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1. JUSTIFICACION DEL TEMA

La incidencia de la esteatosis hepatica se esta incrementando en la actualidad,
particularmente en los paises occidentales, de forma paralela al incremento de la

obesidad, constituyendo a dia de hoy una auténtica epidemia a nivel mundial.

Aunqgue inicialmente la esteatosis hepatica cursa de manera asintomaética,
aproximadamente la mitad de los casos pueden acabar en esteatohepatitis y en

cirrosis hepatica, por lo que su pronostico a largo plazo es incierto.

Las recomendaciones en cuanto al tratamiento de la esteatosis hepatica de origen no
alcohdlico, se basan hoy en dia en cambios en el estilo de vida, incluidas las
restricciones en la ingesta y dietas especiales, encaminados a la pérdida de peso y en
el ejercicio fisico. Se han investigado y ensayado numerosos farmacos para el
tratamiento de la esteatosis hepatica, sin embargo, ninguno de ellos ha conseguido
una eficacia suficiente para recomendarlo de manera sistematica en todos los
pacientes diagnosticados de esteatosis hepatica. Asi pues no existe hoy en dia un
tratamiento farmacoldgico especifico, inocuo y eficaz para tratar la esteatosis

hepatica.

El desarrollo de modelos experimentales de esteatosis ha supuesto un gran avance en
el conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad y en el ensayo de nuevos
medicamentos para revertirla. Entre estos farmacos se encuentra la melatonina, dado
que actua sobre los mecanismos de la peroxidacion lipidica, fendmeno comun a todos
los procesos de acumulacién grasa del higado, ha sido ensayada con mayor o menor
éxito en modelos animales o incluso en el humano. Aungue la mayoria de los
modelos animales, principalmente en roedores, son una fiel representacion de los
fendmenos bioguimicos y celulares que ocurren en la esteastosis, no siempre pueden

homologarse al humano.
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Existen hoy en dia pocos modelos de esteatosis en grandes animales, principalmente
cerdos. Nuestro grupo de investigacion ha disefiado y utilizado un modelo de
esteatosis en grandes animales (cerdos Landrace) que semeja los fendmenos
moleculares y celulares de la esteatosis, siendo capaz de provocar grados de

infiltracion grasa no conseguidos por otros modelos.

Por otra parte el grupo de investigacion del Prof. Joaquin Garcia del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Univesidad de Zaragoza posee una
enorme experiencia en el estudio de la melatonina y sus efectos antioxidantes y

modeladores del metabolismo lipidico.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

e Estudiar el efecto de la melatonina como tratamiento para la reversion de la
esteatosis hepatica establecida e inducida mediante una dieta especial en un

modelo animal porcino, a nivel histolégico, bioquimico y molecular.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Producir un modelo de esteatosis en el cerdo por medio de alteraciones en la

dieta evitando la toxicidad celular directa.

e Estudiar el efecto de la dieta sobre la reversion de la esteatosis inducida en un

modelo animal porcino.

e Comparar el método de analisis histoldgico convencional de deteccion de

esteatosis hepética con el método de analisis digital de las imagenes.
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3. INTRODUCCION

3.1. ESTEATOSIS HEPATICA

Podemos definir la esteatosis hepatica como una enfermedad del higado caracterizada
por acumulacion de &cidos grasos, colesterol y triglicéridos en el citoplasma de las
células hepéticas. Se trata de una enfermedad multifactorial, y supone una condicion
patoldgica en el ser humano. Es una manifestacion hepatica de multitud de procesos

patoldgicos que ocurren a nivel celular y bioquimico®.

La tendencia de nuestro organismo a almacenar calorias sobrantes en forma de grasa fue
fruto de la adaptacion al medio en los tiempos prehistdricos en los que la ingesta regular
no estaba garantizada. Este fendmeno ha logrado preservar a la humanidad de los duros
avatares de la supervivencia. Pero en situaciones fisioldgicas la grasa solo se acumula
en los adipocitos, y estas células se encuentran en lugares determinados, no diseminados
por toda la economia. De hecho el depdsito de grasa en la célula hepatica es un proceso
patolégico que solo ocurre en circunstancias especiales y nunca como forma de
almacenamiento de energia. En el higado, la sola presencia de grasa intracelular produce
una reaccion patoldgica basada en fenomenos inflamatorios, de causa no muy bien
conocida capaz de ocasionar una patologia tanto a nivel general como del propio

organo.

El mecanismo por el cual las grasas (acidos grasos, triglicéridos y colesterol) se
acumulan en la célula hepética no es bien conocido en la actualidad, se considera que el
depdsito de grasa es el paso final comdn de multiples procesos biologicos y metabdlicos

que afectan al organismo en general y no solo al propio higado.

Una de las caracteristicas importantes de esta afeccion es que es una enfermedad que
afecta de forma difusa a toda la viscera, es decir los depdsitos de grasa no se localizan
en una determinada parte o porcion del higado (aunque a nivel ultraestructural suelen
acumularse en determinadas partes del lobulillo hepatico), si no que los hepatocitos

infiltrados por grasa se distribuyen homogéneamente por toda la anatomia hepatica.
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Distinguimos dos tipos de enfermedad hepatica en funcion del mecanismo
fisiopatogénico?:

e Enfermedad hepatica de origen alcohdlico (EHH): producida por los efectos
toxicos del consumo de alcohol.

e Enfermedad hepéatica no alcoholica (EHNA) o Non Alcoholic Fatty Liver
Disease (NAFLD): cuyo origen es multifactorial. A esta entidad nos referiremos
en lo sucesivo. Se presenta en sujetos que no beben alcohol o beben de forma
moderada (<20 g/dia) y se considera como la expresion en el higado de un
sindrome complejo que se denomina sindrome metabdlico. NAFLD incluye dos
entidades clinicas:

0 Higado graso no alcohdlico o Non Alcoholic Fatty Liver (NAFL): este
término hace referencia a la presencia de esteatosis hepéatica sin
evidencia de dafio hepatocelular ni fibrosis. La progresion hacia cirrosis
y fallo hepatico es minima.

o0 Esteatohepatitis no alcohdlica o Non Alcoholic Steatohepatitis (NASH):
presencia de esteatosis hepatica asociada a inflamacion y dafio hepatico
con o sin fibrosis. Puede progresar hacia cirrosis, fallo hepatico y

hepatocarcinoma.

El sindrome metabolico comprende una serie de alteraciones entre las que destacan la
obesidad (especialmente la obesidad central), la resistencia a la insulina, la intolerancia
a los hidratos de carbono o bien DM tipo I, dislipemia con aumento de la cifra de
triglicéridos en suero > 150 mg/dl, disminucion de las lipoproteinas de alta densidad
con cifras < 40 mg/dl en el hombre y < 50 mg/dl en la mujer e hipertensién arterial >
140/90. Por lo tanto, la NAFLD se considera la manifestacion hepatica del sindrome

metabdlico.

La NAFLD desde el punto de vista histoldgico, es una enfermedad en la que se
producen un espectro de lesiones en el tejido hepatico que va desde un simple depoésito
de lipidos en el citoplasma hasta la inflamacion, la fibrosis y la cirrosis hepatica®.
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3.1.1. ETIOLOGIA

La NAFLD se ha asociado con numerosos factores etiologicos, y puede clasificarse
como primaria, relacionada con los factores que provocan el aumento de la resistencia a
la insulina (obesidad, diabetes o dislipemia) y secundaria a alteraciones metabdlicas
congénitas o adquiridas, nutricionales, procedimientos quirurgicos, farmacos y otros
toxicos. En la practica clinica, la mayoria de los pacientes con NAFLD presentan
obesidad, diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo 2) o dislipemia como factores etioldgicos, y

es frecuente la asociacion de varios de estos factores.

Las causas de NAFLD secundaria comprenden®:

e Causas metabolicas

0 Abeta lipoproteinemia.

Galactosemia.
Fructosemia.
Sindrome de Alstrom.
Enfermedades por almacenamiento de ésteres de colesterol.
Enfermedades del almacenamiento del glucdgeno.
Déficits de Carnitina.
Enfermedad de Weber-Christian.
Sindrome de Bardet-Bied|.
Sindrome de ovario poliquistico.
Sindrome de Prader Willi.
Sindrome de Turner.
Higado graso agudo del embarazo.
Fibrosis quistica.
Glucogenosis.
Enfermedad de Wilson.
Enfermedad de Wolman.

Defectos del ciclo de la urea.

O O O O O O oo o o o o o o o o o o

Defectos mitocondriales® y peroxisomales de la oxidacion de &cidos
grasos®.

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 6
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e Causas nutricionales:
o Desnutricion y pérdida de peso grave.
Nutricién parenteral total.
Sindrome de realimentacion.
Bypass yeyuno-ileal (cirugia de la obesidad).

Sobrecrecimiento bacteriano en el intestino.

O O O O O

Enfermedad celiaca.
o Sindrome de Kwashiorkor.

e Causas farmacoldgicas’ (farmacos y toxinas):
0 Amiodarona.

Didanosina.

L-asperginas.

Nicardipina.

Nifedipina.

Exceso de vitamina A.

Acido valproico.

Zidovudina.

O O O O o O o o

Metotrexate (y cualquier otro quimioterapico, ya que la gran mayoria se
metabolizan en el higado).

Espironolactona.

Sulfasalacina.

Naproxeno.

Aminosalicilatos.

Diltiazem.

O O O O O o

Tetraciclina.

0 Antiretrovirales.

0 Glucocorticoides.

0 Tamoxifeno.

o Estrégenos.

0 Hepatotoxinas (fésforo, hongos, productos petroquimicos).
0 Aspirina.

o Cocaina.

