatment. Despite lower seroprevalence and humoral response to the SARS-
CoV-2 vaccine in patients treated with anti-TNF, the cellular response to the vaccine did not differ
significantly from that patients without IBD therapy.

Inflammatory Bowel Diseases (IBD), which comprise Ulcerative Colitis (UC), Crohn s Disease (CD) and Inde-
terminate Colitis (IC), are chronic entities characterized by relapses of intestinal inflammation and periods of
remission'. Immunosuppressive drugs (thiopurines, methotrexate), steroids and, more recently, biologic agents
are frequently used to induce and/or maintain remission. Although the experience with biologic agents in
patients with IBD is increasing, especially with anti-TNF drugs, multiple concerns have arisen about the risk of
infections and responses to vaccines?.

Coronavirus disease-19 (COVID-19), caused by Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2), was first reported on December 2019 in Wuhan (China). Due to its rapid spread worldwide, the World
Health Organization (WHO) declared a pandemic state on March 2020°.Since the beginning of the pandemic,
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seroprevalence studies have been carried out in the general population. However, it is of great interest to verify
if these results are reproducible in high-risk populations such as IBD patients*.Whereas some studies did not
report an increased risk of COVID-19 in patients with IBD%, other studies found an association between severe
COVID-19 infection and IBD activity or some treatments’'!. Lower production of antibodies against SARS-
CoV-2 has been found in patients receiving biologic agents'?, which other studies could not confirm*?.

Vaccine response in patients with IBD has been a topic of great interest for several decades. National and
international scientific societies periodically publish guidelines on infection prevention and recommend vac-
cination at diagnosis of IBD, preferably, before immunosuppressant or biologic therapy. For vaccines based on
attenuated viruses the main concern is adverse effects, so the immunosuppressant or biologic drug must be
stopped several weeks before vaccination. It cannot be resumed until four weeks post-vaccination'#!*. On the
other hand, inactivated virus-based vaccines, non-replicating vector vaccines and modified RNA vaccines are
safe in patients receiving immunosuppressant or biologic drugs and the main consideration is a possible lower
vaccine response. Current guidelines recommend modifying the dosage of Influenza and Hepatitis B vaccines
to optimize the vaccine response in patients under immunosuppressive or non-selective biologic treatment'*>.

Most studies assessed the humoral response to vaccines!®!’; however, fewer studies evaluated the cellular
response to vaccination in the IBD population under biologic therapy'® Therefore, the lessons from the immune
response to SARS-CoV-2 vaccines are an excellent opportunity to understand better the vaccine response in
patients treated with biologic agents.

Hence, this study aimed to assess the effect of IBD-related features on the seroprevalence of SARS-CoV-2
infection and to assess the humoral and cellular response to the SARS-CoV-2 vaccine in patients with IBD.

Results

Phase 1: Seroprevalence of SARS-CoV-2 infection

Characteristics of the sample

Of 1032 eligible outpatients from the IBD unit, 754 were analyzed (reasons for patient exclusion are shown in
Fig. 1). 380 patients were men (50.4%), and the median age was 50 (18-86) years. 148 (19.6%) were active smok-
ers, 350 (46.4%) were previous smokers, and 6 (0.8%) consumed illegal drugs. Main comorbidities were arterial
hypertension (131 [17.7%]), hypercholesterolemia (140 [18.8%]), obesity (133 [17.6%]), chronic kidney disease
(69 [9.4%]) and diabetes mellitus type 2 (50 [6.8%]).

The median age at diagnosis of IBD was 35 (1-77) years and 395 (52.3%) had UC, 350 (46.4%) CD and 9
(1.2%) IC. Most patients had extensive UC (155 [39.2%]) whereas 143 (36.2%) had left-sided UC and 97 (24.6%)
proctitis. CD affected ileum-colon [L3] in 172 (49.1%) cases, ileum [L1] in 132 (37.7%), colon [L2] in 42 (12%)
and upper gastrointestinal tract [L4] in 4 (1.1%) patients, presenting in most cases inflammatory pattern (193
(55.1%)). Most patients were in clinical remission with a partial Mayo score of 0 (0-6) and Harvey Bradshaw
Index of 0 (0-12) points. Current treatment for IBD was: 5-ASA (255 [33.8%]), anti-TNF (161 [21.4%]), no
treatment (106 [14.1%]), non-anti-TNF biologic drugs (82 [10.9%]), immunosuppressant (74 [9.8%]), immu-
nosuppressant + anti-TNF (39 [5.2%]), steroids (10 [1.3%]), immunosuppressant + non-anti-TNF biologic drug
(7 [0.9%]), tofacitinib (6 [0.8%]) and other (14 [1.8%]).

At enrolment, 67 (8.9%) had a history of confirmed SARS-CoV-2 infection, 37 (4.9%) had a history of prob-
able SARS-CoV-2 infection and 649 (86.2%) had no history of known infection. Of all patients, most of them

PHASE | PHASE Il
October 2020-April 2021 April 2021-October 2021
GROUP A GROUP B
1,032 eligible outpatients from 25 1BD patients with previous 27 1BD patients with previous
18D unit SARS-CoV-2 infection but SARS-CoV-2 infection who
without any dose of vaccine received vaccination regimen
October 2020 — April 2021 prior to enrollment
* Refusedto participate (n=242) Blood sample
o Previous SARS-COV-2vaccination
(n=27)
763 1BD patients were included 23 patients received SARS-COV- 24 patients underwent blood
in the study 2 VACCINATION sample 12 weeks (£ 2 weeks)
after finishing the vaccination
regimen
ﬂl Discrepant serological tests (n=9) ‘ Blood sample 12 weeks (£
2 weeks) after finishing the
vaccination regimen
754 1BD patients were analyzed | l l l J/ l l l l

Infliimab ~ Adalimumab  Ustekinumab  Vedolizumab No 1BD Infliximab ~ Adalimumab  Ustekinumab  Vedolizumab No 18D
(n=4) (n=4) (n=15) (n=5) treatment (n=5) (n=3) (n=2) (n=2) treatment
(n=5) (n=12)

Figure 1. Flow chart of patient selection. IBD inflammatory bowel disease.
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remained asymptomatic (660 [87.8%]) whereas 92 patients (12.2%) developed symptoms compatible with SARS-
CoV-2 infection. Among patients with a history of confirmed/suspected SARS-CoV-2 infection, 12 (11.5%)
were asymptomatic and the most common symptoms were fever (52 [50%]), asthenia (38 [36.5%]), anosmia/
ageusia (27 [25.9%]) and cough (22 [21.2%]). Eight patients required hospitalization (1.1% of the total and 7.7%
of patients with confirmed/suspected SARS-CoV-2 infection).

Seroprevalence and potential risk factors associated with seroconversion and severity of the infection

The first test measuring anti-inactivated native antigen IgG was negative in 686 (91%) cases, positive in 61 (8.1%)
and indeterminate in 7 (0.9%). IgA test was negative in 721 (95.6%) cases, positive in 19 (2.5%) and indeterminate
in 14 (1.9%). The second test assessing anti-spike IgG levels was positive in 53 (63.1%), negative in 22 (26.2%)
and indeterminate in 9 (10.7%). After solving discrepancies between the different tests, 72 (9.5%) patients were
considered seroconverted and 682 (90.5%) had a negative serology.

Among patients with confirmed/suspected infection, higher seroconversion rates were detected for hospi-
talized patients compared to outpatients (87.5% vs 36.5%, p=0.007). However, no differences were observed
between symptomatic and asymptomatic patients (33.3% vs 41.3%; p=0.758).

Obesity was identified as a risk factor for seroconversion (univariable: 16.5% vs 8.1%, p=0.005; multivariable:
aOR 2.28 95%CI (1.32-3.94), p=0.003) as well as an increased waist perimeter (univariable: 13.4% vs. 7.1%,
p =0.005; multivariable: aOR2.03 95%CI (1.22-3.40), p=0.007). Treatment with anti-TNF was associated with
lower rates of seroconversion (3.7% vs. 13.0%, p <0.001), findings confirmed in multivariable analysis (Table 1).
No differences in the proportion of confirmed and suspected SARS-CoV-2 infection were detected between
patients treated with biologic drugs and those without IBD treatment (Supplementary Fig. 1).

Other treatments showed no association with seroconversion rates (Table 1). No differences were observed
by age, sex, legal or illegal drug consumption, presence of metabolic syndrome or other comorbidities. Age at
diagnosis of IBD, type of IBD, presence of perianal disease or extraintestinal manifestations, surgery for IBD or
activity were not associated with seroconversion.

No association between the risk of hospitalization and demographic variables, comorbidities, IBD-related
factors or IBD therapy (Table 1) was found.

Phase Il: Immune response against SARS-CoV-2 vaccine

Characteristics of the sample

Of 754 IBD patients who participated in Phase I, 52 IBD participants with previously confirmed SARS-CoV-2
infection were recruited for Phase II. Group A was compounded by 25 patients not vaccinated against SARS-
CoV-2 who underwent a blood extraction at enrolment and after vaccination (23 participants were finally vac-
cinated). Group B included 24 patients who underwent one blood extraction after SARS-CoV-2 vaccination.
A representative sample of patients under each biologic drug and control patients without any IBD treatment
were included in both groups (Fig. 1).

The mean age of participants included in Group B was significantly higher (51.8 £13.2 years vs.
42.0£14.1 years; p=0.015) because public health policies started vaccination in decreasing order of age. In
both groups, more than half of the participants were female and over 75% had CD. The baseline characteristics
of participants included in Phase 2 are detailed in Table 2.

Humoral response
When IgG levels were compared before and after vaccination in Group A, a statistically significant increase was
observed after immunisation, regardless of the biologic drug received (Supplementary Table 1). However, post-
vaccination IgG levels in patients treated with anti-TNF were significantly lower compared with those without
IBD treatment (Supplementary Table 2). No differences were observed for patients treated with ustekinumab
and vedolizumab (Fig. 2).

Only 9 patients had a documented PCR (n=3) or antigen test (n=6) positive for SARS-CoV-2 in their medical
records from vaccination to November 2023. We found no statistically significant differences in post-vaccination

Seroconversion Hospitalization
Treatment p-value* p-value*
Anti-TNF :*28011:1.25 95%CI (0.10-0.61), p=0.002 | %31
Non-anti-TNF biologic drug 0.350 1.000
Immunosuppressant + anti-TNF 0.067 0.421
Immunosuppressant + non-anti-TNF biologic drug | 0.602 1.000
Immunosuppressant 0.561 1.000
Steroids 0.627 0.201

Table 1. Association between IBD therapy, seroconversion and hospitalization. Treatments were compared
using patients receiving no treatment and/or5-ASA alone as the reference group. ASA 5-aminosalicylic acid,
TNF tumor necrosis factor. *Univariable analysis. **Multivariable analysis. Significant values are in bold.
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Characteristics Group A (n=25) | Group B (n=24) | p-value
Female, n (%) 15 (60.0) 13 (54.2) 0.680
Age (years), mean + SD 42.0+14.1 51.8+13.2 0.015
Type of IBD, n (%)

ucC 4(16.0) 6(25.0) 0.496
CD 21 (84.0) 18 (75.0) 0.496
Extent of UC, n (%) (n=10)

Proctitis 0(0.0) 1(16.7) 1.000
Left-sided colitis 2 (50.0) 3 (50.0) 1.000
Extensive colitis 2 (50.0) 2(33.3) 1.000
Extent of CD, n (%) (n=39)

Ileocolonic [L3] 8(38.1) 10 (55.6) 0.276
Terminal ileum [L1] 10 (47.6) 5(27.8) 0.204
Colonic [L2] 1(4.8) 1(5.6) 1.000
Ileocolonic [L3] + Upper disease [L4] 2(9.5) 1(5.6) 1.000
Terminal ileum [L1]+ Upper disease [L4] 0(0.0) 1(5.6) 0.462
CD behaviour, n (%) (n=39)

Inflammatory 11 (52.4) 12 (66.7) 0.366
Stricturing 9 (42.9) 3(16.7) 0.096
Penetrating 1(4.8) 2 (11.1) 0.586
Stricturing + Penetrating 0(0.0) 1(5.6) 0.462

Table 2. Characteristics of the participants included in Phase II. p-values in bold format indicate statistical
significance (p <0.05). CD Crohn’s disease, IBD inflammatory bowel disease, UC ulcerative colitis. *The Chi-
square test or Fisher’s test was used for the qualitative variables, and quantitative variables t-student or Mann-
Whitney U test, as appropriate.

ns
A B
* 10 * ns ns

10 —_— " x 3 Non-treated
~ & - = 8 . T 3 Anti-TNFa
§ A% =) a I T =3 Vedolizumab
2 9 2 I =3 Ustekinumab
g >
o 4 2 44
) (U]
Q 2_ Iﬁﬁl 2’ 2-

0 l“1I 0 .

Pre-vaccination Post-vaccination Post-vaccination

Figure 2. Humoral response to SARS-CoV-2 vaccine. (A) Comparison between pre and post-vaccination IgG
levels in patients of Group A. (B) Comparison of post-vaccination IgG levels (vaccinated patients of Group

A and B), detailed by treatment (patients with each biologic drug were compared with those without IBD
treatment). ANOVA test was used. *p <0.05 **p <0.01 ***p <0.001 ns: non-significant.

IgG levels when patients with/without a history of reinfection after vaccination were compared (7.51+2.34 vs.
6.47+2.97 U/ml, p=0.333).

Cellular response

After vaccination (vaccinated patients of Group A and B), the percentages of lymphocytes with LAG-3 and
TIM-3 expression significantly increased compared with non-vaccinated patients (46.2 +27.6 vs. 16.4 + 13.4%,
p<0.001 and 6.63 £14.3 vs. — 1.04 £ 1.09%, p=0.010, respectively) (Fig. 3 and Supplementary Table 3). Regarding
monocytes (Fig. 4 and Supplementary Table 4), response to vaccination significantly decreased the percentage
of TIM-3 (66.0+16.7 vs. 84.8 £9.4%, p <0.001) and significantly increased the percentage of LAG-3 and PD-1
(96.4+3.9 vs. 81.5+18.3, p<0.001 and 93.8+2.3 vs. 87.2+5.4%, p <0.001, respectively). Regarding NK cells
(Fig. 5 and Supplementary Table 5), activation after vaccination mainly increased the percentage of NKG2A
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Figure 3. Cell populations in vaccinated and non-vaccinated patients: Lymphocytes. Unvaccinated: non-
vaccinated patients of Group A. Vaccinated: vaccinated patients of Group A and Group B. *p<0.05 **p <0.01
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(74.8+17.7 vs. 55.3+£23.3%, p<0.001) and NKG2D (96.6 +2.3 vs. 88.9+13.9%, p<0.001) and decreased the
percentage of TIM-3 (9.8+11.8 vs. 27.1£21.5%, p<0.001).