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 7
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e Otras causas:
0 Enfermedad inflamatoria intestinal.
o Infeccidn por virus de inmunodeficiencia humana.
0 Hepatitis C.
o Déficit de alfa-1 antitripsina.
o Enfermedades cronicas hepaticas: hemocromatosis, enfermedad hepética

autoinmune, hepatitis viral crénica y enfermedad de Wilson.
3.1.2. FISIOPATOGENIA

La fisiopatologia de la esteatosis hepatica y de la esteatohepatitis no es bien conocida.
La acumulacion de grasa en los hepatocitos suele ser el final de sucesivos procesos
metabdlicos alterados, que utilizan diversos mediadores, con vias metabdlicas comunes

y acelerados por varios estimulos®.

A pesar de haberse propuesto un gran nimero de teorias para explicar la progresion de
esteatosis a esteatohepatitis, todavia no comprendemos los mecanismos patogenicos
intimos de la progresion de esta enfermedad. Tampoco conocemos porqué en algunos
individuos la esteatosis hepatica permanece silente mientras que en otros es capaz de

progresar a estatohepatitis y a cirrosis sin causa aparente.

La mayoria de los estudios tienen como base la explicacion realizada por Day en 1998°,
teoria basada en dos impactos, dos “hits” o dos etapas de la enfermedad. Durante el
primer “hit” suceden una serie de acontecimientos intracelulares que determinan la
acumulacién de grasa en el higado, lo cual lo vuelve méas vulnerable a la aparicién del
segundo “hit” o dafio hepatico mediado por agentes proinflamatorios como las
citoquinas que conducen al estrés oxidativo y al dafio mitocondrial, por el que tiene

lugar la progresion de la enfermedad hacia esteatohepatitis y/o fibrosis®:.,
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3.1.2.1. Primer hit: acumulacion de grasa en el higado y resistencia

insulinica

Acumulacion de grasa

Los acidos grasos libres (AGL) surgen en el higado de tres fuentes distintas: lipolisis del
tejido adiposo (hidrolisis de AGL y glicerol de triglicéridos), fuentes dietéticas y sintesis
de novo o lipogénesis (estimulada por la hiperinsulinemia). A su vez, los AGL pueden
sufrir B-oxidacién, o pueden ser utilizados para reesterificacion de triglicéridos (TG),
que a su vez pueden ser almacenados en forma de gotitas de lipidos o exportados como

lipoproteina de muy baja densidad (VLDL).

Por lo tanto, la acumulacion de grasa en el higado puede ser el resultado del incremento
de la sintesis de grasa, el aumento de la llegada de grasa, la disminucién de la
exportacién de grasa o disminucion de la oxidacion de grasa. Si la captacion y la
sintesis supera la 3-oxidacion y la exportacion de los mismos, nos encontramos ante una

situacion de desequilibrio®? (Fig.1).

NAFLD se caracteriza por la acumulacion de TG, que se forman a partir de la

esterificacion de AGL y glicerol dentro del hepatocito.

La importacion excesiva de AGL por parte del higado puede ocurrir por un aumento de
la liberacion de TG (como se ve en pacientes obesos que pierden rapidamente peso) o
por una excesiva conversion de hidratos de carbono y proteinas a triglicéridos (como se

ve en la hiperalimentacion o en pacientes con nutricion parenteral total)®,
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Fig.1. Metabolismo lipidico en el hepatocito 1.

Resistencia insulinica

En esta primera etapa de la patogenia de la acumulacién de lipidos en el hepatocito,
parece que tiene especial importancia el papel de la resistencia insulinica. La resistencia
insulinica es la incapacidad de la insulina para mantener los niveles de glucosa
sanguineos y tisulares de manera fisioldgica. La consecuencia es que el pancreas secreta
una mayor cantidad de insulina como mecanismo compensador. La accion de la
resistencia a la insulina se manifiesta sobre todo en el tejido adiposo y en el higado,

aunque la repercusion secundaria afecta a todos los tejidos en general.

En condiciones normales, la insulina promueve la glucogénesis, la lipolisis del tejido
adiposo periférico y la lipogénesis en el higado, es decir, la conversién de los AGL de la
circulacion general en TG mediante la B-oxidacion de los mismos en las mitocondrias
del hepatocito o a traves del un proceso de reesterificacion. Los TG que asi se forman,
son excretados fuera del higado a través de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL)™,
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La hiperinsulinemia produce un aumento de la lipolisis periférica, con un aumento de
los niveles circulantes, que son captados por el hepatocito. Ademéas se produce un
incremento de la captacion de AGL por parte del higado y un aumento de la sintesis de
triglicéridos de novo. Teniendo materia prima (los AGL) en excedente, no los podemos
B-oxidar a ritmo normal (saturacion de la B-oxidacion). Ademas se ve aumentada la
produccion de TG, que ademas sufre la deficiencia de apolipoproteina B (Apo B), con lo
cual son exportados en menor cuantia. El resultado final es la acumulacion de grasa en
el higado® (Fig.2 y Fig.3).

Las particulas VLDL se forman mediante la incorporacion de triglicéridos en la (ApoB)
mediante la proteina de transferencia mitocondrial (MTP). Las alteraciones entre esta
proteina y la apoB en cuanto a sintesis y secrecion han sido propuestas como posibles
mecanismos fundamentales de la patogénesis de la disminucion de la capacidad de

exportacion de lipidos®.

S

- .,
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Fig.2. Efectos de la resistencia insulinica en el metabolismo lipidico.
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Fig.3. Esquema de los procesos bioquimicos que inducen el acimulo de acidos grasos libres en
el higado.

Donelly et al. utilizé un método de maltiples is6topos estables para demostrar que en los
individuos con NAFLD, aproximadamente el 60% de los TG hepaticos provienen de la
lipdlisis del tejido adiposo, el 26% de la lipogénesis y el 15% de la dieta'’. Contrastando
con los individuos sanos, en los que el 5% de los AGL provienen de la lipélisis del

tejido adiposo periférico.

3.1.2.2. Segundo hit: hacia la inflamacion y la fibrosis hepatica

Tras un primer impacto el hepatocito esteatdsico se vuelve mas sensible a la accion de
una serie mediadores inflamatorios (citoquinas y adipoquinas), a la disfuncion
mitocondrial y al estrés oxidativo, que a su vez conducen a la esteatohepatitis o fibrosis,

situacion irreversible (Fig.4).
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Sin embargo, el papel de los AGL en la produccién directa de lesiones hepaticas, ha
hecho modificar esta teoria. En la obesidad y en la resistencia insulinica existe un
aumento de AGL en el higado, por aumento de la lipdlisis y de la lipogénesis. Esta
situacion de hiperinsulinismo en el hepatocito bloquea la B-oxidacion y la excrecién de
acidos grasos a través de liporpoteinas VLDL, lo cual da lugar a un incremento de AGL
y de TG en el higado® (Fig.5). Actualmente hay evidencia de que los AGL pueden
causar toxicidad mediante activacion de citoquinas inflamatorias y estimulando el estrés
oxidativo y la disfuncion mitocondrial®®. La presencia de TG en los hepatocitos
(esteatosis) junto con la resistencia insulinica y la presencia de grandes cantidades de
AGL inducen una respuesta inflamatoria mediada por citoquinas, 6xido nitrico (NO),
radicales libres de oxigeno (ROS) y otros mediadores, que conducen a la produccién de
colageno, fibrosis y cirrosis hepatica. Asi pues, el hepatocito se comporta como una
fuente de mediadores inflamatorios que son liberados a la circulacion, agravando la

resistencia insulinica.

La forma menos agresiva para las células de acumular grasa es en forma de TG,

mientras que los AGL son particularmente toxicos para las células.
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Fig.5. Hipotesis de los 2 ““hits” modificada.

Por lo tanto, la progresion de esteatosis a esteatohepatitis resulta de una interrelacion de
mecanismos de estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, citoquinas proinflamatorias,
adipocinas, exceso de glucocorticoides y sobrecrecimiento bacteriano; unido todo ello a

una predisposicién genética individual (Fig.6).
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Fig.6. Esquema que resume las probables vias de progresion de esteatosis a esteatohepatitis.
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Citoquinas

La sintesis aumentada de AGL que ocurre en sujetos obesos y con resistencia insulinica,
promueve un fendmeno inflamatorio con activacion de los macréfagos. Estos sintetizan
TNF-a y citoquinas proinflamatorias como IL-6 e IL-8, las cuales provocan una sintesis
de proteina C reactiva en el propio higado. Estas citoquinas promueven activamente la

inflamacidn y pueden generar un circulo vicioso de actividad inflamatoria local.

La presencia de esteatosis esta fuertemente asociada con el desarrollo de inflamacion
hepética cronica, mediada por la activacion de la via de sefializacion Ikk-b/NF-kB. NF-
kB o factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
es un complejo proteico que controla la transcripcion del ADN. NF-kB esta implicado
en la respuesta celular frente a estimulos como el estrés, las citoquinas y otros agentes
dafinos. En su estado inactivo, el NF-kB se encuentra en el citosol formando un
complejo con la proteina inhibidora IkkB. En modelos murinos de dieta rica en grasas,
aumenta la actividad de NF-kB, que estd asociada a la elevacion de citoquinas
inflamatorias tales como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleuquina 6 (IL-6),
interleuquina 1b (IL-1b) y la activacion de las células de Kupffer®®. La inhibicion de
NF-kB especifica del higado previene la expresion de genes inflamatorios inducidos por
la dieta rica en grasas. Mientras que la hiperglucemia y la resistencia insulinica
producida por una dieta alta en grasas puede ser reproducida por sobre-expresion
selectiva de Ikk-b?. Ikk-b/NF-kB en los hepatocitos también puede ser activado
directamente por los AGL. Las citoquinas liberadas mediante esta via pueden replicar
todas las caracteristicas asociadas con la esteatohepatitis: quimiotaxis de neutrofilos,
apoptosis, necrosis de hepatocitos, formacion de cuerpos de Mallory, activacion de

células estrelladas, etc'®.