Opposite trends were observed between patients treated with anti-TNF and patients treated with vedolizumab.
Detailed data of lymphocyte, monocyte and natural killer populations for vedolizumab and ustekinumab are
showed in Supplementary Fig. 2. LAG-3 expression in the lymphocyte population was an excellent example
of these differences. Patients treated with vedolizumab had a lower expression of this population than those
receiving anti-TNF (Fig. 3 and Supplementary Table 3). Regarding monocyte populations, except for a decreas-
ing tendency in the TIM-3 population with vedolizumab, no differences were observed between treated and
untreated patients after vaccination (Fig. 4 and Supplementary Table 4). Finally, NK cell populations NKP30,
CD57-27, TIM-3, and PD-1 showed different trends in patients treated with anti-TNF and vedolizumab (Fig. 5
and Supplementary Table 5).

When patients with CD and UC were compared, a higher increase of TIM-3 and LAG-3 lymphocytes, a more
significant decrease of TIM-3 and PD-1 NK cells and a higher increase of NKG2A NK cells were observed (Sup-
plementary Fig. 3). No conclusive differences were observed in the analysis stratified by gender (Supplementary
Figs. 4-6).

Discussion

Screening and prevention of infections in patients potentially receiving biologic drugs is an essential strategy,
which is generally reccommended before starting the treatment, due to a possible suboptimal vaccine response.
SARS-CoV-2 infection is an excellent opportunity to learn about the immune response in patients treated with
biologic drugs since it is a recently emerged disease with an available vaccine.

We found a significantly lower seroprevalence of SARS-CoV-2 infection and significantly lower post-vac-
cination IgG levels in patients treated with anti-TNF. Although conflicting data on the humoral response were
published!? several studies reported an impaired humoral response to the SARS-CoV-2 vaccine in patients
treated with anti-TNF drugs'>'*-*2. Thus, the hypothesis of possible suboptimal protection after SARS-CoV-2
vaccination in IBD patients treated with anti-TNF became more robust.

Nevertheless, the vaccine also induces a complex cellular response, which has been less studied in patients
with IBD. Then, we studied several markers of activation or down-regulation of lymphocytes, monocytes and NK
cells by flow cytometry. We chose specific markers based on two main reasons: 1. They were the main markers
involved in the regulation of T and NK cell activation during viral infection; 2. A more detailed analysis using
more markers was previously performed (Uranga et al.*®) and these markers were the ones that showed more
changes in these cell populations.

We identified an increased expression of LAG-3 and TIM-3 in lymphocytes of IBD patients after vaccina-
tion. LAG-3 is a transmembrane protein not expressed on naive T cells, but activation after antigen stimulation
can promote its expression. The primary function of LAG-3 after binding to its ligand is the downregulation of
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immune response after activation. It reduces granzyme production in effector T cells and induces differentiation
of regulatory T cells****. Similarly, TIM-3 also regulates effector T cell function®. The expression of co-inhibitory
receptors usually results from cell activation to avoid an uncontrolled response®®. When the different biologic
drugs were compared, some differences in cell population trends were observed, although most did not reach
statistical significance. HLA-DR, associated with T-cell activation, was decreased in patients treated with anti-
TNF and vedolizumab. However, its role in regulating the antiviral immune response is still controversial”’. For
LAG-3, which is directly associated with a reduced immune response to viral infections, we observed a trend
toward higher expression in patients treated with anti-TNF, in contrast to patients treated with vedolizumab.

Regarding monocytes, we found a significant increase in the proportion of PD-1 and LAG-3 after vacci-
nation. PD-1 expression increases in monocytes as an activation marker and it has an inhibitory function to
balance responses to clear pathogens and tumors and maintain tolerance. However, PD-1 expression showed a
significant increase in anti-TNF-treated patients which could promote a decrease in the restoration of immune
functions®. Lower TIM-3 expression in monocytes could promote immune stimulation through cytokine pro-
duction and cytotoxicity of T cells*. TIM-3 expression tended to decrease in vedolizumab-treated patients.
However, no other differences were found between other biologics and patients without IBD treatment>?.

When we analyzed NK populations, an increased expression of NKG2A and NKG2D and a lower expression
of TIM-3 were observed after vaccination. NKG2A are inhibitory receptors and NKG2D are activating recep-
tors that recognise HLA-E and stress ligands (MIC and ULBP families) in infected target cells during antiviral
responses®”2.Some studies reported that the spike 1 protein of SARS-CoV-2 induced overexpression of NKG2A
and correlated with disease severity®>. NKG2C transduces activation signals after recognizing non-classical HLA-
E. In our study, patients treated with vedolizumab tended to have a higher expression of NKG2A, which could
be associated with homeostatic control of the antiviral response as it is considered an immune checkpoint®. An
opposite trend was observed in anti-TNF-treated patients, with lower expression of the NKG2C population that
could promote lower expansion of memory NK cells providing a less efficient antiviral response.

Therefore, the activation patterns of the different cellular populations seemed interestingly similar when
analyzed according to IBD therapy (Figs. 3, 4 and 5 and Supplementary Fig. 2). In summary, we observed similar
trends in patients treated with vedolizumab and ustekinumab. However, they did not reach statistical significance
occasionally, probably due to the smaller sample size of these subgroups. Despite the lower humoral response in
patients who received anti-TNF drugs, our key finding was that these drugs did not significantly influence the
cellular response compared with patients who did not receive IBD treatment.

Our findings in Phase II were plausible considering that most studies performed to date, and the Phase I of
our study, found a similar severity and risk of infection in patients treated with anti-TNF compared with those
without treatment™®. It could be explained by the absence of relevant differences in cellular response, despite
the lower serological response.

Finally, we acknowledge the following limitations of the study: 1. the small sample size of Phase II, despite
post-vaccination patients were grouped, the pre-vaccination groups remained very small; 2. the small proportion
of hospitalized patients could have influenced severity analysis in Phase I, and mortality could not be evaluated;
3. The analysis of cytokine production could have provided additional information on the functional activation
of T/NK cells. However, the study main s strength was the complete evaluation of the seroprevalence, potential
IBD-related risk factors and humoral and cellular response to the vaccine. Other strengths were the internal
control measuring levels of anti-TNF to ensure therapeutic adherence and the homogeneity of the sample and
the diagnostic tests, because patients were recruited from the same healthcare area and samples were analyzed
in the same equipment.

In conclusion, despite a lower seroprevalence and humoral response to the SARS-CoV-2 vaccine in patients
treated with anti-TNE, cellular response to the vaccine did not significantly differ in patients treated with biologic
drugs compared with patients who did not receive IBD therapy.

Methods
Study design and recruitment
This single-center observational study recruited consecutive outpatients treated in the IBD unit of the Lozano
Blesa University Hospital of Zaragoza (Spain) between October 2020 and October 2021.

Patients older than 18 years with an established diagnosis of Crohn s Disease (CD), Ulcerative Colitis (UC)
or Indeterminate Colitis (IC) were included in the study, after signing informed consent.

To facilitate the monitoring and comprehension of the study, it was divided into 2 phases. Initially, Phase I to
estimate the seroprevalence of SARS-CoV-2 infection in patients with IBD. Phase II to assess the humoral and
cellular response to the SARS-CoV-2 vaccine in IBD patients under biologic therapy (Fig. 6).

Phase I: Seroprevalence
Between October 2020 and April 2021, 754 patients with IBD who had not previously been vaccinated against
SARS-CoV-2 were included. All patients underwent a blood extraction saving several aliquots of each sample.
First, the ELISA method was used to measure IgG and IgA levels against inactivated native antigen of SARS-
CoV-2 (Grifols®). Reference values recommended by the manufacturer were used for IgG and IgA (<0.9 U/ml
negative, 0.9-1.1 U/ml indeterminate, > 1.1 U/ml positive). In any case with a positive or indeterminate level of
IgG and/or IgA, a confirmatory anti-spike protein IgG (Euroinmun®) test was performed, considering negative
test in case of levels < 0.8 U/ml, positive if levels were > 1.1 U/ml and indeterminate between 0.8 and 1.1 U/ml.
Patients with a positive IgA and/or IgG test were considered seroconverted. Discrepant results between both
IgG tests were interpreted as follows: in the case of IgG anti-spike positive the patient was considered to have
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Figure 6. Study design: Phase I to assess SARS-CoV-2 seroprevalence and Phase II to assess humoral and
cellular response to SARS-CoV-2 vaccine. IBD inflammatory bowel disease. TNF tumor necrosis factor.

seroconverted; cases with anti-inactivated native antigen IgG positive and anti-spike IgG negative or indeter-
minate were excluded.

Phase IT: Humoral and cellular response to the SARS-Co V-2 vaccine

Between May 2021 and October 2021, the humoral and cellular response was determined in a subgroup of 52
patients with history of confirmed SARS-CoV-2 infection and IBD under biologic treatment (anti-TNF (inflixi-
mab or adalimumab), ustekinumab or vedolizumab) or without IBD treatment.

Participants were divided into two groups: Group A included patients with previous SARS-CoV-2 infec-
tion who had not received any dose of the SARS-CoV-2 vaccine at the beginning of Phase 2. Group B included
patients with previous SARS-CoV-2 infection who had received the first dose of the SARS-CoV-2 vaccine at the
beginning of Phase II.

Group A underwent a blood draw before receiving any dose of the SARS-CoV-2 vaccine and 12 weeks
(£ 2 weeks) after finishing theSARS-CoV-2 vaccination regimen. Group B underwent only one blood draw
12 weeks (+2 weeks) after finishing the SARS-CoV-2 vaccination regimen. Due to the rapid implementation of
the vaccination program in our area, we were unable to obtain pre-vaccination blood samples in group B because
these patients had already received the vaccine at the time of recruitment.

Participants received, following national and local health authority guidelines, modified RNA based vaccines
targeting the surface protein of SARS-CoV-2 (Moderna and Pfizer/BioNTech) or non-replicating vector vaccines
which carry a SARS-CoV-2 antigen as transgene (Oxford-AstraZeneca).

The ELISA method described above was used again to measure IgG levels against inactivated native antigen
(Grifols®) to analyse the humoral response.

For the analysis of the cellular response, peripheral blood was collected into sodium heparin tubes and treated
with “Red Blood Cell Lysis Buffer” (Roche) for ten minutes at room temperature to remove the erythrocytes.
Subsequently, the number of cells and viability were assessed and ten million of cells per patient were cryopre-
served in a media composed of inactivated Fetal Bovine Serum (FBS) and Dimethyl Sulfoxide (DMSO). After
collecting all samples from all participants, samples from each patient were thawed separately and incubated with
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DNase I (Roche) for 10 min at 37 °C to avoid aggregate formation. Finally, Peripheral Blood Mononuclear Cells
(PBMCs) were counted and aliquoted for staining with fluorochloride-labeled antibodies and flow cytometry
analysis (Gallios from Beckman Coulter). PBMCs were stained with specific antibodies using 3 different panels®.
Panel 1 (T regulatory cells): CD3, CD8, CD45, CD38, CD8, HLADR, TIM3, PD1. Panel 2 (activating/inhibitory
NK cell receptors): CD3, CD56, CD16, CD57, NKG2A, NKG2C, NKG2D, NKp30, NKp46. Panel 3 (activated/
exhausted NK cells and Monocytes): CD3, CD56, CD16, CD14, TIM3, LAG3, PD1, HLA-DR.

To get a general view of T cell responses during infection we performed the analysis in the general T cell
population. This was mainly based in previous studies in which significant changes were observed during SARS-
CoV-2 infection correlating with disease severity when using similar selection strategies without requirement to
analyze specific virus T cell responses. Indeed, although antigen specific T cell responses were analyzed in the
previous studies, they did not correlate with disease severity™.

Detailed information on the antibodies used can be found in Supplementary Table 6. Flow cytometry gating
strategy is detailed in Supplementary Fig. 7.

Additionally, a representative sample of patients under biologic treatment underwent drug-level analysis
(Grifols®) to confirm treatment adherence.

Variables

Medical records were reviewed to identify demographic variables, comorbidities, general blood tests (one month
before or after the first consultation) and IBD-related features and its specific treatment. Localization or exten-
sion of IBD was defined using Montreal Classification for CD (ileal [L1], colonic [L2], ileocolonic [L3], isolated
upper disease [L4]) or UC (proctitis, left-sided, pancolitis), respectively.

During the clinical history, IBD activity was assessed using validated questionnaires (partial Mayo score for
UC and Harvey Bradshaw Index for CD). Clinical remission was considered in case of partial Mayo score<1
or Harvey-Bradshaw Index <4 points. Patients were classified by SARS-CoV-2 infection status according to the
following definitions: confirmed SARS-CoV-2 infection in case of a positive SARS-CoV-2 PCR (Polymerase
Chain Reaction) analysis taken by nasopharyngeal swab, and suspected SARS-CoV-2 infection if the participant
had fever (>38°C) with one or more respiratory tract symptoms without an alternative diagnosis in the absence
of a PCR analysis.

Statistical analysis and ethical declarations

Statistical analysis was performed using Jamovi version 2.3.21. Graphpad Prism was used to perform the graphs.
Qualitative variables were presented as absolute and relative frequencies (n [%]). Normality was assessed using
the Kolmogorov—-Smirnov test where p>0.05 means normality. Quantitative variables were presented as mean
and standard deviation or median and range depending on normality. The Chi-square or Fisher exact test was
used to study the association between qualitative variables, as appropriate. In the case of quantitative variables,
Student’s t-Test, Analysis of Variance test (ANOVA), Mann-Whitney U Test or Wilcoxon test were used, as
appropriate. A multivariable logistic regression analysis was also performed. Patients receiving no treatment and
5-Aminosalycilic Acid (5-ASA) were used as a reference group when an association between different treatments
for IBD and seroconversion or severity was analyzed. A p-value <0.05 was considered statistically significant.

There was no predefined sample size for Phase I, so all patients who attended our outpatient IBD unit during
these months were invited to participate. For Phase II the sample size was limited, especially in Group A includ-
ing patients recruited before vaccination, due to the start of the vaccination campaign and the low prevalence
of confirmed SARS-CoV-2 infection (patients frequently had a history of suspected infection without micro-
biological confirmation).

This study was approved by the Ethics Committee of Clinical Research of Aragén (CEICA, Code P120/478)
and was carried out following the Declaration of Helsinki. All participants included in the study signed informed
consent. Every data was confidential and subject to anonymization. Data are available on reasonable request
from the authors. All authors had access to the study data and had reviewed and approved the final manuscript.

Data availability

Data available on reasonable request from the corresponding author (Samuel J. Martinez-Dominguez).
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Capitulo 4. Papel de la fibrosis hepatica en la progresion a carcinoma hepatocelular en pacientes

con enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedad hepatica grasa no alcohdlica.

Liver fibrosis in non-alcoholic fatty liver disease and progression to hepatocellular carcinoma in
patients with inflammatory bowel disease: a systematic review. Cancers. 2023 Jun 27; 15(13):

3367.

4.1 Métodos

Se trata de una revisidn sistematica que resume la evidencia actual sobre la prevalencia y
factores de riesgo de fibrosis hepdtica en pacientes con EHGNA vy Ell, asi como el papel de la
fibrosis hepatica en el desarrollo de carcinoma hepatocelular. Para ello se elaboré una estrategia
de busqueda aplicada en cuatro bases de datos (PubMed, Web of Science, Scopus y Embase) en
marzo de 2023, sin restriccion temporal ni de lenguaje. Se seleccionaron estudios
observacionales en los que se hubiera evaluado la prevalencia y/o factores de riesgo de fibrosis
hepatica en pacientes con EHGNA vy Ell. Se excluyeron aquellos estudios que carecian de datos
originales, las comunicaciones a congresos, estudios en animales o in vitro, estudios en los que
los datos de pacientes con Ell y de controles sin Ell no se hubieran presentado por separado,
estudios que sélo incluian pacientes sin Ell, y aquellos focalizados en el dafio hepatico por
farmacos para la Ell catalogados como hepatotdxicos. Se calculd la prevalencia de EHGNA y de
fibrosis hepatica en pacientes con y sin Ell. Adema3s, se registraron los factores de riesgo para
EHGNA vy fibrosis hepatica identificados en cada uno de los estudios. Se evalué la calidad de los

estudios mediante la escala de Newcastle-Ottawa.

4.2 Resultados

Se identificaron un total de 4.695 registros en las bases de datos de los que, tras un cribado de
referencias duplicadas, de los titulos y los resimenes, se evaluaron un total de 88 articulos a
texto completo. Finalmente, 23 estudios fueron incluidos en la revisidn sistematica (10 [43,5%)]
transversales, 10 [43,5%] estudios de cohortes y 3 [13%] casos-controles). Todos los estudios
estaban publicados entre 2015 y 2023, y solo 6 de ellos (26,1%) tuvieron un grupo control
compuesto por pacientes sin Ell. Se habian realizado 11 (47,8%) en Norteamérica, 10 (43,5%) en

Europay 2 (8,7%) en Asia.

El diagndstico de EHGNA se establecid mediante ET en 6 estudios, ecografia en 5 estudios,

revision retrospectiva de historias clinicas en 3 estudios, biopsia hepatica en 3 estudios,
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combinacién de ecografia y ET en 2 estudios, test de laboratorio en 2 estudios, tomografia
computarizada en 1 estudio y resonancia magnética en 1 estudio. Para la determinacién de la
fibrosis hepatica 10 estudios utilizaron ET, 7 estudios solo test serolégicos no invasivos, 2 revisién
retrospectiva de historias clinicas, 2 biopsia hepatica, 1 combinacién de test de laboratorio y ET,
y 1 combinacién de ET y biopsia hepatica. En la evaluacidn de la fibrosis hepatica no sdlo fueron
heterogéneas las técnicas diagndsticas sino los puntos de corte establecidos para su diagndstico
en los estudios que emplearon ET: 5 (41,7%) estudios 7 kPa, 2 (16,7%) 7,2 kPa, 1 (8,3%) 7,3 kPa,
1(8,3%) 7,7 kPa, 2 (16,7%) 28 kPa y 1 (8,3%) estudio no especificaba el punto de corte.

Se incluyeron un total de 629.781 participantes, de los cuales 220.128 (35%) padecian Ell y
409.653 (65%) no padecian Ell al reclutamiento. La EC fue el tipo de Ell mas frecuente alcanzando
el 99% de los pacientes con Ell. El rango de edad oscilé entre 33 y 57 afios y el 56% de los
participantes fueron mujeres. Entre todos los estudios tan solo el 0,02% de los participantes con
Ell habia recibido metotrexato. La evaluacidn de la calidad de los articulos fue satisfactoria

(escala de Newcasttle-Ottawa > 7 puntos) en 14 (61%) estudios.

Se diagnosticé EHGNA en 2.162 participantes con Ell y en 924 participantes sin Ell, con una
prevalencia del 34% y del 31% respectivamente. Tres estudios reportaron la presencia de
esteatohepatitis, obteniendo una prevalencia del 5,9%. La evaluacién de la fibrosis hepatica se
reportd heterogéneamente en los diferentes estudios. Tres estudios demostraron una
prevalencia de fibrosis hepatica significativamente mds alta en pacientes con EHGNA y Ell en
comparacioén con los pacientes con EHGNA sin Ell. La prevalencia de fibrosis hepatica avanzada

fue del 12% y la de cirrosis hepatica oscild entre el 0 y el 10%.

La mayoria de estudios encontraron asociacion entre los factores de riesgo metabdlicos cldsicos
(edad, sexo masculino, obesidad, DM2, HTA, dislipemia) y el desarrollo de EHGNA. En relacion a
los factores relacionados con la Ell, algunos estudios encontraron asociacién entre el desarrollo
de EHGNA y un curso complicado de la Ell, la actividad inflamatoria, la duracién de la enfermedad
o el subtipo de EC. Sin embargo, no se observd una concordancia sustancial entre los hallazgos
de los diferentes estudios. Se identificaron varios factores de riesgo para el desarrollo de fibrosis
hepatica en pacientes con EHGNA y Ell como el sindrome metabdlico, el peso corporal, asi como
algunos factores relacionados con la Ell como la duracidn, la actividad, el subtipo de Ell, el curso
o los farmacos utilizados para el tratamiento de la enfermedad. Del mismo modo que para la

EHGNA, los hallazgos no fueron consistentes entre los diferentes estudios.

Ante la ausencia de estudios que aborden especificamente el desarrollo de carcinoma

hepatocelular en pacientes con EHGNA y Ell, se discutieron los principales mecanismos
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fisiopatoldgicos que podrian contribuir al mismo: los genéticos, la microbiota, los cambios

metabdlicos o la respuesta inmune.

Finalmente, concluimos que la EHGNA es una enfermedad frecuente en los pacientes con Ell y
gue esta puede favorecer el desarrollo de carcinoma hepatocelular mediante la progresion de la
fibrosis hepatica, aunque no exclusivamente a través de este mecanismo. La EC demostré tener
un papel clave en el desarrollo de fibrosis hepatica en pacientes con EHGNA, especialmente en
asociacién con otros factores de riesgo afiadidos. Estos hallazgos resaltaron la importancia de
implementar estrategias de prevencion, tratamiento y seguimiento ya que la fibrosis hepatica es
el marcador prondstico mas determinante a largo plazo de los pacientes con EHGNA. A su vez,

estas estrategias podrian representar un cambio en el manejo global de los pacientes con Ell.

117



cancers

Systematic Review

Liver Fibrosis in Non-Alcoholic Fatty Liver Disease and
Progression to Hepatocellular Carcinoma in Patients with
Inflammatory Bowel Disease: A Systematic Review

Samuel J. Martinez-Dominguez
Carla J. Gargallo-Puyuelo %3, Beatriz Gallego Llera 2, Julia Lépez de la Cruz

check for
updates

Citation: Martinez-Dominguez, S.J.;
Garcia-Mateo, S.; Laredo, V.;
Gargallo-Puyuelo, C.J.; Gallego Llera,
B.; Lopez de la Cruz, J.; Gomollén, E.
Liver Fibrosis in Non-Alcoholic Fatty
Liver Disease and Progression to
Hepatocellular Carcinoma in Patients
with Inflammatory Bowel Disease:

A Systematic Review. Cancers 2023,
15,3367. https://doi.org/10.3390/
cancers15133367

Academic Editors: Livia Biancone
and David Laharie

Received: 6 June 2023
Accepted: 19 June 2023
Published: 27 June 2023

Copyright: © 2023 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

1,2,3,%,1 1,2,3
4

, Sandra Garcia-Mateo /23t Viviana Laredo

1,23 and Fernando Gomollén 1234

Department of Gastroenterology, Lozano Blesa University Hospital, 50009 Zaragoza, Spain
Aragén Health Research Institute (IIS Aragén), 50009 Zaragoza, Spain

School of Medicine, University of Zaragoza, 50009 Zaragoza, Spain

CIBER for Liver and Digestive Diseases (CIBERehd), 28029 Madrid, Spain

*  Correspondence: sjmartinezdo@salud.aragon.es; Tel.: +34-976-765-700

1t These authors contributed equally to this work.

W N =

Simple Summary: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is a prevalent extraintestinal manifes-
tation in patients with Inflammatory Bowel Disease (IBD). Liver fibrosis is the determinant long-term
prognostic marker in patients with NAFLD because it is associated with progression to liver cirrhosis
and hepatocellular carcinoma. In fact, NAFLD is already the most common liver disease worldwide
and is becoming a leading cause of liver-related mortality. In this article, we systematically reviewed
the available evidence regarding the prevalence and risk factors of liver fibrosis in patients with
NAFLD and IBD, and we discussed the role and pathways of progression from liver fibrosis to
hepatocellular carcinoma.

Abstract: The aim of the systematic review is to assess the prevalence and risk factors of liver fibrosis
in patients with Inflammatory Bowel Disease (IBD) and Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD)
and to discuss the role of liver fibrosis in the progression to hepatocellular carcinoma (HCC). We
performed a structured search in PubMed, Web of Science, Embase, and Scopus up to 3 March
2023 to identify observational studies reporting liver fibrosis in patients with NAFLD and IBD.
Quality of studies was assessed using the Newcastle-Ottawa Scale (NOS) score. A total of 23 studies
met our inclusion criteria, including 629,781 patients. A total of 10 cross-sectional, 3 case-control,
and 10 cohort studies were included. Fourteen studies had a NOS score > 7 points. NAFLD was
diagnosed in 2162/6332 (34.1%) IBD participants. However, NAFLD diagnosis was established in
924 /2962 (31.2%) healthy individuals without IBD. Advanced liver fibrosis was found in 116 (11.6%)
of 992 IBD patients with NAFLD. Most studies found an association between NAFLD and classic
cardiovascular risk factors such as older age, male sex, higher BMI, diabetes, hypertension and
dyslipidemia. In addition, metabolic syndrome features were also associated with an increased risk
of significant and advanced liver fibrosis. Although no strong association between NAFLD and
IBD therapy was reported, some studies associated NAFLD with IBD diagnosis, Crohn’s Disease,
a complicated course of IBD, disease activity, and IBD duration. Advanced liver fibrosis was also
associated with Crohn’s disease in several studies. In conclusion, NAFLD and advanced liver fibrosis
are prevalent and clinically relevant extraintestinal manifestations, so its diagnosis and potential
progression to HCC should be carefully considered in daily clinical practice.

Keywords: liver fibrosis; cirrhosis; NAFLD; hepatocellular carcinoma; inflammatory bowel disease;
ulcerative colitis; Crohn’s disease
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1. Introduction

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is defined as the presence of more than
5% of steatosic hepatocytes in patients without significant alcohol intake [1]. Recently, some
authors adopted a new term named Metabolic Associated Fatty Liver Disease (MAFLD),
based on the concomitant presence of liver steatosis and metabolic risk factors [2]. The
disease encompasses a broad histological spectrum, from steatosis without evidence of
inflammation (Non-Alcoholic Fatty Liver: NAFL) to steatosis with necro-inflammatory
injury (Non-Alcoholic Steatohepatitis: NASH), which can progress to liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (HCC) [3]. In patients with inflammatory bowel disease (IBD),
a chronic condition characterized by an exaggerated immune response mainly involving
the gastrointestinal tract, NAFLD is a common extra-intestinal manifestation [4]. In fact,
a retrospective study including patients with IBD reported that NAFLD was the most
common cause of abnormal liver test after histological evaluation (32.7%) [5].

The worldwide burden of NAFLD is increasing with a global prevalence of approx-
imately 25% and it is becoming a leading cause of chronic liver disease and liver trans-
plantation in the United States [3,6]. The prevalence can rise to 55% in patients with type
2 diabetes mellitus and to 75% in obese population [7,8]; however, it should be noted that
up to 40.8% of patients with NAFLD are not obese [9]. The prevalence of NAFLD in IBD
population range from 2.4% to 52%, probably due to methodological differences [10-13].
In a systematic review conducted in 2014, the overall prevalence of fatty liver in IBD was
23% [4], while a meta-analysis including 19 studies found a prevalence of 27.5% with higher
prevalence in studies published after 2015 [14], and in another one the prevalence rose
to 30.7% [15]. In a recently published case-control study including 831 IBD patients, the
prevalence of MAFLD was significantly higher in IBD than in general population (42% vs.
32.7%; p < 0.001) and the presence of IBD was a risk factor for developing MAFLD [16].

Obese patients have an increased risk of developing NAFLD in the general population
but also in IBD [1,13,14]. Nevertheless, studies in non-obese populations suggest that Body
Mass Index (BMI) is not the only risk factor for NAFLD, so other metabolic conditions
should also be taken into account [9]. In a meta-analysis including IBD patients, type 2
diabetes, hypertension, obesity, and insulin resistance were associated with an increased
risk of NAFLD [14]. However, another study comparing IBD patients with NAFLD and
non-IBD patients with NAFLD reported that IBD patients had less metabolic risk conditions,
suggesting that IBD-related factors could also influence the risk of developing NAFLD [17].
In fact, NAFLD was an independent risk factor for atherosclerotic cardiovascular disease,
regardless of classic metabolic risk factors [18-20].

Beyond cardiovascular risk, NAFLD is a clinically relevant condition due to the
potential progression to NASH, advanced fibrosis, cirrhosis, and HCC [1]. About 10-20%
of patients with NAFLD will develop cirrhosis, and the rate of disease progression in
NASH is 0.09 per year with an annual incidence of HCC of 0.21 per 1000 person-year, being
higher in patients with cirrhosis (10.6 per 1000 person-year) [21]. Comparing with non-
inflammatory NAFLD, patients with NASH have a tenfold increased risk of developing
HCC [22]. Although advanced fibrosis increases the risk of HCC, approximately 20%
of patients with NAFLD HCC are not cirrhotic, suggesting the implication of different
carcinogenesis pathways in this population [3,21]. In fact, the risk of HCC among non-
cirrhotic liver disease is significantly higher in NASH compared to other causes [23]. In the
IBD population, the prevalence of NAFLD with advanced fibrosis ranges from 8.1 to 13.6%,
but the incidence and prevalence of HCC is not well established [11,12,15]. In a case-control
study, the prevalence of advanced fibrosis in MAFLD was higher in those also affected
by IBD (9.5% vs. 2.31%; p < 0.001) and IBD was an independent risk factor for advanced
fibrosis [16]. The potential development of HCC at early fibrosis stages makes the diagnosis
difficult and, currently, there are no screening programs in this population, so the neoplasm
is usually diagnosed at advanced stages [24].

Due to the higher risk of NAFLD in IBD and the complex interaction between the two
diseases, the aim of this systematic review is to assess the prevalence and risk factors of
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liver fibrosis in patients with IBD and NAFLD and to discuss the role of liver fibrosis in the
progression to HCC.

2. Materials and Methods

This systematic review was conducted according to the Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) 2020 guidelines [25]. Institutional
review board approval was not required due to the study design.

2.1. Data Sources and Search Strategy

We performed a comprehensive literature search in PubMed, Web of Science, Scopus
and Embase up to 3 March 2023. Only human studies were included but no language or
time restrictions were applied. Database searches were performed independently by three
authors (5.J.M.D., S.G.M. and C.J.G.P) using the following terms: inflammatory bowel
disease OR IBD OR ulcerative colitis OR UC OR Crohn’s disease OR CD. The Boolean
operator “AND” was used to combine these terms with: NAFLD OR non alcoholic fatty
liver disease OR NAFL OR non alcoholic fatty liver OR steatosis OR NASH OR steatohep-
atitis OR hepatosteatosis OR MAFLD OR metabolic associated fatty liver disease OR liver
fibrosis OR liver cirrhosis. All references were imported into an EndNote 20.5 reference
manager software file. Duplicate references were electronically removed and subsequently
reviewed manually. Titles and abstracts were independently assessed by three authors
(SJM.D., S.G.M. and V.L.). Later, full-text articles were reviewed for inclusion by three
authors (5J.M.D., 5.G.M. and B.G.L.), and any disparities were discussed and resolved by
consensus (F.G). Finally, references from eligible studies were also reviewed to identify
potential studies missed by the electronic search.