Adipogquinas

El tejido adiposo no es s6lo un sitio inerte de almacenamiento de energia, sino un
organo endocrino de secrecion activa. Las adipoquinas son citoquinas derivadas de los
adipocitos. Asi pues, las adipoquinas son hormonas sintetizadas en el propio tejido

adiposo por los adipocitos y las células del estroma, que tienen acciones muy complejas
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y todavia no bien comprendidas, no sélo en el tejido graso. Entre sus funciones se
encuentra la de regular la sensibilidad a la insulina del higado a nivel celular
(hepatocito), regulacion que se encuentra modulada, a su vez, por multitud de receptores

de membrana y citoplasmaticos®.

Entre las adipoquinas mas importantes se encuentran la adiponectina y la leptina. Otras
adipoquinas son la resistina, la visfatina y omentina, aunque probablemente hay muchas

mas.

La leptina es una hormona producida principalmente por los adipocitos maduros cuyas
acciones incluyen la regulacion de la ingesta (efectos anorexigenos sobre el
hipotalamo), la regulacidn de los gastos energéticos (aumenta el metabolismo basal), la
regulacién del sistema inmunoldgico), la promocién de la inflamacion y la fibrogénesis.
También tiene un efecto lipolitico y de disminucién de la lipogénesis. En pacientes
obesos y con NAFLD se observan niveles elevados de leptina, considerandose que los

obesos tienen un estado de resistencia a la leptina?'22,

Sin embargo, al contrario que la leptina, los niveles de adiponectina son inversamente
proporcionales al contenido de grasa corporal y se reducen en pacientes con NAFLD.
La adiponectina es antiinflamatoria y aumenta la sensibilidad a la insulina®. La
adiponectina antagoniza los efectos de TNF-o y se ha demostrado que mejora la
hepatomegalia asi como las caracteristicas bioquimicas y los parametros histoldgicos de
NAFLD.

La resistina, es otra de las hormonas producidas en el tejido adiposo. Tiene un papel
importante dentro de la respuesta inflamatoria?*, ya que incrementa la sintesis de ciertas
citoquinas proinflamatorias. Se han encontrado tambien cifras de resistina elevadas en
pacientes obesos correlacionandose con el Indice de Masa Corporal (IMC) y sobre todo
con la adiposidad visceral. También se han encontrado correlaciones positivas entre los

niveles de la hormona y la resistencia a la insulina.
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Estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial

El papel del estrés oxidativo y de la disfuncién mitocondrial en la esteatohepatitis esta
bien establecido. Estadios finales de la enfermedad se correlacionan con mayores grados
de estrés oxidativo®>2’. La B-oxidacion en condiciones normales tiene lugar en el
hepatocito en el interior de la mitocondria. En un contexto de NAFLD este proceso
puede estar saturado como resultado del aumento de AGL, dando lugar al aumento de
especies reactivas de oxigeno (ROS)?. ROS induce el estrés oxidativo, la activacion de

vias inflamatorias y el dafio mitocondrial.

Existen estudios®? que demuestran que los pacientes con NASH poseen alteraciones
estructurales mitocondriales que reflejan un defecto en la B-oxidacion de los AGL,
defectos que no se encuentran en los pacientes con esteatosis hepatica pero si en los que
tienen NASH. Asi pues, los pacientes con resistencia a la insulina que poseen estos
defectos mitocondriales presentan, a través de la formacion de ROS, la aparicion de los
fendmenos inflamatorios que ocurren en la NASH. Los ROS vy los aldehidos inducen
estrées oxidativo y muerte celular por deplecion de ATP y enzimas antioxidantes
(glutation), dafio directo al ADN y a las proteinas. Inducen la produccién de citoquinas
proinflamatorias, las cuales estimulan la quimiotaxis de los neutrofilos y finalmente
acaban activando las células estrelladas hepaticas que promueven la fibrosis al sintetizar

enormes cantidades de colageno.

Otra teoria consiste en que los ROS y los metabolitos de la peroxidacion lipidica
disminuyen la actividad de las enzimas antioxidantes (glutation) y otros antioxidantes
(vitamina E, vitamina C), haciendo mas sensibles las células al dafio por los radicales
libres. La administracion de vitamina E ha sido capaz de revertir la esteatosis hepatica
en nifios con esteatosis normalizando las enzimas hepaticas. Otro estudio demuestra que
la administracion durante 6 meses de vitamina e + vitamina C mejora la inflamacion y

fibrosis hepatica®.
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Estrés del reticulo endoplasmico y sobrecrecimiento bacteriano

Otros mecanismos implicados en la patogénesis de la esteatohepatitis incluyen el estrés
del reticulo endoplasmico y la endotoxinemia derivada del intestino'®%. El estrés del
reticulo endoplasmico puede ser causado por una gran variedad de situaciones de estrés
incluyendo la hiperinsulinemia y la hiperlipidemia, lo cual puede resultar en la
activacion de varias vias que conducen a la resistencia insulinica, la inflamacion, la

apoptosis y la disfuncion mitocondrial®.

Por otra parte, el sobrecrecimiento excesivo de bacterias intestinales se ha encontrado
con mayor frecuencia en pacientes con esteatohepatitis en comparacion con los
controles. El sobrecrecimiento bacteriano da lugar a la produccion de etanol® y a la
liberacion de lipopolisacaridos bacterianos, que pueden activar la produccién de TNF-a
por las células de Kupffer y asi inducir la inflamacion hepatica®. Esta teoria puede
explicar el inicio de la fibrosis hepatica como complicacion de la cirugia del bypass
yeyunoileal. Esta hipotesis esta apoyada por estudios que demuestran que el tratamiento
con antibioticos y probioticos puede reducir la inflamacion hepatica tanto en animales

como en seres humanos®334,

Glucocorticoides

Los glucocorticoides, tanto de fuentes exdgenas como enddgenas, son una causa bien
reconocida de NAFLD. Pacientes con sindrome de Cushing, desarollardn unas
caracteristicas metabdlicas como la resistencia insulinica y un fenotipo de obesidad
central. Es importante destacar que estos pacientes también desarollaran esteatosis
hepatica®.

Los mecanismos por los que los glucocorticoides inducen la acumulacion de grasa en el
higado incluyen la inhibicion de la B-oxidacion de los &cidos grasos y la estimulacion de
la lipogénesis en el hepatocito.
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Hierro

Algunas teorias®® mas recientes implican al aumento de la captacion de hierro por parte
del higado en la aparicion de la NAFLD, el cual puede tener un papel relevante. Prueba
de ello es que la resistencia a la insulina esté relacionada con un aumento de los niveles
de hierro en el higado. La mejoria de los niveles de hierro y ferritina séricos favorece el

control de la insulina.

Hipoxia

La hipoxia se ha preconizado como uno de los mecanismos implicados en el desarrollo
de la resistencia a la insulina y de la inflamacion. Estudios animales han demostrado
que la hipoxia reduce la secrecién de citoquinas proinflamatorias, adipocinas y factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). La compresion directa de los pequefios vasos
de los propios adipocitos aumentados de tamafio por el elevado acimulo de lipidos
pueden provocar isquemia de los tejidos por compresion mecanica, y por otra parte, los
fendmenos inflamatorios pueden producir una alteracion de la microcirculacion que
resulte en hipoxia tisular dando lugar a un metabolismo anaerobio y necrosis isquémica.
Estos fendmenos de necrosis pueden generar también una sobreproduccion de

citoquinas proinflamatorias®®.

Predisposicion genética

Aunqgue la esteatosis hepatica es comun en los pacientes con obesidad y resistencia
insulinica, s6lo una minoria progresara a estatohepatitis y a cirrosis, lo cual sugiere una
importante predisposicion genética. Los polimorfismos en los genes relacionados con el
metabolismo lipidico, la resistencia insulinica, el estrés oxidativo, las citoquinas y
adipocinas y la fibrogénesis pueden aumentar la susceptibilidad al desarrollo de

esteatohepatitis®’.
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3.1.2.3. Tercer hit: proliferacion anomala de células inmaduras

Se ha sugerido la accion de un tercer golpe o tercer “hit”® para reflejar una proliferacion
de hepatocitos. En el higado en condiciones normales, la muerte celular estimula la
proliferacion de hepatocitos que sustituyen a las células muertas y reconstituyen la
funcion normal de los tejidos. En presencia de estrés oxidativo, la replicacion habitual
de hepatocitos maduros esta inhibida, lo cual conduce a una replicacion de células
hepéaticas inmaduras o progenitoras (célula oval). La proliferacion de estas células
inmaduras esta relacionada con la fibrosis hepatica (Fig.7). En la lesion hepatica
cronica, el desarrollo de fibrosis o cirrosis depende de la eficacia en la regeneracion de

los hepatocitos.
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Fig.7. Tercer ““hit”: proliferacion anomala de células hepéticas inmaduras.
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3.1.3. EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de la EHNA no es bien conocida y probablemente esta infravalorada
debido a que una gran parte de los pacientes permanecen asintomaticos o presentan
alteraciones bioldgicas discretas, a la ausencia de marcadores seroldgicos precisos y a la

necesidad de realizar una biopsia hepética para el diagnostico definitivo.

Sin embargo sabemos que la esteatosis es una de las enfermedades hepaticas mas
prevalentes en el mundo occidental y la principal causa de hepatopatia cronica en la

poblacion general.