2.2. Selection Criteria

The following inclusion criteria were applied: (1) studies including patients with
established diagnosis of IBD; (2) studies assessing prevalence and/or risk factors of liver
fibrosis in patients with NAFLD or MAFLD; and (3) observational studies, with or without
control group.

Studies were excluded in case of: (1) absence of original data (reviews, systematic
reviews, meta-analyses, letters, editorials, guidelines); (2) conference communications;
(3) non-human studies; (4) studies involving only non-IBD patients or when IBD popu-
lation data could not be identified; (5) absence of data regarding liver fibrosis in partici-
pants with NAFLD or MAFLD; and (6) studies focusing on patients with IBD receiving
hepatotoxic drugs.

2.3. Data Extraction and Analyses

Each included study was critically reviewed by three authors (5.J.M.D., 5.G.M., and
V.L.) and disparities were resolved by consensus among all authors. The following data
was extracted from the selected studies: first author, year of publication, study location,
study design, sample size, age, gender, Body Mass Index (BMI), IBD type, IBD therapy,
prevalence of NAFLD and liver fibrosis, and risk factors for NAFLD and liver fibrosis.

NAFLD was defined as the presence of liver steatosis after exclusion of significant
alcohol consumption and secondary causes of fat accumulation in the liver [26]. MALFD
was used based on the presence of liver steatosis plus one of the three following conditions:
overweight/obesity, type 2 diabetes mellitus, or at least two metabolic risk abnormali-
ties in case of lean/normal weight patients. Metabolic risk abnormalities were: waist
circumference > 102 cm in men and 88 cm in women, blood pressure > 130/85 mmHg
or specific drug treatment, plasma triglycerides > 150 mg/dL or specific drug treatment,
plasma HDL-cholesterol < 40 mg/dL for men and <50 mg/dL for women or specific drug
treatment, prediabetes, homeostasis model assessment of insulin resistance score > 2.5 and
C-reactive protein > 2 mg/L [27,28].
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The prevalence of NAFLD and liver fibrosis was calculated, including all studies with
available information. Absolute frequencies were estimated when only relative frequencies
were reported. Data from longitudinal studies were obtained from the beginning or
end of follow-up depending on the study design and the available information (detailed
information of each article in Supplementary Table S1), as any of the studies applied
interventions to modify the natural history of liver disease. Abomhya 2022 was excluded
in the numerical calculation of NAFLD prevalence as it reported a much lower prevalence
than the rest of the studies and, given its large sample size compared to the other studies,
this distorted the overall result.

2.4. Risk of Bias Assessment

Quality of observational eligible studies was assessed using the Newcastle-Ottawa
Scale (NOS) by three authors (S.J.M.D., S.G.M. and ]J.L.C.). Disagreements were solved thor-
ough discussion among all authors. Studies were considered to have low risk of bias if they
achieved at least 7 stars. NOS for cohort and case-control studies is compound by 8 items:
4 items for the selection of exposed /non-exposed group or cases/controls groups, 1 item
for the comparability of the groups, and 3 items for outcome evaluation/ascertainment
of exposure. A maximum of 1 star can be assigned to each item except for comparability,
which can be assigned 2 stars (maximum total score 9 stars) [29]. NOS scale adapted for
cross-sectional studies have 7 items, categorized into three groups: 4 items for the selection
of the groups, 1 item for comparability of the different outcome groups, and 2 items for the
assessment of the outcome. A maximum of 1 star can be assigned to each item except for
ascertainment of the exposure (selection), comparability, and assessment of the outcome
(outcome section), with the maximum total score 10 stars [30].

3. Results
3.1. Study Characteristics

The flow diagram of study retrieval for the systematic review is detailed in Figure 1.
A total of 4695 records were identified from databases (PubMed 1025, Embase 2108,
Scopus 10, and Web of Science 1552). After electronically removing duplicate records,
3399 records were reviewed by title and abstract excluding 3311 of them. Eighty-eight full-
texts were reviewed, excluding 65 additional reports being the most frequent reasons: lack
of liver fibrosis assessment in IBD population with NAFLD (n = 27), conference abstracts
(n = 18), and studies focused on patients receiving hepatotoxic drugs (n = 13). Finally,
23 studies were included in the systematic review [10-12,16,31-49].

All the included studies were observational, including 10 (43.5%) cross-sectional
studies [11,12,32,34,36,38-40,46,48], 10 (43.5%) cohort studies [10,31,33,35,37,42,43,45,47 49],
and 3 (13%) case-control studies [16,41,44] (Table S1). All studies were published between
2015 and 2023. Eleven (47.8%) were conducted in North America [10-12,32-35,38,39,41,42],
ten (43.5%) in Europe [16,36,37,40,43—48] and two (8.7%) in Asia [31,49]. Only six (26.1%)
studies had a control group composed by patients without IBD [16,32,36,37,41,44]. Five
(21.7%) studies included only IBD patients with CD [10-12,41,43], but no studies enrolled
only patients suffering from UC.

Regarding the diagnostic method for NAFLD, 3 performed a retrospective review of
database records [10,35,42], 2 combined liver US and TE [48,49], 5 used US [31,36,39,40,44],
6 used TE [12,16,38,45-47], 2 used laboratory tests alone [33,37], 3 liver histology [32,34,43],
1 computed tomography [11], and 1 Magnetic Resonance [41]. Regarding the diagnostic
method for liver fibrosis, two performed a retrospective review of database records [10,35],
10 used TE [12,16,36,38,40,45-49], seven used laboratory tests alone [11,31,33,37,39,41,42],
two used liver histology [32,34], one used a combination of TE and laboratory tests [44],
and one used a combination of TE and histology [43]. Therefore, NAFLD and liver fibrosis
were assessed by non-invasive methods in 20 (86.9%) and 21 (91.3%) studies, respectively.
Studies using TE for liver fibrosis assessment defined significant liver fibrosis as liver
stiffness above 7 kPa in five (41.7%) studies [12,40,43,45,48], 7.2 kPa [16,46] in two (16.7%)
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Identification

studies, 7.3 kPa [47] in one (8.3%) study, 7.7 kPa in one (8.3%) study [36], >8 kPa [38,49] in
two (16.7%) studies, and no specified in one (8.3%) study [44].

Identification of studies via databases and registers

Records identified from:
Databases (n= 4695)
« PubMed (n = 1025)
* Embase (n=2108)
+  Scopus (n=10)
+« \Web of Science (n=
1552)

'

Records removed before

screening:
» Duplicate records removed
(n = 1296)

« Records marked as
ineligible by automation
tools (n = 0)

« Records removed for other
reasons (n= 0)

Screening

Records screened

Records excluded
(n= 3311)

(n = 3399)

Reports sought for retrieval

(n = 88)

Reports not retrieved
(n=0)

Reports assessed for eligibility
(n = 88)

Included

[

Studies included in review
(n=23)

Reports of included studies
(n=23)

Reports excluded (n= 65):

« No liver fibrosis assessment
in IBD population with
MAFLD (n=27)

« Conference abstract (n = 18)

¢  Studies focused on
hepatotoxic drugs (n = 13)

+  Review (n=3)

« No IBD population (n= 2}

« Non-human study (n=1)

*  Previously published data
in="1)

Figure 1. Flow diagram of the search process. IBD: Inflammatory Bowel Disease. NAFLD: Non-

Alcoholic Fatty Liver Disease.

3.2. Participants” Characteristics

A total of 629,781 participants were included, 220,128 (35%) with IBD and 409,653 (65%)
without IBD at enrolment. CD was the most frequent IBD type with 218,162 (99.1%) par-
ticipants, followed by UC with 1907 (0.9%) patients. Sample size ranged from 35 (0.01%)
patients [43] to 405,413 (64.4%) patients [37]. The median/mean age ranged from 33 to
57 years, and 278,484 (44.2%) were males and 351,297 (55.8%) females. Population in-
cluded by most studies had a mean BMI > 25 kg/m?, except participants included by
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Bessisow 2016, Veltkamp 2022, and Yen 2021 [33,48,49]. Detailed BMI levels reported
by Chen (2023), Magri (2019), and Palumbo (2018) for non-NAFLD population were
lower [12,37,40]. Thiopurines use was reported in 12 studies with 544 participants (0.2% of
IBD population) [12,16,33,36,39,40,42-46,48], and Methotrexate use in 7 studies including
54 participants (0.02% of IBD population) [12,16,33,36,39,45,48]. Six studies did not report
detailed information about ongoing IBD therapy [10,11,32,35,37,41].

3.3. Risk of Bias Assessment

NOS scores for risk of bias assessment are shown in Tables S2-S4. Overall, four-
teen (60.9%) studies had a NOS score > 7 points [10-12,16,32,34,36-40,45,46,48] and the
lowest score was 4 points [49]. Regarding cross-sectional studies, all of them had a NOS
score > 8 points. Only four (40%) studies achieved 2 stars for comparability [32,34,36,46]
because most of them lacked a control group including comparable healthy controls. The
patients included by Arggarwal (2022) and Bosch (2017) [32,34] came from a selected group
who underwent liver biopsy, so the sample was not considered representative of IBD
population. Only three (30%) cohort studies showed a NOS score > 7 points [10,37,45]
and, again, comparability and selection of the non-exposed cohort were the lowest-scoring
items. Finally, Rodriguez-Duque (2022) was the only case-control study that achieved
NOS > 7 points [16].

3.4. Prevalence of NAFLD and Liver Fibrosis

NAFLD was diagnosed in 2162 (34.1%) patients of a total of 6332 IBD participants
included in 18 studies [11,12,16,31,33,34,36,38—43,45-49]. NAFLD diagnosis was estab-
lished in 924 (31.2%) of 2962 non-IBD participants from the control groups of two stud-
ies [16,41]. The prevalence of NASH was 36 (5.9%) of 608 IBD patients included in three
studies [34,38,39].

Data on liver fibrosis were reported heterogeneously in the different studies. Ad-
vanced liver fibrosis was found in 116 (11.6%) of 992 IBD patients with NAFLD included in
six studies [11,12,16,32,33,42]. Three studies [16,32,41] demonstrated a significantly higher
prevalence of liver fibrosis in IBD patients with NAFLD compared with NAFLD individu-
alswithout IBD. Aggarwal 2022 reported that 30% of patients with NAFLD and IBD and
17% of patients with NAFLD without IBD had advanced liver fibrosis [32]. On the other
hand, Bessisow 2016 showed a 2.2% of advanced liver fibrosis in patients who developed
NAFLD after a median follow-up of 3.2 years [33]. Chen 2023 conducted also a cohort
study demonstrating an increased incidence of IBD in patients with NAFLD at high risk of
advanced disease compared with non-NAFLD patients [37]. Cirrhosis ranged from 0% to
8-10.2% [10,34,39], and a greater proportion of cirrhosis was found in patients with IBD
and concomitant primary sclerosing cholangitis. Finally, some studies did not specified
between significant and advanced liver fibrosis [31,39] and other studies reported the mean
values of liver stiffness or laboratory tests but not the prevalence [35,36,44,45].

3.5. Risk Factors for NAFLD and Liver Fibrosis in IBD Population

Most studies found an association between NAFLD and classic cardiovascular risk
factors such as older age, male sex, higher BMI, type 2 diabetes, arterial hypertension,
and dyslipidemia. In fact, Spagnuolo (2019) demonstrated that weight gain is a predictor
of steatosis worsening [45]. Regarding IBD related risk factors, some studies associated
NAFLD with the diagnosis of IBD [16], complicated course of IBD [16,46], disease activ-
ity [33,39], longer IBD duration [33,46,48], shorter IBD duration [49], or CD [34,37,41]. No
strong association between NAFLD and IBD therapy was reported. In addition, Abomhya
2022 reported an increase in hospitalization costs and length during follow-up in discharged
patients with CD and NAFLD [10]. Recently, Kablawi (2023) noticed that NAFLD, longer
IBD duration, and UC were associated with intermediate-high cardiovascular risk [38].

In parallel, metabolic syndrome features were also associated with an increased risk
of significant liver fibrosis [12,36,40,46] and advanced liver fibrosis [16]. In fact, Spagnuolo
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2019 reported a significant lower liver stiffness in patients who lost weight after a mean
follow-up of 4 years [45]. Regarding IBD related risk factors, several studies associated
CD with significant liver fibrosis [12,41] and advanced liver fibrosis [32]. Particularly,
Ribaldone (2015) found an association between intermittent CD course and significant
liver fibrosis [43], whereas Carr (2017) found no influence of IBD extent or severity [35],
Rodriguez-Duque (2022) found association between complicated course of IBD and ad-
vanced liver fibrosis [16], Trifan (2022) and Veltkamp (2022) reported an association between
IBD duration and significant liver fibrosis [46,48], and Van Lingen (2021) observed an in-
creased prevalence of significant liver fibrosis after 6-12 months of follow-up in patients
with IBD activity [47]. Although Ritaccio (2021) found no effect of medication exposure [42],
methotrexate [12] and thiopurines [43] use was associated with increased liver fibrosis in
other studies. Kablawi (2023) found an association between significant LF and intermediate-
high cardiovascular risk [38].

4. Discussion

This systematic review reported the prevalence and risk factors associated with
NAFLD and liver fibrosis in patients with IBD. In the last few months, several articles fo-
cused on NAFLD and IBD [10,16,32,37,38,46,48], a topic of increasing interest due to its prog-
nostic implications. We found that NAFLD is highly prevalent in IBD population (34.1%),
consistent with data published by other systematic reviews (30-32%) [15,50]. Although
we observed that NAFLD was also very prevalent in the general population (31.2%), it
was less frequent compared to IBD population. Previous reviews reported a prevalence of
NAFLD about 25% in general population, being significantly lower than the prevalence in
IBD population. This finding was recently reported by Rodriguez-Duque (2022) in one of
the largest cohorts of IBD population assessing MAFLD and liver fibrosis in patients with
IBD [16]. We found higher prevalence of NAFLD in the general population compared to
previous studies, and it could be explained because most studies lacked a control group
composed of healthy non-IBD individuals, so only two had available data to estimate the
prevalence in non-IBD population. Most studies identified that participants with classical
metabolic syndrome features had increased risk of NAFLD development. The higher
prevalence of NAFLD in patients with IBD compared to general population suggests that
IBD itself could play a role in NAFLD development. This point was confirmed by multiple
studies revealing an association between IBD, CD or IBD-related factors and the risk of
NAFLD [16,33,34,37,39,41,46,48].