Suele ser asintomatica hasta que la mayor parte de las células hepéticas son afectadas
(entorno al 50 %). El hallazgo de higado graso es relativamente frecuente en la
poblacion occidental aparentemente sana, pero es extremadamente frecuente en los
pacientes que poseen los siguientes factores de riesgo: alcoholismo, obesidad,
sedentarismo, diabetes, metabolopatias, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,

ciertos farmacos y téxicos y con predominio en el sexo femenino.

3.1.3.1. Epidemiologia de EHNA en poblacién general

La incidencia de NAFLD real es motivo de controversia en la literatura®. Dos estudios
japoneses®®#° publicaron una incidencia de 31 y 86 casos respectivamente de sospecha
de NAFLD por 1000 personas/afio. Otro estudio en Inglaterra** mostrd6 menor tasa de
incidencia, con 29 casos por 100000 personas/afio. Se necesitan mas estudios para

comprender mejor la incidencia de NAFLD.

La prevalencia reportada de NAFLD varia ampliamente en dependencia de la poblacion
estudiada y la definicion usada. La prevalencia de alteraciones histologicas NAFLD es
de 20-50% en dos estudios diferentes*>** compuesto por potenciales donantes vivos del
higado. En otro estudio* en el que se fijo la prevalencia de esteatosis en funcion de
criterios ultrasonicos reportd una prevalencia de NAFLD entre 17 y 46% dependiendo
de la poblacion estudiada. En otro trabajo consistente en casi 400 personas de mediana
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edad, la prevalencia de NAFLD medida por ecografia fue del 46% vy la prevalencia de
NASH histoldgicamente confirmada fue de 12,2%*. En el Dallas Heart Study*® se
evalud la prevalencia de NAFLD medida por RM en la poblacion general, siendo del
31%. En resumen, las estimaciones de la prevalencia mundial de NAFLD oscila entre

6,3 y 33% con una mediana del 20%*.

3.1.3.2. Epidemiologia de NAFLD en grupos de riesgo

La obesidad es un factor de riesgo comun y bien documentado para NAFLD. Tanto el
IMC excesivo como la obesidad visceral son factores de riesgo reconocidos para la
NAFLD.

En pacientes con obesidad severa sometidos a cirugia bariatrica, la prevalencia de
NAFLD puede superar el 90% Yy hasta el 5% pueden tener cirrosis**’~°, Los pacientes
con DM tipo 2 tienen una prevalencia muy alta de NAFLD*. Un examen
ultrasonogréafico en pacientes con DM 11 mostré una prevalencia del 69% de NAFLD?®.
En otro estudio, 127 pacientes de 204 pacientes diabéticos presentaron infiltracion grasa
en la ecografia, y 87% de los pacientes con infiltracion grasa se confirmé mediante
biopsia el diagndstico de NAFLD,

La esteatohepatitis no alcohdlica es menos comun, afectando al 2-3% de la poblacion

occidental, y a un 37% de los enfermos obesos.

3.1.3.3. Epidemiologia en nifios y adolescentes

La prevalencia real en nifios y adolescentes es desconocida, aunque es muy elevada
cuando existe obesidad en el periodo infantojuvenil. Un estudio retrospectivo en el que
se analizaron las biopsias de 742 nifios entre 2 y 19 afios, se encontrd una prevalencia
ajustada por edad, género, raza y etnia de 9,6%. La prevalencia de higado graso

aumenta con la edad. Esta prevalencia aumento hasta el 53% en nifios obesos®2.
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3.1.3.4. Epidemiologia segun género

Muchos trabajos han demostrado que el sexo masculino es un factor de riesgo para
NAFLD**. Por ejemplo, en un estudio con 26527 individuos, la prevalencia de NAFLD

fue de 31% en varones y 16% en mujeres®,

3.1.3.5. Epidemiologia segun grupos étnicos

NAFLD ocurre en todos los grupos étnicos, aunque parece tener una menor prevalencia
en los afroamericanos en comparacion con los hispanos, europeos y americanos. Esta
diferencia esta presente aln después de ajustar para obesidad y resistencia insulinica.
Puede estar relacionada con las diferencias en la homeostasis lipidica que existen entre

las diferentes etnias®e.

3.1.3.6. Mortalidad

Los resultados a largo plazo de los pacientes con NAFLD y NASH han sido estudiados
en varios trabajos®*°8 Las conclusiones pueden resumirse en: los pacientes con
NAFLD han aumentado la mortalidad en comparacién con las poblaciones de control, la
causa mas comun de muerte en pacientes con NAFLD, NAFL y NASH es la
enfermedad cardiovascular y los pacientes con NASH (pero no NAFL) tienen un

aumento de la tasa de mortalidad relacionada con el higado.

3.1.3.7. Importancia

La presencia de esteatosis, sin enfermedad hepéatica avanzada adquiere especial
importancia en tres situaciones concretas: en el trasplante hepatico, en las resecciones

hepéticas masivas y en la progresion de la enfermedad hacia NASH.
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En el trasplante hepatico, el injerto puede no ser vélido si la esteatosis es excesiva. Los
hepatocitos esteatdsicos no responden igual a los fendmenos que suceden durante el
periodo de isquemia (fria y caliente) y de reperfusion. Las condiciones a las que se
someten los hepatocitos durante el periodo de extraccién y conservacion ocasionan
estrés metabolico celular, lo que puede conducir a una necrosis celular y por tanto
disfuncion del injerto®>®°, Un elevado porcentaje de injertos hepaticos para trasplante
son finalmente rechazados por ser considerados suboptimos. Esta circunstancia agrava
el problema de escasez de 6rganos donantes.

La presencia de esteatosis adquiere vital importancia en las resecciones hepaticas limite
0 extrema, que incluyen aquellas que precisan una isquemia prolongada de mas de 90
minutos y la exéresis de un importante volumen de parénquima hepético. Ante esta
situacion, es importante considerar las caracteristicas de viabilidad del parénquima
hepéatico remanente. La viscera restante puede no ser suficiente para el mantenimiento
de las funciones fisioldgicas hepaticas®’. Los hepatocitos esteatdsicos resisten peor los
periodos de isquemia caliente. Algunos estudios concluyen que la esteatosis hepatica
por encima del 30% influye en la duracion de la cirugia, aumenta las probabilidades de
trasfusion y se relaciona con un mayor riesgo de fallo hepatico precoz y con una mayor
mortalidad.

La tercera situacion en la que la esteatosis hepatica puede originar un problema severo
es que la esteatosis es una condicion necesaria para el desarrollo de esteatohepatitis no
alcoholica o NASH. Esta situacion se considera el estadio o fase final de la

enfermedad**.
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3.1.4. EVOLUCION DEL HIGADO GRASO

La esteatosis hepética se considera la entidad precursora de la esteatohepatitis no
alcohdlica, situacion considerada como irreversible y caracterizada por la presencia de

inflamacion y fibrosis en el tejido hepatico.

Hay ciertos factores que favorecen esta progresion®?:
e Edad > 50 afios.
e GOT/GPT>1
e GGT/GPT>1
e GPT > 2 veces normal
e |IMC>28.
e Resistencia a la insulina.
e Diabetes mellitus tipo 2.
e Hipertension.

e Hipertrigliceridemia.

Se estima que la NASH ocurre en el 20% de los pacientes con NAFLD (3-12% de la
poblacion de los EEUU).

Aproximadamente 30-40% de los pacientes con NASH desarrollara fibrosis.

Adams LA®3 comunica una regresion de la esteatosis del 29%, una estabilizacion del

34% y una progresion a fibrosis del 37%.
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3.1.5. METODOS DE DIAGNOSTICO

En la actualidad, la prueba de oro para el diagnostico de la esteatosis hepatica es el
analisis histologico mediante biopsia hepatica. Se han realizado esfuerzos encaminados
al diagnostico de la esteatosis hepatica por medio de otras técnicas menos agresivas,
pero ninguna de ellas ha conseguido unos indices de sensibilidad y especificidad ni

siquiera parecidos. La biopsia hepatica es una prueba cruenta y con elevada morbilidad.

La mayoria de las veces, el diagnostico de sospecha NAFLD se realiza de manera
casual, mediante ecografia o mediante alteraciones analiticas en las transaminasas
hepéaticas. También de manera casual se puede llegar a un diagndstico certero de
NAFLD, tomando una biopsia ante un hallazgo operatorio de un higado con

caracteristicas macroscopicas de esteatosis.

3.1.5.1. Métodos clinicos

La esteatosis es asintomatica hasta que alcanza niveles muy avanzados. No suele dar
sintomas hasta que el porcentaje de esteatosis hepatica supera el 50% del volumen

hepatico.

Debemos sospecharla en38:54;
e Pacientes obesos: aungue el indice de masa corporal total no lo podemos
correlacionar cuantitativamente con el porcentaje de esteatosis®®.
e Diabetes tipo 2 y resistencia insulinica.
e Sindrome metabdlico.
e Dislipemia.
e Sindrome de apnea obstructiva del suefio.

e Elevacion cronica de AST y ALT sin causa evidente.

Al inicio produce sintomas muy inespecificos como astenia, dolor en hipocondrio
derecho o plenitud géastrica (30-40%). En casos mas avanzados puede dar sintomas

como la hepatomegalia blanda (55-85%). Una vez que la cirrosis se desarrolla, se
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pueden identificar signos como ascitis, telangiectasias o0 araflas vasculares,

esplenomegalia, eritema palmar, etc. (5-10%).

3.1.5.2. Examenes de laboratorio

Existen diferentes parametros bioquimicos de la funcién hepética y marcadores
serologicos, que pueden establecer un diagnéstico de sospecha de esteatosis hepatica.
Incluso el uso de estos marcadores sanguineos nos puede ayudar a diferenciar la
esteatosis hepatica alcohdlica y la no alcohdlica. En los ultimos afios se han
desarrollado diferentes sistemas de puntuacion o scores no invasivos disefiados para
incrementar la deteccion de NAFLD, con poca adherencia de los profesionales en la

practica clinica.