Due to the heterogeneous report of liver fibrosis status, we estimated a prevalence of
advanced liver fibrosis of 11.6% including information from six studies [11,12,16,32,33,42].
This is consistent with data reported by a previous meta-analysis (13.6%) [15]. Apart from
the classic cardiovascular risk factors, CD was associated with significant and advanced
liver fibrosis. This finding supports the importance of considering the presence of both
NAFLD and liver fibrosis in patients with IBD, especially in patients with CD. On the one
hand, the increased cardiovascular risk can seriously affect the prognosis of the patient
with IBD, who is increasingly older and has more comorbidity. On the other hand, the
potential progression to cirrhosis or CHC may be also decisive for the long-term evolution
of the patient.

Unfortunately, we did not find studies reporting the prevalence and/or risk factors of
HCC specifically performed in the IBD population. However, a recent study assessed the
effect of immune checkpoint in patients with pre-existing IBD, finding that approximately
40% patients experienced relapse of IBD with a rate of discontinuation of 35% [51]. Con-
versely, the beneficial chemopreventive effect of statins against HCC has been described,
a widely used drug by patients with NAFLD given the frequent coexistence of metabolic
syndrome [52].

Many studies have investigated the elements involved in fibrosis progression [1].
In this way, the presence of NASH increases the risk of fibrosis progression and liver
mortality [53], as well as type 2 diabetes, that has been identified as one of the most
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important predictors of fibrosis and a risk factor for HCC [9,54]. In IBD population,
older age and obesity are independent risk factors for liver fibrosis (aOR 1.38 and 1.14,
respectively) [12]. In a study including 1009 patients with a diagnosis of NAFLD based on
liver biopsy, Crohn’s disease but not ulcerative colitis was an independent risk factor for
advanced liver fibrosis (aOR 4.09 and 0.29, respectively).

Genetic factors can also influence the risk of disease progression, fibrosis and HCC.
The polymorphism p.1148M of the PNPLA3 gene has been linked to an increased risk of
NAFLD, NASH, HCC, and liver-related mortality [55]. It is one of the most important
factors related with negative outcomes in NAFLD patients [24]. In some studies, this variant
has been associated with fibrosis progression and NASH, especially in homozygous [56-59].
It has also been related to an increased risk of HCC and mortality, with the highest risk in
patients with both alleles affected [60-62]. In IBD patients, this genetic variant has been
associated with an increased risk of fatty liver (OR 2.9) [63]. There is also a link between
TM6SF2 and MBOATY variants and the risk of advanced fibrosis and HCC [55].

The development of HCC in non-cirrhotic patients with NASH suggest that other
pathogenic ways independent of fibrosis can lead to carcinogenesis, so some studies
have investigated the role of the microbiota, metabolic changes, and immune and fibrotic
cells [64]. There is growing evidence suggesting that dysbiosis and gut permeability, which
is increased in patients with IBD, allows pathogens and their products to be in contact
with liver immune receptors (Kupffer cells and stellate cells) leading to a pro-inflammatory
state with liver injury and restorative mechanisms [65]. There are some similarities in
gut microbiota changes related to both, NAFLD and IBD [66]. Some studies suggest that
Gram negative bacteria, which are more common in NAFLD and obese patients, can
increase the risk of liver fibrosis, and this may be associated with some wall components
(lipopolysaccharides) [65,67]. Loomba et al. found a specific microbiome composition
related to advance fibrosis in NAFLD [67]. In this population, Firmicutes and Bacteroidetes
are increased, however, in cases of advanced fibrosis gram negatives as Proteobacteria
phylum increases, while Gram-positive (for example, Firmicutes) decrease. In another
study, Ruminococcus was associated with advanced fibrosis, probably due to their capacity
to produce alcohol, which can damage gut integrity and led to liver inflammation [68].

Bile acids are produced in the liver through cholesterol oxidation, secreted into the
duodenum and conjugated by gut microbiota in order to facilitate the absorption of fatty
acids and also to activate the Farnesoid X Receptor (FXR) of the enterocytes, which regulates
the enterohepatic circulation and play an important role in the glucose metabolism [66].
Dysbiosis leads to changes in bile acids composition and decreases the activation of FXR
with an increase in serum bile acids and intestinal permeability, changes in lipid and glucose
metabolism, and, also, a pro-inflammatory response [65]. In IBD, it is also associated with a
disbalance in the Th17 response [66]. Moreover, bacterial dysbiosis has also been associated
with higher levels of methylamines (TMAO) and hepatic accumulation of triglycerides
with a higher risk of NALFD and carcinogenesis [65,69].

Concerning the role of metabolic changes, the development of NASH is secondary to
the accumulation of free fatty acids in the liver with an increase in the gluconeogenesis,
which leads to higher levels of glucose and more conversion to fatty acids [70,71]. When
fatty acids exceed liver capacity, lipotoxicity leads to mitochondrial damage, oxidative
stress, hepatocyte injure, and pro-inflammatory response, as well as the activation of
hepatic stellate cells, increasing the production of fibrotic compounds [70]. Tissue damage
activates platelets that are also responsible for pro-inflammatory and fibrotic response,
and in animals, inhibition of platelet activation has been associated with a decreased risk
of HCC [72]. The oxidative stress and inflammatory response contribute to the genomic
instability and mutagenesis and the risk of HCC. Insulin resistance and the production of
pro-inflammatory cytokines can increase the hepatocyte proliferation, with mutagenesis
accumulation. Activated stellate cells are important in the tumor environment and can
play a role avoiding the immune surveillance in HCC, so it could be useful as a therapeutic
target [73].
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Innate but also adaptive immunity seem to play an important role in the development
of fibrosis and HCC, since in NAFLD the continuous inflammatory response ends up pro-
ducing dysregulation of the immune system with immunosuppression and tumor tolerance.
Monocyte-derived macrophages form complexes with dead steatotic hepatocytes triggering
a pro-fibrotic response, which could be involved in carcinogenesis [22]. Neutrophils with a
N2 phenotype are more common in HCC and have a negative effect against T-cells leading
the tumor to escape from immune surveillance [22]. Natural Killers (NK) are also associated
with progression of NAFLD and some studies have demonstrated an altered phenotype of
NK in HCC, reducing the cytotoxicity and oncologic surveillance [74]; in fact, fibroblastic
cells in HCC can inhibit the activity of NK [75].

In conclusion, liver fibrosis is an independent risk factor for HCC but NAFLD HCC
can also occur in absence of cirrhosis, so other elements should be considered in this
population [24,76,77]. Metabolic conditions, such as diabetes, obesity, and metabolic
syndrome, are also independent risk factors for HCC [24,64]. In many studies, the presence
of type 2 diabetes is the main factor associated with an increased risk of HCC, being
higher in patients with a longer evolution of diabetes [77-79]. An appropriate glycemic
control seems to decrease the risk of HCC; however, the effect of each diabetes therapy is
contradictory, since some studies have found a benefit for metformin but not for insulin
or sulfonylureas [64,80-82]. In this way, the presence of metabolic syndrome and diabetes
increases by five times the risk of HCC [24]. Obesity has also been associated with an
increased risk of HCC and recurrence in cirrhosis, especially in patients with other metabolic
alterations [24]. These findings are particularly important as these conditions often coexist
in IBD patients with NAFLD.

Finally, we acknowledge the following limitations of our study. First, the different
study designs of included studies and the high rate of uncontrolled studies. Second,
the heterogeneity of diagnostic methods and cut-offs used for NAFLD and liver fibrosis
diagnosis. Third, the variability of data reported by each study, especially for liver fibrosis.
Fourth, the absence of solid evidence on the prevalence and specific risk factors of HCC in
patients with concomitant IBD and NAFLD. Nevertheless, the strengths of the study are
its large sample size, the high rate of recently published articles and that, on average, the
quality of the included studies was high. Our findings are clinically relevant as they reveal
the magnitude of a comorbidity, whose adequate prevention and treatment could improve
the prognosis and quality of life of the IBD population.

5. Conclusions

NAFLD is a prevalent extraintestinal manifestation in patients with IBD and it can
promote HCC thorough liver fibrosis development, although not exclusively. The presence
of advanced liver fibrosis is not rare in the IBD population with NAFLD, especially in those
suffering from Crohn ’s Disease. Therefore, the presence of NALFD should be considered
in patients with IBD, especially in association with additional risk factors. After diagnosis,
hygienic-dietary measures should be initiated and evolution should be monitored to
prevent complications, such as cirrhosis or HCC. Future studies are needed to evaluate the
prevalence and specific risk factors of HCC in IBD population with NAFLD.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https: //www.
mdpi.com/article/10.3390/cancers15133367/s1, Table S1: Main characteristics of the 23 observational
studies included in the systematic review. Table S2: Risk of bias assessment of the 10 cross-sectional
studies included in the systematic review according to the Newcastle-Ottawa Scale (NOS). Table S3:
Risk of bias assessment of the 10 cohort studies included in the systematic review according to
the Newcastle-Ottawa Scale (NOS). Table S4: Risk of bias assessment of the 3 case-control studies
included in the systematic review according to the Newcastle-Ottawa Scale (NOS).
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Discusion general

El perfil de los pacientes con Ell en nuestro medio estd cambiando progresivamente hacia un
fenotipo mas complejo. En torno a un 10-30% de los pacientes con Ell tienen mas de 60 afios(1),
el 10% cumplen criterios de multimorbilidad(2), y mas de un 15% reciben farmacos biolégicos
durante los 12 meses posteriores al diagndstico(3). Tal y como se ha mencionado en la
introduccién, diferentes estudios han intentado estimar la prevalencia de EHGNA en los

pacientes con Ell obteniendo resultados a menudo discordantes(4—6).

Los resultados publicados en esta tesis confirman una alta prevalencia de EHGNA en pacientes
con Ell (45%), basada en ecografia abdominal y ET. En los estudios previos la prevalencia habia
oscilado entre un 6-8%(4) y un 55-65%(5,6). Multiples factores han podido contribuir a esta
variabilidad en la prevalencia como el afio de realizacién del estudio, la variabilidad geografica,

el tamafio muestral o los métodos diagndsticos utilizados.

En términos generales, estudios realizados a finales del siglo XX (Whornell et al(7) en 1984,
Broomé et al(8) en 1990, De Fazio et al(9) en 1992, Mattila et al(10) en 1994, Riegler et al(11) en
1998) reportaron prevalencias de EHGNA en torno al 5-15%. Asimismo, estudios publicados en
la primera década de los afios 2.000 (Gisbert et al(12) en 2007 o Yamamoto-Furusho et al(13) en
2010) publicaron prevalencias similares. Sin embargo, se ha observado una tendencia hacia el
incremento de la prevalencia de EHGNA en los uUltimos aios llegando hasta el 50-65% en estudios
disefados especificamente para tal fin(5,6,14). Estos datos son mas parecidos a los publicados
en los articulos de esta tesis, sin embargo, sigue existiendo heterogeneidad en los datos
comunicados recientemente por lo que existen mds factores que podrian explicar esta

variabilidad.

La variabilidad geogréfica es otro de los factores que podria influir. Se han reportado diferencias
en la prevalencia de EHGNA entre los diferentes continentes, siendo altamente prevalente en
Latinoaméricay Norteamérica, mientras que la prevalencia es menor en Africa subsahariana(15).
Nuestra prevalencia de EHGNA del 45% en pacientes aragoneses con Ell es similar al 42%
reportado por Rodriguez-Duque et al en 2022, en un estudio transversal de casos-controles que

incluia pacientes de Santander y de Madrid(16).

El tamafio muestral de los estudios también ha sido muy variable, desde estudios que contienen
grupos de pacientes con EC o CU de 15-25 pacientes(17,18), hasta estudios que incluyen mas de
800 pacientes(16,19), u otros que incluyen una alta cantidad de registros procedentes de
biobancos(20,21). El tamafio muestral no solo influye en la estimacién de la prevalencia sino en

la capacidad para detectar potenciales factores de riesgo para EHGNA relacionados con la Ell. En
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cuanto a las técnicas diagnésticas utilizadas, la mayoria de los estudios utilizan técnicas no
invasivas, siendo muy pocos los que han empleado la histologia como Bosch et al(22,23). Hay
que tener en cuenta que la S y E de las diferentes técnicas no invasivas es diferente,
especialmente en los casos de esteatosis leve(24). Por ejemplo, el hecho de que la RM sea la
técnica no invasiva mas precisa ha podido influir en la alta prevalencia de EHGNA reportada por
Adams et al en pacientes con bajo peso (87%) en 2018(25). Habitualmente los estudios han
utilizado una sola prueba en cada paciente para detectar esteatosis mientras que en nuestro
estudio destaca la fortaleza de haber utilizado tanto ecografia como ET en cada paciente. En
términos generales, la mayor parte de estudios han adoptado el punto de corte del CAP™ > 248

dB/m(16,26—30), aunque otros han utilizado 216 dB/m(5) o 275 dB/m(31).

Gracias al desarrollo de la ET, algunos de los estudios publicados en los ultimos afios han
informado la rigidez hepatica al mismo tiempo que la esteatosis medida por CAP™(5,16,26-33).
A pesar de ello, muchos de los estudios no han evaluado la fibrosis hepatica, incluyendo incluso
algunos publicados en los ultimos 5 afios (14,17,20,34-36). De nuevo, apenas dos estudios han
evaluado la fibrosis histoldgica(22,23). Otros han clasificado a los pacientes en base a indices
seroldgicos de fibrosis como el BATT(21), NFS(18,19,25,37), FIB-4(25,38-40) o Fibrosure(6). La
elastografia de transicién ha demostrado ser superior a los indices serolégicos de fibrosis en
pacientes con biopsia hepatica(41), por lo que consideramos una fortaleza de nuestro estudio
haber realizado el diagndstico de fibrosis hepatica significativa en base a ET en lugar de
marcadores seroldgicos. Los estudios previos habian utilizado puntos de corte en torno a 7
kPa(5,16,26—28,30,33) u 8 kPa(29,31,32) para fibrosis hepatica significativa y de 9,7 kPa para
fibrosis hepatica avanzada(16). En nuestro estudio elegimos como punto de corte para fibrosis
hepatica significativa 8 kPa ya que en un estudio publicado por Eddowes et al en
Gastroenterology en 2019 se demostrd una buena precision diagndstica de este punto de corte

con un darea bajo la curva de 0,77(42).

Nuestros hallazgos fueron de una prevalencia de fibrosis hepatica significativa del 10% en
pacientes con Ell y EHGNA, y una mediana y rango de elasticidad hepatica de 5,1 (2,4-44,2) kPa.
Esta prevalencia es similar a la reportada por Kablawi et al(31) en 2023 (8,6%), por McHenry et
al(38) en 2019 (11%), por Veltkamp et al(27) en 2022 (8%) o por Saroli Palumbo et al(30) en 2018
(12%). Sin embargo, otros estudios reportaron prevalencias muy dispares: Yen et al(29) un 4,9%
en 2021, Thin et al(43) un 6,4% en 2014, Magri et al(33) un 16% en 2019, Van Lingen et al(28)
un 20% en 2021 y Trifan et al(26) un 36,9% en 2022. A la heterogeneidad de las técnicas
diagndsticas utilizadas se afiade la variabilidad en la forma de reportar los resultados en los

estudios previamente publicados ya que algunos reportan el porcentaje de pacientes con
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cirrosis(44), algunos estudios longitudinales reportan la incidencia durante el periodo de
seguimiento(21), otros reportan fibrosis avanzada(16,23), y otros solamente reportan los valores

continuos de elasticidad hepatica(32).