A pesar de que la prevalencia de NAFLD y NASH es alta en la poblacion general, no
hay regimenes de deteccion aceptados en la poblacion o screening poblacionales, ni si

quiera en los pacientes con riesgo elevado.

Asi pues disponemos de una serie de datos bioquimicos que nos pueden ayudar en el
diagnostico de NAFLD: parametros de funcion hepéatica, marcadores serologicos y

sistemas de puntuacion no invasivos.

Parametros de funcion hepatica

e Elevacion de transaminasas (aspartatoaminotransferasa o AST vy
alaninoaminotransferasa 0 ALT). La mayoria de los pacientes tienen una
proporcion AST/ALT <1. En estadios posteriores de la enfermedad, esta
proporcién puede revertirse, por lo que AST/ALT >1 no excluye NAFLD.
Aungue los pacientes con NASH suelen tener una ALT elevada, el nivel de ALT
casi normal no excluye NASH®®. Por lo tanto, ALT se considera un marcador
poco sensible. Ademas no existe una correlacion cuantitativa en las cifras de
ALT vy la severidad de la NAFLD. La obtencion de ALT y AST aleatorias en
pacientes con sindrome metabdlico o diabetes puede ser razonable dada la alta
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carga de morbiliad en esta poblacion®. ElI 50% de los pacientes con NAFLD
tienen enzimas hepaticas normales y hasta el 80% de los pacientes con NASH
pueden ser identificados en base a la elevacién de transaminasas.

e Enzimas de colestasis (gammaglutiltransferasa o GGT y fosfatasa alcalina o FA):
pueden estar ligeramente elevadas.

e Bilirrubina (B): permanece normal a menos que la enfermedad hepética sea
avanzada.

e Hipoalbuminemia y trombocitopenia: indica la presencia de cirrosis o
hipertensién portal y pueden ser los hallazgos de laboratorio primarios en
pacientes con fibrosis avanzada.

e Sobrecarga férrica / heterocigotos gen HFE.

Marcadores serologicos

La citoqueratina-18 (CK18) es una de las proteinas fibrosas que forman los filamentos
intermedios del citoesqueleto en las células hepéticas, considerada como un marcador
de la apoptosis hepatocelular presente en la NAFLD®"%. En un estudio inicial en
HongKong®® con diagnostico de NAFLD probado por biopsia con 157 pacientes, el area
bajo la curva ROC (AUROC) para CK18 fue de 0,90 para detectar la esteatosis (lo cual
quiere decir que existe un 90% de probabilidad de que el diagnostico realizado a un
enfermo de esteatosis sea méas correcto que el de una persona sana escogida al azar). Sin
embargo un estudio grande muy reciente realizado en Estados Unidos®’ con 318
pacientes informé de un AUROC considerablemente menor (0,77). En una cohorte de

Alemania® se observaron resultados similares.

El Factor de Crecimiento de Fibroblastos 21 (FGF21) esta implicado en la regulacion
del metabolismo de la glucosa y de los lipidos™®3. Los pacientes con esteatosis tienen
niveles elevados de FGF21, que también se correlacionan con el grado de esteatosis’®"2,
En un estudio prospectivo reciente, los niveles de FGF21 predecian de manera
independiente el desarrollo de esteatosis’®. Sin embargo, en un estudio comparativo, la
medicion de los niveles de FGF21 fue menos preciso para diagnosticar la esteatosis que
CK187,
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Sistemas de puntuacion

Se han desarrollado diferentes sistemas de puntuacién con variables clinicas y de

laboratorio para identificar a los pacientes NAFLD.

indice de higado graso (FLI) es el indice mas prometedor, probablemente. Incorpora los
siguientes pardmetros: IMC, circunferencia de cintura y niveles séricos de TG y GGT.
En un estudio realizado en la poblacion general, este algoritmo tenia un AUROC de

0,84 para detectar la esteatosis’™.

Lipid Accumulation Product (LAP) es un algoritmo aun mas simple que tiene en cuenta
el sexo, la circunferencia de la cintura y los niveles de TG en ayunas. Sin embargo, en la
misma poblacion donde se desarroll6 el FLI, LAP tuvo una menor AUROC para la

identificacion de esteatosis (0.79)".

indice de esteatosis hepatica: es otro algoritmo que incluye otro grupo de biomarcadores
como el sexo, la historia de DM tipo IlI, el IMC, ALT, AST. Su AUROC para
diagnosticar esteatosis fue de 0,81, definiendo la presencia de higado graso mediante

ultrasonidos’®.

SteatoTest: incluye niveles de a-2 macroglobulina, apolipoproteina A-1, haptoglobina, B
total, GGT, glucosa en ayunas, TG, colesterol y ALT ajustados por edad, sexo e IMC.
Ademas del coste economico que supone realizar este test, su sensibilidad y su

especificidad son bastante limitadas (69% Yy 74% respectivamente)’’.

En resumen, entre los marcadores seroldgicos que han sido evaluados para la deteccion

de esteatosis, la medicion de los niveles de CK18 y el FLI parecen ser mas exactos.

Existen también una serie de scores que combinan diferentes parametros para distinguir
NASH de NAFLD.
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BARD score tiene en cuenta el IMC, la relacion AST/ALT vy la presencia de DM tipo 2.
Tiene un valor predictivo alto para excluir la fibrosis (estadio 3-4) en una poblacion de
pacientes obesos de Estados Unidos’®. Esta puntuacion fue validada en una poblacion
polaca, donde mostré niveles similares, con un valor predictivo negativo (VPN) de
97%"°.

NAFLD fibrosis score es otro sistema de puntuacion que valora la edad, el IMC, la
hiperglucemia en ayuno, el recuento de plaquetas, la albimina y la relacién AST/ALT.
Tiene un AUROC de 0,82 para detectar fibrosis avanzada en un estudio realizado en
Estados Unidos (N=733)%. En otro estudio con 162 pacientes con NAFLD, este score

tuvo un VPN de 91% vy evitd la necesidad de un 79% de biopsias.

Fibrosis-4 score (FIB-4) parece ser el sistema de puntuacién més prometedor para
distinguir NAFLD de NASH. Incorpora la edad, AST, ALT y plaquetas. En un estudio
comparativo en Reino Unido (N=145), el FIB-4 tuvo una AUROC para detectar la
fibrosis avanzada en comparacion con AST/ALT, NAFLD fibrosis score, BARD y APRI
de 0.86, 0.83, 0.81, 0.77 y 0.67 respectivamente®’.

Otros Scores que se han desarrollado para el diagnéstico diferencial de NASH y
esteatosis que se han estudiado de manera menos extensa son: FibroMeter NAFLD,
KOELN-Essen index, NAFLD liver fat score, NASH score, FibroTest-FibroSURE,
NashTest, etc.

En resumen, se han desarrollado un gran numero de algoritmos para el diagnostico
diferencial de esteatosis y NASH. Entre los algoritmos existentes, el FIB-4 parece ser el
mas preciso. Ademas este algoritmo ha sido validado en varios estudios y comprende
variables facilmente disponibles y de bajo costo. Algoritmos mas elaborados y costosos

parecen ser menos exactos que FIB-4.
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3.1.5.3. Métodos radioldgicos

Ecografia

La ultrasonografia es un método diagndstico accesible, barato e inocuo para evaluar la
presencia de esteatosis. Tiene dos inconvenientes, el primero es que se trata de una
exploracién observador dependiente, con una gran variabilidad entre observadores y el

segundo es que no aporta datos sobre la fibrosis.

La infiltracion grasa hepatica aumenta la ecogenicidad, aumentando la interfase entre
las gotas de grasa y los hepatocitos®?. Este aumento de ecogenicidad se produce
fundamentalmente en la esteatosis macrovesicular. Los grados ecograficos de higado
graso se relacionan con el grado de acumulacion grasa macrovesicular, no asi la

acumulacién microvesicular.

Los cambios ecograficos que se observan en el higado con infiltracion grasa suelen ser
aparentes a partir de una esteatosis del 15-20%, y son los siguientes®:

e Hepatomegalia.
e Hiperecogenicidad del parénquima hepatico.
e Atenuacion ecogréfica en las areas capsulares.

e Mala visualizacién de las paredes de la vesicula biliar, venas suprahepaticas y

diafragma.
¢ Dilatacion aparente de venas portales y conductos biliares.

o Diferencia hepatorrenal o diferencia en la ecogenicidad existente entre el higado

y la corteza del rifidén derecho (Fig.8).

e Borrosidad de la vena hepatica y de la vena porta.
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Fig.8. Ecografia hepatica: Higado con ecos refringentes, comparados con el rifién.

La diferencia hepatorrenal o la vision borrosa de la vena hepética tiene una sensibilidad
similar a la hiperecogenicidad para el diagnostico ecografico de esteatosis. Sin embargo,
otras caracteristicas como la visién borrosa de la vena porta, tiene menor sensibilidad

para el diagnostico de esteatosis que la hiperecogenicidad®?.

En un estudio reciente en 79 pacientes de Estados Unidos (21 pacientes con NAFLD)
gue se sometieron a ecografia hepéatica y a biopsia hepatica, la sensibilidad (S) y la
especificidad (E) de la ecografia para detectar la esteatosis macrovesicular mayor del
5% fue de 82 y 100% respectivamente. En pacientes con esteatosis macrovesicular >
20% la S se incremento hasta el 96% y la E bajo a un 98%. Sin embargo, laS vy la E
para detectar la esteatosis microvesicular fue solo del 59 y 74% respectivamente®. En
pacientes con esteatosis microvesicular > 20% la S s6lo aumentd hasta un 67% y la E

bajo hasta un 66%°.