En nuestro estudio detectamos una alta prevalencia de EHGNA en controles sin Ell, que ascendia
al 32%. Estos datos son similares a los publicados en la poblacién general, que oscilan entre el
25% y el 30% aproximadamente en los Ultimos afios(45,46). La mayoria de los estudios que han
evaluado la prevalencia de EHGNA en pacientes con Ell no disponian de controles sanos sin Ell(4—
6,14,19,22,26-35,37,39,40,44,47-50), por lo que no podian evaluar si la prevalencia era
significativamente mayor a la de la poblacién general. Rodriguez-Duque et al encontraron una
prevalencia de EHGNA del 33% en controles sin Ell (similar a la de nuestro estudio), pero en este
caso fue significativamente mayor la de los casos con Ell (42%, p<0,001)(16). McHenry et al
también reportaron una prevalencia en controles sin Ell del 30% (similar a la de nuestro estudio)
y significativamente superior a la de los casos (38%, p=0,010)(38). Fue inferior la prevalencia en
controles sin Ell reportada por Likhitsup et al(17) y por Principi et al(51) (16% y 20%,
respectivamente), en ambos estudios significativamente superior a la de los casos con Ell (44%,
p<0,001; 28%, p=0,04 respectivamente). Los resultados de Li et al contrastan con los reportados
en esta tesis y en los estudios comentados anteriormente ya que encontraron una prevalencia

de EHGNA de en torno al 10% en pacientes con Ell y del 4-9% en controles sin EIl(52).

Respecto a los factores de riesgo para el desarrollo de EHGNA y de fibrosis hepatica, se va a
centrar la discusion principalmente en aquellos relacionados con las caracteristicas, el curso o el
tratamiento de la Ell. En nuestro estudio se identificaron una mayor duracién de la Ell y una edad
mas avanzada al diagndstico como factores de riesgo independientes para desarrollar EHGNA.
Estos factores ya habian sido identificados por algunos autores, aunque ha habido

inconsistencias en la literatura publicada hasta el momento(14,18).

La mayor duracién de la Ell habia sido descrita como factor de riesgo de EHGNA por Abenavoli
et al(34), Trifan et al(26), Veltkamp et al(27), Glassner et al(53) y Bessisow et al(40). La mayor
edad avanzada al diagndstico por Abenavoli et al(34), Trifan et al(26) y Yen et al(29). Otros
factores de riesgo para EHGNA descritos han sido el patron estenosante(34), la actividad de la
Ell(14,28,35,40,54), la enfermedad perianal en pacientes con EC(21), la reseccion
intestinal(14,26,40,50,54), el subtipo EC(37,38) o el uso de corticoides(50). Mientras que
Rodriguez-Duque et al publicaron que la Ell era un factor de riesgo independiente para
EHGNA(16), otros estudios no encontraron asociacion entre factores relacionados con la Ell y el

desarrollo de EHGNA y/o fibrosis hepatica(18,19,25,33,51).
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En nuestro estudio identificamos la EC como factor de riesgo independiente para desarrollar
fibrosis hepatica significativa en pacientes con EHGNA. Este hallazgo ha sido recientemente
reportado también por Rodriguez-Duque et al y Chen et al (16,21). Otros factores reportados en
la literatura han sido la duracion de la Ell(26,27), la actividad de la Ell(28) o el curso

intermitente(48).

Otro de los hallazgos interesantes del capitulo 1 de esta tesis fue que la EHGNA aparecia con
niveles de IMC significativamente mdas bajos en los pacientes con Ell en comparacién con los
controles sin Ell. Este hallazgo sugiere que en los pacientes con Ell los factores de riesgo
metabdlicos clasicos pueden tener un papel menos importante en el desarrollo de EHGNA, y que
puede haber otros factores directamente relacionados con la Ell que favorezcan el desarrollo de
EHGNA. Este supuesto nos motivd a realizar un analisis pormenorizado comparando los
pacientes con bajo peso/normopeso y los pacientes con sobrepeso/obesidad en base al IMC, tal

y como se ha expuesto en el capitulo 2 de la tesis.

Clasicamente, la EHGNA se ha asociado a los factores de riesgo cardiovascular, siendo esta
asociaciéon especialmente fuerte con la DM2 y la obesidad(55). Sin embargo, en los ultimos afios
se ha despertado el interés en aquellos pacientes que desarrollan EHGNA en ausencia de
sobrepeso u obesidad, ya que supone el 5-20% de los individuos europeos catalogados como

“delgados”(56). Del mismo modo, no todos los individuos obesos desarrollan EHGNA(57).

El concepto de “lean NAFLD” (del inglés, significa EHGNA en pacientes magros o delgados) surgio
en Asia, donde la prevalencia de EHGNA en individuos delgados oscila entre el 5% y el 45%(56).
La distribucion de la grasa visceral, tejido metabdlicamente muy activo, presenta variabilidad en
funcidén de la etnia. De hecho, los puntos de corte del IMC en pacientes asiaticos son diferentes,
de tal forma que se considera ausencia de sobrepeso/obesidad en aquellos pacientes con un
IMC < 23 kg/m?. Sin embargo, los pacientes asiaticos pueden tener obesidad central pese a un
IMC < 23 kg/m?, lo cual se pone de manifiesto por un aumento de la circunferencia de cadera(58).
Hay que tener en cuenta la limitacidn del IMC, el cual no refleja la distribucién de la grasa
corporal y no puede distinguir entre masa grasa y masa magra, por lo que no informa
especificamente sobre la presencia de grasa visceral(59). Este es un matiz importante porque la

grasa visceral se asocia mas fuertemente a la mortalidad cardiovascular que el IMC(60).

No estdn del todo definidas las vias fisiopatoldgicas de la EHGNA en pacientes delgados,
pudiendo contribuir la predisposicion genética, la microbiota intestinal, la circulacion
enterohepatica y la disregulacion metabdlica. Se cree que es una entidad diferente ya que se han

identificado diferencias en la microbiota intestinal o en el metabolismo de los acidos biliares, por
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lo que requiere un estudio especifico de la misma(56). Nuestros hallazgos sugieren que se
deberia profundizar en esta relacién fisiopatoldgica, porque se podrian identificar factores que

relacionen la Ell y la EHGNA.

En el capitulo 2 de esta tesis reportamos una prevalencia de EHGNA del 21% en 300 pacientes
delgados con Ell y del 10% en 80 controles delgados sin Ell (p=0,022). En un metaanlisis
publicado por Ye et al en 2020 que incluia 84 estudios se reportd una prevalencia de EHGNA en
individuos delgados del 5,1%. En otro metaanalisis publicado por Shi et al en 2020 que incluia 45
estudios se reportd una prevalencia de EHGNA en delgados del 10%(61). Por tanto, la prevalencia
de EHGNA en pacientes delgados sin Ell reportada en nuestro estudio fue similar a la estimada

en otros estudios realizados en la poblacion general.

Tan solo unos pocos estudios han reportado la prevalencia de EHGNA en pacientes con Ell en
funcién del IMC. Yen et al publicé un estudio de cohortes prospectivo en 2021 que incluia 81
pacientes con Ell en los que se evalud la presencia de esteatosis y fibrosis hepatica mediante ET.

P™ conforme aumentaba el IMC (162 dB/m en

Observaron un incremento de los valores de CA
pacientes con bajo peso, 211 dB/m en pacientes con normopeso, 261 dB/m en pacientes con
sobrepeso y 274 dB/m en pacientes obesos). En este estudio se reportd que existia un porcentaje
significativamente superior de pacientes con sobrepeso entre los pacientes con EHGNA en
comparacién con los pacientes sin EHGNA (62,5% vs. 14%, p<0,001) pero no se reporto la
prevalencia de EHGNA ni de fibrosis hepatica en funcion del IMC. Tampoco se incluyd un grupo

control sin ElI(29), a diferencia de nuestro estudio.

McHenry et al publicaron en 2019 un estudio de casos-controles que reportaba la prevalencia
de EHGNA basada en RM en el subgrupo de pacientes delgados (IMC< 25 Kg/m?), dentro de una
cohorte mas amplia compuesta por 311 pacientes con EC, 622 controles internos sin Ell y 622
controles de base poblacional sin Ell. Encontraron una prevalencia de EHGNA del 20% en
pacientes delgados con EC mientras que fue del 10% en ambos grupos controles (p=0,024 y
0,013, respectivamente)(38). Estos datos son muy similares a los encontrados en nuestro
estudio, ya que también encontramos una prevalencia de EHGNA del 21% en pacientes delgados
con Ell y del 10% en controles delgados sin Ell (p=0,022). Sin embargo, McHenry et al no

reportaron informacidn sobre la fibrosis hepatica pormenorizada en funcién del IMC(38).

Adams et al realizaron un estudio transversal de casos-controles publicado en 2018 que compard
casos con diagndstico de bajo peso basado en un IMC < 18,5 Kg/m? y controles con hormopeso
basado en un IMC de 20-24.9 Kg/m?, en los que se evalud la presencia de esteatosis hepatica

por RM. Observaron una prevalencia de EHGNA significativamente mayor en pacientes con Ell
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con IMC < 18,5 Kg/m? en comparacién con aquellos con normopeso (88% vs. 22%, p<0,001),
también observaron una prevalencia de EHGNA significativamente mayor en pacientes con IMC
< 18,5 Kg/m? sin Ell. Ademas, los pacientes con un bajo peso extremo (definidos como IMC <
17,5 Kg/m?) tuvieron niveles significativamente superiores de esteatosis en comparacién con
aquellos con IMC entre 17,5-18,5 Kg/m? (p<0,05)(25). Estos datos contrastan con nuestros
hallazgos, ya que en nuestra cohorte de pacientes con Ell observamos un 17% de EHGNA en caso
de bajo peso y un 22% en caso de normopeso, sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas (p=1,000). En parte, la ausencia de diferencias significativas puede deberse al

escaso tamafio muestral del que disponiamos en el grupo de bajo peso (n=18).

Li et al realizaron un estudio retrospectivo publicado en 2017 que incluyd 137 pacientes con EC,
69 con CU y 412 controles sin Ell. En pacientes con EC con bajo peso y con normopeso,
detectaron EHGNA en torno a un 10% de los casos (menor que en nuestro estudio), siendo
significativamente superior que en los controles sin Ell (p= 0,002 y 0,004, respectivamente).

Tampoco se evalud la fibrosis hepatica en esta cohorte de pacientes(52).

Sagami et al realizaron un estudio de cohortes retrospectivo en 2017 que incluia 303 pacientes
con EC alos que se le realizd ecografia abdominal. En los pacientes con normopeso (IMC 20-22,9
Kg/m?, ya que incluyé poblacidn asiatica) y con bajo peso (IMC < 20 Kg/m?) reportaron una
prevalencia del 21% y del 14%, respectivamente. Estos datos son muy similares a los reportados
en esta tesis en poblacidon espafiola, sin embargo, este estudio tampoco evalué la fibrosis

hepatica que es el marcador prondstico mas determinante a largo plazo(47).

En el capitulo 2 de esta tesis, también observamos un incremento progresivo de la prevalencia
de EHGNA tanto en pacientes con Ell como sin Ell conforme aumentaba el IMC. Datos similares
han sido reportados por Li et al(52) o por Sagami et al(47), sin embargo, Adams et al observo

un incremento de la esteatosis hepatica paralelo al descenso del IMC(25).

Se ha descrito que los individuos delgados con EHGNA de la poblacidn general presentan tasas
significativamente mas bajas de HTA y de glucemia en ayunas, asi como niveles mas altos de HDL
que en pacientes obesos(61). En nuestro estudio obtuvimos resultados similares en los pacientes
con Ell ya que observamos en el analisis univariante una mayor prevalencia de HTA, un peor
control glucémico y niveles mayores de los indicadores de resistencia a la insulina en los
pacientes con Ell y EHGNA que tenian sobrepeso u obesidad en comparacion con los pacientes
con Ell y EHGNA que eran delgados. Un metaanalisis reciente confirma que los pacientes

delgados con EHGNA tuvieron un grado de disfuncion metabdlica significativamente menor que
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los pacientes con EHGNA y sobrepeso, siendo la prevalencia de DM del 19,6% en los pacientes

delgados con EHGNA y del 45,7% en los pacientes obesos con EHGNA (p<0,01)(62).

Teniendo en cuenta la menor prevalencia de disfuncién metabdlica en pacientes delgados con
EHGNA, cabria esperar que el prondstico a medio-largo plazo fuera mejor. Sin embargo, este es
un punto controvertido y objeto de debate ya que algunos estudios han reportado una peor
evolucion de la enfermedad en pacientes delgados con EHGNA. Ha et al publicé un metaanalisis
en 2023 que incluia 10 estudios de cohortes (109.151 pacientes con EHGNA) en el que observé
un riesgo similar de mortalidad por todas la causas (RR 1,09 1C95% (0,66-1,90)), mortalidad
cardiovascular (RR 1,12 1C95% (0,66-1,90)) y eventos adversos hepaticos incluyendo cirrosis
descompensada o carcinoma hepatocelular (RR 0,81 1C95% (0,50-1,30)) en individuos delgados
con EHGNA en comparacidn con aquellos no delgados(63). De hecho, observaron un riesgo de
mortalidad relacionada con hepatopatia mayor en los pacientes delgados que en los no delgados
con EHGNA (RR 1,88 IC95% (1,02-3,45))(63). Otro metaanilisis publicado por Ye et al en 2020
reportd alto grado de comorbilidad hepatica y no hepatica a largo plazo en los pacientes
delgados con EHGNA(64). Dada la escasa evidencia al respecto en poblacidn con Ell, es necesario
realizar en el futuro estudios prospectivos para poder aclarar el prondstico de los individuos

delgados con Ell.

Por tanto, a pesar de una menor prevalencia de fibrosis avanzada y un perfil de factores de riesgo
metabdlicos mas favorable en pacientes delgados con EHGNA, tienen un mayor riesgo de
desarrollar problemas derivados de enfermedad hepatica grave en comparaciéon con los
pacientes con sobrepeso/obesidad y EHGNA(65). Ademas, se ha reportado que los pacientes
delgados con EHGNA tienen mas comorbilidades metabdlicas y mayor riesgo de mortalidad
cardiovascular y por todas las causas en comparacion con las personas delgadas sin EHGNA(66).
Estos hallazgos resaltan la importancia de sospechar y realizar un diagnéstico precoz de la

EHGNA en individuos delgados.