En un estudio de 94 pacientes con NAFLD, el AUROC de la ecografia como método
diagnostico de esteatosis hepatica fue de 0.98. La S y la E en este estudio fue del 92 y
100% respectivamente®?,
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En un metaanalisis de 49 estudios (N=4720), el AUROC para la ecografia fue de 0.93
para la deteccion de esteatosis, con una sensibilidad y especificidad del 85 y 94%

respectivamente®,

El diagnostico ultrasonografico de la esteatosis hepatica es cualitativo, distinguiendo

tres grados ecograficos de esteatosis:

e Grado 1 o deposito leve: menos de 33% de esteatosis. Se observa un higado
hipoecogeénico con un leve incremento de los ecos finos y buena visualizacion

de los vasos intrahepaticos y del diafragma.

e Grado 2 o deposito moderado: esteatosis entre 33-66%. Se observa un
incremento moderado de los ecos finos con cierta dificultad en la visualizacion

de los vasos intrahepaticos y el diafragma (Fig.9).
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Fig.9. Ecografia hepatica de un higado con grado 2 de esteatosis.

e Grado 3 o depdstivo severo: esteatosis mayor de 66%. Se observa un marcado
incremento de los ecos finos intraparenquimatosos con ausencia de visualizacion

de los vasos intraparenquimatosos o del diafragma (Fig.10).
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Fig. 10. Ecografia hepética de un higado con esteatosis grado 3.

Los patrones de acumulacion de grasa en el higado pueden adquirir distintas formas®:

e Patron difuso: distribucion homogénea de la esteatosis en toda la viscera. Es el

mas frecuente.

e Patrdn focal: focos de esteatosis sobre un fondo de tejido hepatico normal. Es el
segundo mas frecuente. Los depdsitos pueden ser escasos 0 multifocales. La
acumulacién suele ser subcapsular (lo mas frecuente) o perivascular. Puede

Ilevar a un diagnostico erroneo de metastasis hepatica.

e Patron difuso con parches sanos: focos de tejido hepatico sano inmersos en un

fondo de parénquima esteatdsico.

e Patron multifocal: acimulo de multiples focos diseminados a lo largo del
parénquima en localizaciones al azar, son facilmente confundibles también con

metastasis hepatica.

Tomografia computarizada (TC)

La TC con contraste proporciona una evaluacion objetiva de la presencia de esteatosis,
aunque se trata de un método diagnostico méas caro que la ecografia y expone al

paciente a radiacion.
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Se basa en que la atenuacion normal del bazo es 8-10 HU (Unidades Hounsfield) menos
que el higado, lo que permite contrastar las densidades de las dos visceras®*. Si
observamos una atenuacion mas baja que el bazo esto indica una infiltracion grasa del

higado o esteatosis (Fig.11).

Fig.11. TC hepético con contraste donde se aprecia la diferencia de atenuacion entre el higado
y bazo.

Es importante resaltar que el TC sin contraste no es capaz de apreciar los cambios
esteatdsicos, ya que no se puede apreciar la diferencia de densidad del higado con

respecto al bazo (Fig.12).

Fig.12. Alaizda TC sin contraste donde no se puede discernir entre la densidad del
higado con respecto al bazo. A la dcha, sin embargo, la administracion de contraste
intravenoso permite apreciar esta diferencia.
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Otra limitacion de la TC como método diagndstico de esteatosis hepatica es que se
necesitan grados de infiltracion grasa elevados para apreciar esta diferencia de contraste
entre el higado y el bazo. En un estudio comparativo, la TC fue menos precisa que la
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y espectroscopia de RMN (MRS) para
identificar la esteatosis > 5%, mientras que estos dos ultimos métodos tuvieron una
precision similar (AUROC 0.65, 0.88 y 0.85 respectivamente)®. Notablemente, en
grados mas altos de esteatosis (>30%) la precision de los 3 métodos fue similar
(AUROC 0.92, 0.99 y 0.91 respectivamente)®®.

Hay autores que evaltan la L/S ratio (ratio de atenuacion entre higado y bazo) y el
punto de corte que aconsejan para excluir a aquellos pacientes con mas que moderada

esteatosis seria 1.187.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La RMN tiene una precision excelente para el diagndstico de esteatosis, que es similar a
la precision obtenida por espectroscopia de RMN (MRS) y superior a la de la ecografia
o la TC. Ademas tiene la ventaja de que es un método no invasivo, que no utiliza
radiacion, y que permite medir el grado de infiltracion grasa, incluso en esteatosis <
3%33. El inconveniente de esta técnica, es que se trata de un método de diagndstico caro,
y que no permite diferenciar la presencia de fibrosis ni diferenciar NAFLD de NASH®E,
La sensibilidad y especificidad para la deteccion de esteatosis hepatica > 5% es de 76-

90% y 87-91% respectivamente.

Mediante RMN podemos evaluar diversos aspectos de la anatomia hepatica®®:
e Grado de esteatosis hepatica: clasifica los grados de acumulacion de la grasa en
la viscera hepética en:
o0 Esteatosis leve: intensidad de sefial del higado mayor que la del muasculo
paravertebral y mas baja que la del bazo.
o0 Esteatosis media: intensidad de sefial del higado mayor o igual que la del

musculo paravertebral y bazo.
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o Esteatosis moderada-grave: intensidad de sefial del higado més baja que
la del musculo paravertebral y del bazo (Fig.13).
e Presencia de anomalias focales o difusas.
e Estimacion volumétrica del higado.

e [nformacién sobre variaciones anatémicas.

Fig. 13. Imagen de RMN que muestra eteatosis severa (intensidad de sefial del higado més baja
que musculo paravertebral y bazo).

Los fallos de la RM se producen por: la infiltracion grasa del musculo, el edema

muscular, la fibrosis y la incorrecta eleccion de la region a comparar y evaluar.

Espectroscopia de RMN (MRS)

La MRS es un uno de los métodos més precisos para el diagndstico de esteatosis®.
Aporta informacion sobre la composicion quimica del higado sano y del higado graso,
siendo util en el seguimiento de la respuesta al tratamiento de pacientes con trastornos
metabdlicos como la obesidad asi como para el diagnostico prequirtrgico en el
trasplante®. Se trata de una prueba observador-independiente, ademas requiere
experiencia por parte del radiélogo para interpretar los resultados. Se trata de una
prueba réapida®2. Sin embargo esta prueba tiene desventajas importantes, como la
disponibilidad limitada y el alto coste. Algunos estudios han demostrado que un estado
de fibrosis avanzada puede interferir en la precision de esta prueba®. Algunos estudios,
incluidos un metaanalisis de 2011 concluyen que la MRS es el método no invasivo mas

preciso para el diagnostico de esteatosis hepatica®.
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Elastografia

Los métodos diagnosticos descritos hasta ahora nos permiten realizar un diagndstico de
infiltracion grasa del higado, pero no diferencian estadios mas avanzados de
inflamacion cronica o fibrosis. La elastografia es un método diagnostico no invasivo
que nos permite diferenciar la esteatosis hepatica de la esteatohepatitis y de cirrosis.
Este estudio se realiza utilizando ecografia o RMN. ElI método ecografico mas
empleado es la ecografia de transicion o Fibroscan®. Dispone de una sonda emisora-
receptora que emite dos tipos de ondas: una onda pulsatil vibratoria que penetra en el
tejido hepatico y una onda de ultrasonidos que capta la velocidad a la que se propaga la
primera onda. El transductor se coloca sobre el 16bulo derecho del higado a través de un
espacio intercostal y produce una vibracion que genera una onda, que se transmite hasta
el higado. La velocidad de la onda se correlaciona directamente con la rigidez hepatica.
La méaquina procesa la informacion y genera en una pantalla de video una imagen
correspondiente a la onda elastica con un valor de rigidez hepatica medido en
kilopascales (kPa). Si la onda vibratoria viaja lentamente quiere decir que el tejido del
higado es eléstico, si la onda viaja rapido quiere decir que el higado es poco elastico o
existe fibrosis, por lo que el valor final es alto. Los valores de elasticidad que puede
detectar el Fibroscan estan comprendidos entre 2,5 y 75 kPa. Una persona sana obtiene

un valor en torno a 5,5 kPa®*.

Mediante esta técnica podemos diferenciar 4 grados de enfermedad hepatica siendo FO

ausencia de fibrosis y F4 cirrosis hepatica®.

En un gran estudio con 246 pacientes diagnosticados de NAFLD, elastografia tuvo una
AUROC de 0.84 y de 0.93 para la deteccion de la fibrosis significativa y severa

respectivamente®.

Esta prueba tiene limitaciones y es menos precisa para los pacientes con obesidad. La
obesidad no so6lo obstaculiza la medicién de la rigidez hepética, sino que aumenta la
rigidez hepatica independientemente de la presencia de cirrosis. Para superar esta
limitacion en pacientes obesos, se ha desarrollado la sonda XL, que genera una

frecuencia y amplitud de onda mayor. La vibracion es de mayor profundidad®’.
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3.1.5.4. Biopsia hepética. Analisis histoldgico

Biopsia hepatica

Actualmente, la biopsia hepética se considera el gold standard del diagndstico de la
esteatosis hepatica, aunque supone una prueba cruenta no exenta de riesgos. La alta
prevalencia de NAFLD en la poblacion y las limitaciones, riesgos y costes de la biopsia
hepéatica, han llevado a los investigadores a buscar métodos no invasivos para
diagnosticar y establecer una etapa evolutiva de esta enfermedad. La técnica ideal seria
inocua, barata, reproductible, capaz de diagnosticar el espectro completo de NAFLD
(desde cambios inflamatorios cronicos hasta cirrosis) y que permita realizar un
seguimiento con la intencion de ver los cambios generados por el tratamiento.
Diferentes métodos incluyendo marcadores séricos y pruebas de imagen se han
investigado recientemente y aunque se han realizado importantes avances en estos
campos, aunque ninguno de ellos ha podido reemplazar a la biopsia hepatica como

prueba diagnostica de certeza de la esteatosis hepatica®.

Indicaciones

Las indicaciones generales para realizar una biopsia hepatica en pacientes con sospecha
de NAFLD son: confirmar o excluir el diagndstico, diagnosticar otras enfermedades
hepéticas y determinar el grado de dafio hepatico para iniciar tratamiento y establecer un
prondstico. Recientemente se han publicado unas indicaciones mas especificas. De
acuerdo con las directrices de la Asociacion Americana para el Estudio de la
Enfermedad Hepatica (AASLD): la biopsia hepéatica debe reservarse para los sujetos
que pueden obtener un beneficio del diagndstico certero, como los pacientes con
diagnosticos potencialmente curables, para los nifios con diagndstico poco claro o para
los sujetos a los que se esté considerando un tratamiento®. La Asociacion Europea para
el estudio de la Enfermedad Hepética recomienda biopsia hepatica en todos los sujetos
sometidos a cirugia bariatrica®. No obstante, la realizacion de una biopsia hepatica a los

pacientes con sospecha de NAFLD sigue siendo un tema polémico en la practica clinica.
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Hay estudios que apoyan el valor de la biopsia hepatica. Skelly % mostr6 que de 354
pacientes biopsiados, con alteraciones en las pruebas de funcién o de imagen hepatica,
el 66% tenia higado graso (50% de ellos tenian esteatohepatitis) y el 19% tenian otras
causas tratables de hepatitis incluyendo hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria,
hemocromatosis o enfermedad hepética alcohdlica. Un estudio méas reciente de
Gaidos'® demostré un beneficio a largo plazo de supervivencia en pacientes con

NAFLD que se habian sometido a biopsia hepatica precoz.

Limitaciones

La principal limitacion de la biopsia hepatica, es que se considera un procedimiento
cruento e invasivo. Las potenciales complicaciones que pueden ocurrir aun en
condiciones ideales son el dolor, el sangrado menor y mayor (0,3%), la perforacién de
6rganos (en casos de biopsia a ciegas) y la muerte (se ha notificado en el 0.01%)0%192,
Actualmente, la mayoria de las biopsias hepaticas se realizan guiadas por ultrasonidos,
por lo tanto es dependiente de la experiencia del radidlogo que la realiza, siendo la

experiencia un factor importante de éxito.

El tamafio de la biopsia debe ser de al menos 1.6 cms de longitud con 1.2-1.8 mm de
diametro, lo cual representa aproximadamente 1: 50000 del érgano entero. Otra
limitacion supone la diferente distribucion de la esteatosis y de la fibrosis dentro del
higado. Por ejemplo el tejido hepéatico subcapsular generalmente es mas fibrotico y el
I6bulo hepatico izquierdo tiene zonas portales mas amplias cerca de la capsula que el
I6bulo derecho. Por lo tanto, es importante que las biopsias se realicen de manera

similar y en la misma region del higado'®,

La experiencia del pat6logo también juega un papel importante en el diagnostico de
NAFLD. Kleiner'® realizé un estudio sobre 32 biopsias de adultos examinadas por 9
patdlogos. No se observaron diferencias interobservador en la cuantificacion de
esteatosis y de la fibrosis, pero si hubo diferencias en cuanto al diagnéstico de la
inflamacidn cronica y la localizacion de la esteatosis. Otros estudios similares tuvieron

las mismas conclusiones®®.
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Métodos de tincion de la biopsia hepatica

La tincién més habitual para el estudio de la esteatosis en biopsia hepética es la tincion
de hematoxilina-eosina (HE). Existen otros métodos de tincion como el tricrémico de
Masson (TM), que permite apreciar mejor las zonas de fibrosis hepatica (Fig.14); la
tincion de Van Gieson (Fig.15) y la tincién con rojo Sudan, que tifie la grasa de color
rojo (Fig.16).

Fig. 14. Tricrémico de Masson 200x: las zonas de fibrosis hepética se observan de color azul.

Fig.15. Tincion de Van Gieson.

Fig. 16. Tincion de rojo Sudan: se observa la grasa de color rojo.
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En el higado esteatésico podemos encontrar los siguientes signos histoldgicos:
presencia de granulomas (Fig.17) y cuerpos acidofilos, degeneracion hialina de Mallory
en el citoplasma (Fig.18), presencia de megamitocondrias y aumento de la

concentracion intrahepatica de hierro.
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Fig. 18. A la izquierda cuerpos de Mallory (HE 600x). A la derecha cuerpos de Mallory
(TM 600x).
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Medicidn de la esteatosis hepatica y clasificacion anatomo-patoldgica

Histoldgicamente, la valoracion de la estetosis hepética se realiza primero de un modo
cualitativo en el que se valora la distribucion el 16bulo hepatico y el tipo de estetosis.

La localizacion de la esteatosis inicialmente suele ser centrolobulillar, quiere decir en
torno a la vena centrolobulillar (Fig.19). Es menos frecuente observar una distribucion
de la esteatosis en torno a los espacios porta o periportal (Fig.20). Cuando la esteatosis
esta muy establecida suele ser panacinar'® (Fig.21). En periodo de resolucion, la

esteatosis suele ser irregular o azonal.

Fig.19. Esteatosis centrolobulillar. Se observa la disposicion de los hepatocitos con
degeneracion grasa en torno a la vena centrolobulillar.
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Fig.20. Esteatosis periportal. Se observa la disposicion de los hepatocitos con degeneracién
grasa distribuidos en la periferia del lobulilo hepatico.
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Fig.21. Esteatosis panacinar

El analisis histoldgico puede mostrar 2 tipos de esteatosis:

e Esteatosis microvesicular: cuando el citoplasma de los hepatocitos contiene
muchas y pequefias inclusiones grasas permaneciendo el nGcleo en el centro de
la célula (Fig. 22). La estatosis microvesicular puede tener una distribucion
irregular hasta en un 10% de NASH, y se ha demostrado en un estudio que esta

asociado a los hepatocitos en globo y a la fibrosis avanzada.

B AT e MR AR i TN T

Fig.22. Esteatosis microvesicular: citoplasma de los hepatocitos ocupado por pequefias
gotas de grasa.
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o Esteatosis macrovesicular: cuando el citoplasma de los hepatocitos contiene una
larga vacuola grasa que desplaza el ndcleo a la periferia. Pequefias gotas de
lipidos a menudo forman gotitas alrededor de las gotas mas grandes y al final
convergen en una macrogotula. Aunque en esta forma de esteatosis se pueden
observar pequefias gotas, no se debe confundir con la esteatosis microvesicular.

Fig.23. Esteatosis macrovesicular: se observan hepatocitos esteatdsicos (macrovesiculas) en
todo el campo

En segundo lugar se realiza el andlisis cuantitativo de la pieza o la estimacion del
porcentaje de hepatocitos afectados por vacuolas grasas. La cuantificacion de la
esteatosis se realiza valorando el porcentaje de hepatocitos que presentan vacuolas de
lipidos en relacién al total de hepatocitos en una muestra hepatica tefiida con HE,
expresandose en %. Esta valoracion, aunque totalmente subjetiva por parte del patélogo,

estd muy extendida en la mayoria de laboratorios.

La cantidad de hepatocitos afectados visualizados en la biopsia hepatica permite realizar
una clasificacion histopatologica:

o Normal (<5 % de los hepatocitos del tejido examinado).

o Leve (<30 % de los hepatocitos del tejido examinado).

e Moderada (30-59% de los hepatocitos del tejido examinado).

e Grave (>60% de los hepatocitos del tejido examinado).
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Sin embargo existen diferentes métodos de analisis cuantitativo®’:

Cuantificacion directa: cantidad de lipidos en una muestra de tejido hepatico.
Los lipidos son extraidos de la muestra por disolucion y son cuantificados
expresandose las cifras por miligramo de tejido hepatico. Aunque se trata el
método mas fidedigno, no es utilizado en la practica clinica habiutal.
Semicuantitativo'®: el patdlogo estima el area de la biopsia que estad ocupada
por grasa, expresando el resultado en porcentaje. Este método es rapido y
sencillo, pero limitado por la subjetividad del patélogo. Varia segun las escalas
de graduacién y no se presenta como una variable continua, lo que dificulta la
comparacion entre estudios. Para ello se han intentado disefiar los programas
informaticos y lectores Opticos automaticos que permiten medir la esteatosis
como variable continua y reducir la variabilidad interobservador.

Cuantificacion mediante analisis asistido por ordenador!®®. Con el empleo de
programas informaticos y lectores Opticos autométicos que calculan el
porcentaje medido en varios campos. Recientemente se estdn desarrollando
procedimientos automaticos computerizados utilizando diferentes software
comercializados para el analisis digital de las imagenes histoldgicas. Estos
sistemas evitan la valoracion subjetiva del patdlogo, ya que el programa de

imagen es capaz de discernir el area de tejido realmente ocupada por los lipidos.

Medicion de la estatohepatitis

Hay una constelacion de lesiones histopatoldgicas necesarias para el diagnéstico de

esteatohepatitis. Estas incluyen:

Presencia de esteatosis

Inflamacion (lobulillar y portal). La inflamacién lobulillar es mas frecuente que
la inflamacion portal portal en NAFLD del adulto no complicado. Es
principalmente mononuclear, pero también incluye células de Kupffer,

microgranulomas y lipogranulomas.
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e Degeneracion baloniforme de los hepatocitos o hepatocitos en globo: aparecen
como hepatocitos agrandados con una apariencia floculada y despejada del
citoplasma, con bordes citoplasmaticos irregulares. A menudo su nucleo es
hipercromatico (Fig.24). La balonizacion de hepatocitos se ha demostrado que
se correlaciona con el dafio oxidativo y la pérdida de la estructura normal del
citoesqueleto. Los hepatocitos balonizados son mas frecuentes en la zona central
del lobulillo.
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Fig.24. Hepatocitos balonizados (HE 600x).