En nuestro estudio se identificd que la Ell es un factor de riesgo independiente para el desarrollo
de EHGNA en individuos delgados. Con la intencidn de detectar un perfil de riesgo dentro de la
poblacién con Ell se estudiaron potenciales factores relacionados con la enfermedad, sin
encontrar asociacién entre estos y la EHGNA. Sagami et al reportaron que los pacientes con bajo
peso y EHGNA tenian niveles mayores de remisidn clinica y mayor supervivencia libre de cirugia
en comparacién con aquellos sin EHGNA(47). En cambio, en nuestro estudio no encontramos
diferencias en funcién de la actividad, lo cual puede estar explicado, al menos parcialmente, por

la baja proporcidn de pacientes con actividad.
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La evidencia sobre la prevalencia de fibrosis hepatica en pacientes delgados con Ell es menor
todavia. Nuestro grupo ha reportado una prevalencia de fibrosis hepdtica significativa del 4,7%
en pacientes delgados con Ell y del 0% en pacientes delgados sin Ell, sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas (p=1,000). Es probable que no se hayan encontrado diferencias
por el menor tamafio muestral del grupo control sin Ell y la baja prevalencia de fibrosis hepatica
significativa. Un dato interesante es que observamos un incremento de la prevalencia de fibrosis
hepatica significativa en pacientes con Ell y sobrepeso/obesidad en comparacion con los
pacientes delgados con Ell (12% vs. 4,7%), pero las diferencias tampoco fueron significativas
(p=0,107). Adams et al llegaron a conclusiones similares estudiando la fibrosis hepatica mediante
FIB-4 y NFS, ya que apenas encontraron casos de fibrosis hepatica significativa al ser leves-
moderados la mayoria de diagndsticos de esteatosis por RM. Por tanto, tampoco observaron
diferencias en términos de fibrosis hepatica en funcidn del IMC entre los pacientes con bajo peso

y normopeso(25).

Aunque no conseguimos identificar ningun factor de riesgo relacionado con la Ell para fibrosis
hepatica en pacientes delgados, algunos datos en la literatura sugieren que la Ell podria tener
un rol relevante. En este sentido, Rodriguez-Duque et al reportaron en su estudio transversal de
casos-controles publicado en 2022 una prevalencia de fibrosis hepatica avanzada asociada a la
EHGNA significativamente superior en casos con Ell en comparacién con controles sin Ell (9,5%
vs. 2,3%, p<0,001). Realizaron un interesante subanalisis de los pacientes no obesos y de los
pacientes sin DM2 observando que estas diferencias en la fibrosis hepatica significativa se

incrementaban(16).

La mayor parte de limitaciones del estudio presentado en el capitulo 2 son compartidas por el
presentado en el capitulo 1 debido a las similitudes metodoldgicas. Fundamentalmente hay que
destacar la ausencia de confirmacion histoldgica, la baja proporcidn de pacientes con actividad
inflamatoria en el momento de ser evaluados, y la ausencia de un seguimiento prospectivo de
los pacientes. A diferencia de otros estudios como Rodriguez-Duque et al, que incluyeron un
subgrupo de pacientes diagnosticados mediante biopsia hepatica(16), en nuestro estudio los
pacientes con hallazgos de F3-F4 en la ET fueron remitidos a las consultas monograficas de
Hepatologia de nuestro hospital y solamente se contempld la realizaciéon de biopsia hepdatica en
caso de que fuera indicada en practica clinica habitual por su hepatdlogo de referencia. Ello pudo
influir en que el porcentaje de pacientes con disponibilidad de biopsia fuera tan bajo como para

no permitir un analisis en base a los hallazgos histoldgicos.
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Por otro lado, el escaso tamafio muestral de pacientes con actividad pudo afectar al analisis de
la actividad de la Ell como factor de riesgo para EHGNA y/o fibrosis hepatica. Cabe destacar que
se clasificd a los pacientes en funciéon de la puntuacidon obtenida en los indices clinicos de
actividad correspondientes, sin tener en consideracidn los parametros bioquimicos,
endoscdpicos ni histolégicos. Es probable que, en caso de haber evaluado la actividad en base a
las endoscopias recientes disponibles, se hubiera detectado pacientes paucisintomaticos con
actividad endoscdpica. Asimismo, la alta prevalencia de EHGNA en la poblacion general también
pudo influir en la ausencia de diferencias en la prevalencia de casos y controles cuando se analizé
toda la cohorte de pacientes. Sin embargo, estos participantes fueron seleccionados con las
mayores garantias posibles al tratarse de pacientes consecutivos (no fueron seleccionados en
base a la presencia de factores de riesgo para EHGNA) de centros de Atencion Primaria
pertenecientes a la misma drea sanitaria y reclutados durante el mismo periodo de tiempo. Por
ultimo, el escaso tamano muestral de pacientes con fibrosis hepatica significativa también pudo
influir en los resultados, siendo mas patente todavia en el capitulo 2 ya que el grupo control de

pacientes delgados tuvo un tamafio muestral sustancialmente menor que el resto de grupos.

En la revisidn sistematica presentada en el capitulo 4 confirmamos los hallazgos ya observados
en nuestro articulo original del capitulo 1. Observamos que la prevalencia de EHGNA en
pacientes con Ell era alta (34%) y ligeramente superior a la de pacientes sin Ell (31%). Otras
revisiones sistematicas también han reportado una prevalencia de EHGNA en pacientes con Ell
de entre el 30-32%(67,68). La mayor parte de estudios incluidos en nuestra revisién sistemdtica
encontraron asociacion entre el desarrollo de EHGNA en pacientes con Ell y los factores de riesgo
metabdlicos clasicos, pero hubo disparidad entre los diferentes estudios en relacion a los
factores relacionados con la Ell. Constatamos una prevalencia de fibrosis hepatica avanzada del
12% en pacientes con Ell y EHGNA incluidos en 6 estudios. Los autores que reportaron datos mas
similares fueron Rodriguez-Duque et al con un 9,5%(16) y Saroli-Palumbo et al con un 8,1%(30).
Una prevalencia similar (14%) ha sido también recientemente publicada en otra revision

sistematica(67).

En cuanto a la prevalencia y factores de riesgo de carcinoma hepatocelular, la evidencia
especifica en poblacidn con Ell es muy escasa. Sin embargo, algunos autores han estudiado los
mecanismos fisiopatoldgicos que conducen a la progresidn de la fibrosis hepatica. La presencia
de EHNA es un predictor independiente de mortalidad relacionada con el higado(69), y la DM2
es uno de los predictores mds importantes de fibrosis avanzada(70). En los pacientes con Ell, una
edad mas avanzada y la obesidad han sido descritos como factores de riesgo independientes

para desarrollar fibrosis hepatica(30).
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El desarrollo de carcinoma hepatocelular en pacientes con EHGNA no cirréticos sugiere que
existen otros factores diferentes de la fibrosis hepdtica que pueden contribuir a la
carcinogénesis(71). Mas alla de los factores de riesgo metabdlicos cldsicos, en la patogenia del
carcinoma hepatocelular se ha reportado la influencia de factores genéticos(72), cambios

metabdlicos(73), la microbiota(74) y el sistema inmunoldgico(75).

Respecto a los factores genéticos, polimorfismos del gen PNPLA3 se han asociado
significativamente con el desarrollo de EHGNA, con la progresién de la EHNA, asi como con el
desarrollo de fibrosis hepatica y de carcinoma hepatocelular(72,76). A su vez, se ha reportado
que los portadores del alelo PNPLA3 148M con Ell tienen mayor riesgo de esteatosis
hepatica(77). Por otro lado, como ya se ha comentado en la introduccidn, la disbiosis presente
tanto en la EHGNA como en la Ell y |a alteracién en la permeabilidad intestinal favorecen una
respuesta proinflamatoria que genera dafio hepatico y fibrosis. De hecho, se han reportado
alteraciones especificas en la microbiota de pacientes con EHGNA vy fibrosis hepatica

avanzada(74).

El acumulo de 4cidos grasos libres en el higado también contribuye al estrés oxidativo y la
respuesta inflamatoria, que a su vez produce inestabilidad del genoma, favorece la mutagénesis
y aumenta el riesgo de carcinoma hepatocelular(74,78). La activacion de las células estrelladas
durante el proceso de fibrogénesis a su vez puede favorecer el microambiente tumoral y el
escape inmunolégico durante la progresion del carcinoma hepatocelular(79). Ademas, otras
células pertenecientes a la inmunidad innata o adaptativa se han relacionado con el desarrollo
de fibrosis y carcinoma hepatocelular. Por ejemplo, las células NK muestran un fenotipo alterado
en pacientes con carcinoma hepatocelular ya que presentan una citotoxicidad disminuida
favoreciendo la supervivencia de las células tumorales(75,80). Otro ejemplo son los macréfagos
qgue forman complejos con los hepatocitos muertos con esteatosis, los cuales desencadenan una

repuesta fibrdtica que a su vez favorece la carcinogénesis(81).

Durante el periodo de tiempo en el que se realizd el trabajo de campo correspondiente a los
capitulos 1y 2 (octubre de 2020-octubre de 2021) el mundo entero se sumergié una pandemia
por la infeccidén por SARS-CoV-2. Pronto surgieron hipétesis sobre una mayor susceptibilidad y/o
gravedad de la infeccién en pacientes con enfermedades crénicas o en pacientes
inmunodeprimidos, ya que se establecieron vinculos entre los casos graves y una respuesta
inflamatoria exagerada(82). Consecuentemente, estudiar la seroprevalencia de la infeccién nos
parecié una oportunidad excelente al mismo tiempo que se realizaba el estudio de las

comorbilidades metabdlicas. Entender cémo se produce la respuesta a las infecciones en los
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pacientes con Ell por un lado iba a ser util para profundizar en el conocimiento de la infeccion
por SARS-CoV-2, al mismo tiempo que nos proporcionaria informacién extrapolable a otras

infecciones conocidas o que se puedan propagar en el futuro.

Obtuvimos una seroprevalencia del 9,5% en pacientes con Ell no vacunados, similar a la de Ia
poblacién general en nuestro medio. De acuerdo al estudio nacional de sero-epidemiologia de
la infeccién por SARS-CoV-2 en Espafia (ENECOVID) realizado por el Ministerio de Sanidad, la
prevalencia fue del 9,4% en la provincia de Zaragoza en la cuarta ronda (realizada entre el 16 de
noviembre de 2020y el 29 de noviembre de 2020)(83). Se trata de un amplio estudio longitudinal
sero-epidemiolégico de base poblacional que constituyé una de las fuentes de informacion
epidemioldgica mas sélida en nuestro medio(84). Estos hallazgos concordaban con otros autores
como Scucchi et al que describieron una seroprevalencia de la infeccién en pacientes con Ell

similar a la de la poblacién general(85).

Identificamos que la obesidad era factor de riesgo para la seroconversion frente a SARS-CoV-2,
sin embargo, no se asocié significativamente a la gravedad de la infeccidn. En nuestro estudio
evaluamos la gravedad de la infeccién en funcién de la necesidad de ingreso hospitalario vy,
teniendo en cuenta el escaso numero de pacientes hospitalizados en nuestra cohorte, es posible
gue la ausencia de diferencias significativas estuviera influenciada por el tamafo muestral. De
hecho, se ha descrito que la obesidad incrementa de forma significativa el riesgo de infeccion
grave por COVID-19 y que es un factor de riesgo para muerte e intubacidn orotraqueal en

pacientes con COVID-19(86).

Ademads, observamos una mayor seroprevalencia entre los pacientes con infeccién
confirmada/sospecha de infeccién que habian precisado ingreso hospitalario, en comparacién
con los que se habian manejado ambulatoriamente. Es probable que este resultado pueda estar
sesgado porque al inicio de la pandemia se realizaba generalmente un test microbioldgico a los
pacientes hospitalizados, pero muchos de los pacientes con sospecha de infeccién que no
ingresaban no llegaban a confirmarse microbiolégicamente. En consecuencia, los casos
sospechosos que se manejaban ambulatoriamente podian corresponder a infecciones por otros
virus diferentes del SARS-CoV-2 con sintomas similares que se atribuian a la COVID-19 por el

contexto epidemioldgico del momento.

En cuanto a los factores relacionados con la Ell, identificamos que el tratamiento con biolégicos
anti-TNF se asociaba a una menor seroprevalencia, tras ajustar por factores de confusion.
Nuestros resultados fueron concordantes con los reportados por Kennedy et al(87) que

observaron menores niveles de anticuerpos en pacientes tratados con infliximab en
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comparacién con vedolizumab (p=0,0027) e inmunomoduladores (p=0,012), o por Martin-
Arranz et al(88) que encontraron niveles de anticuerpos significativamente mds bajos tanto en
comparacién con el resto de tratamientos para la Ell (p=0,03) como al compararlo con los
pacientes que recibian ustekinumab o vedolizumab (p=0,002). Por el contrario, Berté et al no
pudieron confirmar este hallazgo(89). En nuestro estudio, se compararon los diversos
tratamientos con los pacientes sin tratamiento y con los que recibian 5-ASA (ya que estos
farmacos no presentacién accidon inmunosupresora), constituyendo la suma de ambos grupos el
47,9% de los pacientes incluidos en la fase de seroprevalencia. Respecto al resto de factores
relacionados con la Ell como el subtipo EC/CU, el patrén, la localizacidn, la extensidn, la presencia
de enfermedad perianal o la historia de cirugias previas, no observamos que influyeran en la

seroprevalencia.

No identificamos ningun tratamiento ni factor relacionado con la Ell asociado a la gravedad de
la infeccién, lo cual puede estar influenciado por el escaso tamafio muestral de pacientes
hospitalizados. Algunos autores como Wetwittayakhlang et al observaron que el uso de
corticoides sistémicos y la actividad de la Ell se asociaban con la gravedad de la infeccion por
COVID-19(90). Por el contrario, Sultan et al no reportaron asociacion entre el uso de bioldgicos
o de corticoides y una peor evolucién de la infeccién por SARS-CoV-2 en pacientes con ElI(91), y
Bamias et al reportaron que el uso de agentes anti-TNF ejercia como factor protector contra un

curso desfavorable de la COVID-19(92).

Al constatar la influencia del tratamiento anti-TNF en la respuesta humoral a la infeccién y al
difundirse la vacunacion frente a la infeccién en los pacientes con Ell, nos pareci6 muy
interesante evaluar la respuesta humoral y celular a la vacuna. Para ello, se analiz6 una muestra
de sangre periférica extraida entre 10 y 14 semanas tras completar la pauta vacunal, y en un

subgrupo de pacientes, también se realizd extraccidn de sangre periférica pre-vacunacion.

Observamos que los niveles de anticuerpos aumentaban de forma significativa tras la vacuna
tanto en los pacientes con biolégicos como en los pacientes sin tratamiento. Sin embargo, al
comparar los niveles post-vacunacion entre los pacientes que recibian diferentes biolégicos y los
pacientes sin tratamiento, se observd que los pacientes que recibian anti-TNF desarrollaban
niveles significativamente inferiores mientras que no existian diferencias en los pacientes que
recibian ustekinumab o vedolizumab. Estos resultados son concordantes con los reportados por
Edelman-Klapper et al y Doherty et al, que también encontraron una menor respuesta humoral

a la vacuna frente a SARS-CoV-2 en pacientes con Ell tratados con anti-TNF(93,94).
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El estudio de la respuesta vacunal presenta varias limitaciones. Por un lado, el nimero de
pacientes que disponian de una determinacién pre-vacunacion fue limitado por la celeridad
mediante la cual se instaurd la vacunacién en pacientes considerados de riesgo y en las franjas
etarias de los pacientes incluidos. Ademas, el nUmero de pacientes incluidos en cada grupo de
tratamiento (anti-TNF, vedolizumab, ustekinumab, sin tratamiento) fue pequefio. La
heterogeneidad en las vacunas administradas también podria haber influido en los resultados,
si bien, la mayoria de ellas disponian de un mecanismo de accién comun a pesar de pertenecer
a diferentes casas comerciales. Por ultimo, haber realizado un analisis de las citoquinas podria

haber informado sobre la activacién funcional de las células.

Sin embargo, la mayor fortaleza de nuestro estudio fue el andlisis de la respuesta celular a la
vacuna, de la cual habia mucha menos evidencia disponible en ese momento. En nuestro caso,
se ha observado el aumento o disminucién de diversas poblaciones linfocitarias, monocitarias y

de células NK como manifestacion de la activacidn del sistema inmune tras la vacuna.

En el caso de las poblaciones linfocitarias se observé un aumento de TIM-3 y LAG-3. LAG-3 es
una proteina transmembrana que no se expresa en las células T ndive, sin embargo, la activacion
tras estimulacidn antigénica promueve su expresién. Tiene funciones inhibitorias tras unirse a su
ligando ya que reduce la producciéon de granzima en las células T efectoras e induce la
diferenciacion hacia células T reguladoras(95,96). TIM-3 tiene funciones similares regulando la
funcién de las células T efectoras para evitar una respuesta inmune descontrolada, tratdndose

de un marcador de activacién pese a su funcién inhibitoria(97).

En las poblaciones monocitarias se observé un aumento de PD-1y LAG-3 y un descenso de TIM-
3. El aumento de la expresion de PD-1 en los monocitos es un marcador de activacidn y también
tiene funcién inhibitoria en el aclaramiento de patégenos y de tumores, jugando un papel
importante en el mantenimiento de la tolerancia(98). En este caso, interpretamos que el
descenso de TIM-3 podria estimular el sistema inmune a través de la citotoxicidad de las células
T y de la produccién de citoquinas. De hecho, se ha observado que la inhibicidon de TIM-3

promueve la activacién de los macréfagos(99).

En las células NK también se observd un descenso de TIM-3, mientras que se incremento la
expresion de NKG2A y NKG2D. NKG2A son receptores inhibidores y NKG2D son receptores
activadores que reconocen el HLA-E y MIC (del inglés “major histocompatibility complex class |
chain related molecule”) en células infectadas durante las respuestas antivirales(100,101). Ya se
habia reportado en otros estudios que la infeccidn por SARS-CoV-2 induce sobreexpresidon de

NKG2A y que esta se correlaciona con la gravedad de la enfermedad(102).

143



El hallazgo clave fue la ausencia de diferencias sustanciales en los patrones de activacion de las
diferentes subpoblaciones linfocitarias, monocitarias y NK cuando se compararon los pacientes
bajo tratamiento biolégico con aquellos sin tratamiento o con 5-ASA. Este hallazgo sugiere que,
pese a la alteracién en la respuesta humoral, la respuesta celular a la vacuna se encontraria
respetada. Los resultados serian plausibles teniendo en cuenta que algunos estudios habian
demostrado que el tratamiento con biolégicos no afectaba al curso de la infeccién, y esto podria
justificarse porque la defensa frente al virus probablemente estaria mediada a través de la
inmunidad celular(91,92). Sin embargo, otros estudios sugieren que la menor respuesta humoral
puede estar originada por una alteracién en las células B memoria, debido a la ausencia de
activacion de las células T auxiliares foliculares circulantes tipo 1. Por tanto, se requieren estudios
en el futuro que continden evaluando la respuesta inmune celular a infecciones y/o vacunas en

pacientes con Ell, teniendo en cuenta la influencia de los tratamientos para la EI(103).
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Conclusiones

La EHGNA es una enfermedad altamente prevalente en los pacientes con Ell por lo que es
importante tener un alto indice de sospecha, especialmente cuando concurren otros factores de
riesgo. Aunque no se han observado diferencias estadisticamente significativas entre Ila
prevalencia de EHGNA en los casos con Ell y en los controles sin Ell, la identificacién de factores
de riesgo relacionados con la Ell como una edad mas avanzada al diagndstico o una mayor
duracidn de la Ell sugiere que la Ell puede tener un papel clave en el desarrollo y/o progresion

de la EHGNA.

Los pacientes con EHGNA que padecen Ell presentan unos niveles mas bajos de IMC en
comparacién con aquellos que padecen EHGNA pero no Ell, lo cual también sugiere que la propia
Ell podria jugar un papel determinante en la fisiopatologia de la EHGNA, ademas de los factores
de riesgo metabdlicos cldsicos. De hecho, hemos demostrado que la Ell es un factor de riesgo
para el desarrollo de EHGNA en pacientes delgados, con independencia de los factores de riesgo
metabdlicos clasicos. Sin embargo, es necesario realizar en el futuro estudios prospectivos que
permitan identificar factores relacionados con la Ell que se asocien al desarrollo de EHGNA en
delgados, asi como aclarar el prondstico a medio-largo plazo de los pacientes delgados con

EHGNA y ElI.

Es precisa una monitorizacién estrecha del desarrollo o progresion de la fibrosis hepatica en
pacientes con EC diagnosticados de EHGNA, ya que se ha demostrado que la EC es un factor de
riesgo independiente para el desarrollo de fibrosis hepatica significativa. También es necesario
evaluar prospectivamente la influencia del curso de la Ell y sus tratamientos en la progresiéon de
la fibrosis hepatica, asi como en la aparicién de complicaciones derivadas de la hepatopatia

cronica y de mortalidad de causa hepatica.

En cuanto a la respuesta inmunoldgica en pacientes con Ell, la respuesta humoral a la infeccién
por SARS-CoV-2 se ha visto disminuida en pacientes tratados con anti-TNF. En lineas generales,
la seroprevalencia de SARS-CoV-2 ha sido comparable a la de la poblacién general, y no se han
asociado otros factores relacionados con la Ell ni otros tratamientos de la Ell con la
seroprevalencia ni con la gravedad de la infeccidn. Aunque la respuesta humoral frente a la
vacuna también se ha visto disminuida en pacientes bajo tratamiento con anti-TNF, no se han
observado diferencias sustanciales en la respuesta celular a la vacuna en funcién del tratamiento
bioldgico utilizado, lo que sugiere que los pacientes con Ell estarian protegidos frente a la
infeccion gracias a los mecanismos de la respuesta celular. Los resultados sobre la influencia de

la Ell y sus tratamientos en la respuesta inmunolégica frente a SARS-CoV-2 son una fuente de
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informacion de gran utilidad para el manejo de otras infecciones ya conocidas, asi como de otras

nuevas que potencialmente puedan propagarse en el futuro.

Por ultimo, la evidencia sobre la prevalencia y factores de riesgo de carcinoma hepatocelular en
pacientes con Ell y EHGNA es escasa en el momento actual, apareciendo tanto en pacientes con
fibrosis avanzada como en su ausencia. Nuestra revisidn sistematica ha constatado una alta
prevalencia de EHGNA en pacientes con Ell por lo que, paralelamente, la coexistencia o la
progresion a fibrosis hepatica avanzada se ha convertido en un importante factor a tener en
cuenta en el manejo de los pacientes con Ell. Se necesitan estudios originales que realicen una
evaluacion mas exhaustiva y homogénea del papel de la fibrosis hepatica en el desarrollo de
carcinoma hepatocelular. Ello nos permitird optimizar las estrategias de vigilancia del carcinoma
hepatocelular en pacientes con Ell y EHGNA, asi como identificar si existen otros factores
adicionales relacionados con la Ell a considerar en esta vigilancia, o si esta solo debe

fundamentarse en el grado de fibrosis hepatica.
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Perspectivas futuras
Tras finalizar esta tesis doctoral por compendio de publicaciones sobre comorbilidades en
pacientes con Ell, el doctorando y sus directores de tesis van a continuar en los préximos afios

desarrollando diversas lineas de investigacién en el campo de la Ell:

1. Seguimiento prospectivo del desarrollo de EHGNA vy fibrosis hepatica en pacientes con
Ell
2. Estudio experimental sobre el papel de la microbiota fecal en la patogenia de la EHGNA

y la fibrosis hepdtica en pacientes con Ell

Partiendo de la cohorte de pacientes incluidos en los estudios transversales correspondientes a
los capitulos 1y 2 de esta tesis, en los que se ha identificado una alta prevalencia de EHGNA en
pacientes con Ell asi como diversos factores relacionados con la Ell que se asocian al desarrollo
de EHGNA y/o fibrosis hepatica, pretendemos realizar un estudio de cohortes prospectivo
mediante un seguimiento en el tiempo de estos mismos pacientes. Aproximadamente 4 afios
después, se va a reevaluar la presencia de EHGNA y de fibrosis hepatica, los factores relacionados
con la Ell (curso de la enfermedad, fallos o cambios de tratamiento, historia de cirugia a causa

de la Ell) y los factores de riesgo metabdlicos/enfermedad cardiovascular.

Para ello se realizard una nueva entrevista clinica, una recogida de informacién de la historia
clinica, nuevas mediciones antropométricas, una determinacidn analitica, asi como una nueva
ecografiay ET. Al tratarse de un estudio longitudinal se podra determinar la incidencia de EHGNA
y fibrosis hepatica durante el seguimiento y evaluar si los factores relacionados con la Ell influyen
en el desarrollo o la progresién de la enfermedad hepatica a lo largo del tiempo. Asimismo, se
evaluara si la presencia de enfermedad hepatica basal influye en el curso de la Ell o en el fracaso

terapéutico.

Los estudios prospectivos disponibles en este campo son escasos, entre los que destaca el
publicado por Van Lingen et al en 2021 con un tamafio muestral de 82 pacientes con Ell y un
seguimiento de 6-12 meses(1). También tienen un disefio prospectivo dos articulos publicados
por Zhang et al y Chen et al en 2023 a partir del Biobanco de Reino Unido en los que estiman la
presencia de EHGNA vy/o fibrosis hepatica a partir de marcadores no invasivos en sangre

periférica(2,3).

Ademas, se evaluara el desarrollo de complicaciones metabdlicas, carcinoma hepatocelular y
mortalidad durante el periodo de seguimiento. Teniendo en cuenta la escasez de estudios que
evaluen la presencia de carcinoma hepatocelular en pacientes con EHGNA vy Ell, estos datos

podrian ayudarnos a conocer el impacto de la enfermedad en estos pacientes. El seguimiento
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prospectivo también nos ayudard a aclarar la controversia sobre el prondstico a medio plazo en

los pacientes delgados con EHGNA.

El objetivo de nuestro grupo no sdlo se limita a realizar estudios clinicos o epidemiolégicos sobre
la EHGNA en pacientes con Ell, sino también que abarca la puesta en marcha estudios de
investigacion basica que nos ayuden a comprender mejor la fisiopatologia de la enfermedad. Tal
y como se ha mencionado en esta tesis, la microbiota juega un papel fundamental en la
patogenia de la EHGNA en los pacientes con Ell(4). Por este motivo, se va a llevar a cabo un
estudio experimental para evaluar el papel de la microbiota en el desarrollo de EHGNA en
pacientes con Ell, para lo cual hemos recibido financiacién del Instituto de Salud Carlos Ill en la
modalidad Proyectos de investigacion en salud de la convocatoria 2021 de la Accidn Estratégica

en Salud (P121/01907).

A través de este proyecto, nuestro objetivo principal es evaluar si la microbiota de los pacientes
con Ell y EHGNA puede favorecer el desarrollo de EHGNA en modelos animales de Ell sin dafio

hepatico o exacerbar el dafio hepatico en modelos animales con EHGNA.

En el estudio experimental se incluirdn 6 subpoblaciones, cada una de ellas compuesta por 10
pacientes, con las siguientes caracteristicas en base a los hallazgos de ecografia abdominal y ET:
grupo 1 pacientes con CU extensa y EHGNA con fibrosis hepatica avanzada (F3-F4 210 kPa), grupo
2 pacientes con EC ileal o ileocélica y EHGNA con fibrosis hepatica avanzada (F3-F4), grupo 3
controles sin Ell pero con EHGNA con fibrosis hepatica avanzada (F3-F4) apareados por sexo y
edad con los pacientes de los grupos 1y 2, grupo 4 pacientes con CU extensa sin EHGNA, grupo
5 pacientes con EC ileal o ileocélica sin EHGNA, y grupo 6 controles sin Ell ni EHGNA apareados
por sexo y edad con los pacientes de los grupos 4 y 5. A cada paciente se le instruira para la
recogida de muestras de heces y/o orina para estudiar la microbiota y sus metabolitos con unos

dispositivos especificos disefiados para tal fin que se proporcionaran al paciente.

El estudio en animales comenzard una vez que se hayan recolectado y almacenado
adecuadamente todas las muestras de heces de los 60 pacientes. Luego se generard un pool con
las heces de los pacientes de cada grupo pesando la misma cantidad de heces de cada uno de
ellos, mezclandose adecuadamente y utilizando una pequefia muestra del conjunto de heces
para la extraccién de ADN microbiano y analisis metagendmico de las poblaciones microbianas
presentes. Para el pool de heces de cada grupo de pacientes y cada modelo animal se utilizard
un total de 7 animales. Una vez transcurrido el proceso de induccion en los modelos animales (8
semanas), trasplantaremos el pool de heces de los pacientes previamente seleccionados. A partir

de este momento los animales se mantendran en las mismas condiciones y una semana después
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del trasplante se sacrificaran 2 animales por cada grupo experimental. Después de la segunda
semana realizaremos eutanasia de otros 2 animales y la esterilizacién completa de los animales
restantes para cada modelo animal mediante el uso de antibidticos. Una semana después, los

animales restantes seran sacrificados.

Todos los animales incluidos se pesaran diariamente desde el momento del trasplante fecal hasta
el final del estudio. En el momento de la eutanasia se evaluard la presidn venosa portal y se
realizara pesaje de higado, bazo e intestinos (duodeno-ano). Ademas, se recogeran las siguientes
muestras para analisis: sangre (evaluacidon de ALT, bilirrubina total), higado (contenido de
colageno hepdtico, inmunohistoquimica, evaluacién de carga tumoral, ARN mensajero para la
evaluacion de diferentes genes como TGFB1), tejido del ileon (hiperplasia epitelial, indice
inflamatorio, tincion Hematoxilina-Eosina y PAS (4cido periddico-Schiff, del inglés “periodic acid-
Schiff”), inmunohistoquimica CD11c y RNA mensajero para evaluacion de genes implicados en
la respuesta inflamatoria), y tejido de colon (evaluacion de la adherencia de la microbiota tras el

trasplante fecal).

Todavia queda mucho por dilucidar sobre la interaccidn entre ciertas comorbilidades como la
EHGNA, la Ell y sus tratamientos. Por un lado, identificar los factores relacionados con la Ell que
confieren susceptibilidad para desarrollar EHGNA y/o fibrosis hepatica nos permitira dirigir las
estrategias de prevencidn primaria y diagndstico precoz a los pacientes que mas lo necesitan.
Por otro lado, profundizar en el conocimiento de su patogenia muy probablemente nos permitird
ampliar el abanico terapéutico disponible para unas patologias que, no solo son cada vez mas

prevalentes, sino que conllevan una alta carga de enfermedad en nuestro medio.
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