El estudio de la esteatohepatitis se basa en la clasificacion propuesta por Brunt et al de

la actividad necroinflamatoria y de la fibrosis!*

Actividad necroinflamatoria:
e Grado |
0 Esteatosis > 66%
o Balonizacion de los hepatocitos en la zona 3 de forma ocasional
o Inflamacién intralobular: infiltrados de PMN y/o linfocitos
o]

Nula o escasa inflamacion portal
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e Grado Il
o Cualquier grado de esteatosis
o Balonizacion de los hepatocitos obvia, predominantemente en la zona 3
o Inflamacidn intralobular: PMN e inflamacion cronica.
o Inflamacion portal leve o moderada
e Grado Il
0 Esteatosis panacinar
o Balonizacion y desorden evidente, predominante en zona 3
o Inflamacidn intralobular: PMN e inflamacion cronica.
o Inflamacidn portal leve 0 moderada
e Grado Il

Esteatosis panacinar

o]

o Balonizacion y desorden evidente, predominante en zona 3
o Inflamacidn intralobular: PMN e inflamacion cronica
o]

Inflamacion portal moderada

Grados de fibrosis:
e Grado 1: fibrosis perisinusoidal
e Grado 2: fibrosis perisinusoidal y fibrosis periportal
e Grado 3: estadio 2 y puentes de fibrosis (Fig.25)

e Grado 4: cirrosis

Fig.25. Esteatosis macro y microvesicular con arguitectura desestructurada con importante
fibrosis periportal y perisinusoidal (TM 10x).
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3.1.6. TRATAMIENTO

El objetivo del tratamiento de la esteatosis hepatica consiste en mejorar la infiltracion
grasa del higado y prevenir la fibrosis. El tratamiento de la esteatosis hepatica una vez
instaurada se consigue fundamentalmente mediante restricciones dietéticas y cambios
en el estilo de vida. Se han utilizado también los farmacos empleados en el tratamiento
del sindrome metabolico (antidiabéticos, estatinas...). Recientemente se ha demostrado
la eficacia de diversos agentes antioxidantes en el tratamiento de la esteatosis hepatica,
como la Vitamina E y la melatonina. No existe hoy en dia un tratamiento especifico,

inocuo y eficaz para tratar la esteatosis hepatica.

3.1.6.1. Cambios en el estilo de vida

Se ha demostrado que la pérdida de peso de un 5-10% mejora la resistencia insulinica,
los niveles de enzimas hepaticas y el dafio histologico hepatico. La mejor evidencia de
ello, se encuentra en un estudio controlado y aleatorizado llevado a cabo por Promrat et

al '111

en 31 pacientes obesos con NASH. En este ensayo se demostrd que aquellos
pacientes que consiguieron una pérdida de peso mayor al 7% mediante dieta y actividad
fisica tuvieron una mejoria de la esteatosis hepatica a nivel histoldgico (disminucién del
grado de esteatosis, necrosis e inflamacion, disminucion de la balonizaciéon de los

hepatocitos y del NAFLD Activity Score).

Todavia no hay suficiente evidencia que demuestre qué tipo de dieta especifica debe
seguirse para lograr el mejor resultado. La dieta mediterranea parece ser la mejor opcién
para el tratamiento de NAFLD/NASH!2, La dieta mediterranea se caracteriza por la
abundancia de alimentos vegetales y cereales, como verduras verdes y amarillas,
ensaladas, legumbres, pan, pastas, frutas y nueces. El aceite de oliva es la principal
fuente de grasa y la ingesta de pescado, aves, productos lacteos y huevos es moderada.
Ademas se consumen diferentes cantidades de vino durante las comidas. Las grasas
animales utilizadas en mantequilla, crema y manteca de cerdo no estan incluidas en esta

dietal®®. Un estudio en una poblacidn resistente a la insulina con NAFLD mostré que
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incluso sin pérdida de peso, la dieta mediterranea reduce la esteatosis hepatica y mejora
la sensibilidad a la insulina’*, Recientes revisiones sistematicas y metaanalisis
demuestran que la adhesion o la adopcion de un régimen dietético mediterraneo
presenta un efecto beneficioso sobre la prevencion y la resolucion del sindrome
metabolico, asi como sobre los parametros metabdlicos individuales?'>, Ademas la
reducciéon de la fructosa en la dieta puede ser beneficiosa. La ingesta diaria de fructosa
se asocia con una reduccion de la esteatosis hepatica, pero aumenta la fibrosis, y enlos
adultos mayores se asocia con infiltracién inflamatoria hepética y balonizacion de los
hepatocitos!'®'’. Malaguarnera et al.'*® demostraron que algunos probidticos tienen
efectos beneficiosos como complementos terapéuticos en los pacientes con NAFLD.
Sus resultados mostraron que, comparado con la modificacion del estilo de vida sola,
Bifidobacterium longum junto con oligosacéridos de fructosa y modificacion del estilo
de vida condujeron a reducciones significativamente mayores en la esteatosis y el indice
de actividad de la NASH. Curiosamente, los efectos metabdlicos del consumo de café
también han atraido gran interés. Algunos datos preliminares sugieren que el consumo
de café esta asociado con la mejora de la NASH. Sin embargo, el mecanismo exacto de

estos efectos beneficiosos alin no se conoce y se necesitan mas estudios**®.

Se ha demostrado que la realizacion de actividad fisica, independientemente de la
pérdida de peso, reduce la esteatosis hepatica'?®. Hallsworth et al.*?! realizaron un
estudio en pacientes con NAFLD sobre el efecto del ejercicio fisico en los niveles
serologicos de lipidos. La realizacion de ejercicio fisico aerdbico durante 8 semanas (3
veces por semana durante 45-60 minutos) redujo los niveles sanguineos de lipidos,
redujo la oxidacion lipidica y mejoro la resistencia insulinica. Una revision realizada
por Thoma et al.1?? analizaron 23 estudios utilizando la modificacion de la dieta, la
actividad fisica o una combinacion de ambas. Encontraron que las modificaciones de
estilo de vida que condujeron a la reduccion de peso y/o aumento de la actividad fisica,
reducia la grasa hepatica y la resistencia insulinica. En resumen, los cambios en el estilo
de vida que conducen a una pérdida de peso 0 a un incremento de la actividad fisica,
reducen los niveles de enzimas hepéticas, mejoran la histologia hepatica, mejoran la
resistencia insulinica y la peroxidacion lipidica'?®®. La pérdida de al menos 3-5% del

peso corporal parece mejorar la esteatosis, pero una mayor pérdida de peso de hasta el
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10% puede mejorar la actividad inflamatoria®'l. El ejercicio solo en adultos con NAFLD
puede reducir la esteatosis, pero su capacidad para mejorar otros aspectos de la
histologia hepatica sigue siendo desconocido®?,

3.1.6.2. Tratamiento farmacologico

Las intervenciones farmacoldgicas para los pacientes con NAFLD/NASH estan
dirigidas a tratar los componentes subyacentes del sindrome metabodlico (obesidad,

124 Muchos estudios

diabetes, HTA, dislipemia), asi como la disfuncion hepatica misma
clinicos han investigado numerosos farmacos y suplementos, que suponen una terapia
segura y eficaz que puede ser recomendada para el tratamiento de NASH. Los
individuos con NAFLD/NASH muestran heterogeneicidad de las vias patogénicas, lo

que requiere un tratamiento individualizado de acuerdo con la patogénesis subyacente.

Farmacos antidiabéticos

La resistencia insulinica es un mecanismo importante en el desarrollo y en la progresion
de NAFLD. Por lo tanto, diversas lineas de investigacion se han centrado en el efecto
terapéutico potencial de los farmacos antidiabéticos en NAFLD/NASH. En particular, la
metformina y las tiazolidinedionas (TZD) han sido investigadas intensivamente en

términos de mejorar la resistencia insulinica en los pacientes con NAFLD/NASH.

La metformina mejora la resistencia insulinica a través de la reduccion de la
gluconeogénesis hepatica, la lipogénesis y la oxidacion de acidos grasos, aumento de la
sensibilidad periférica insulinica, disminucion de la absorcion intestinal de glucosa y
disminucion de la concentracion de lipidos sericos. Los primeros estudios piloto sobre
la metformina en pacientes con NAFLD/NASH mostraron resultados prometedores en
términos de mejora de la enfermedad hepatica grasa y los niveles de
aminotransferasa?®. Sin embargo en un ensayo controlado aleatorio mas grande, la
metformina fracasé como opcion de tratamiento comparada con placebo en pacientes
con NAFLD/NASH, Por lo tanto no hay evidencia que recomiende el uso de la

metformina como terapia para NAFLD/NASH,
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TZDs aumentan la disponibilidad de la insulina y reducen la produccién de glucosa
hepatica mediante la union al peroxisoma proliferador activado por el receptor y (PPAR-
v). En un estudio amplio, la pioglitazona indujo mejoria aguda del tejido adiposo,
asociandose a cambios en la histologia hepatica, incluida la fibrosis'?’. El tratamiento
con pioglitazona también se asocia con niveles plasmaticos aumentados de
adiponectina, una adipocina que a menudo disminuye en pacientes con NAFLD!?, El
uso de pioglitazona también esta asociado con algunos efectos secundarios que incluyen
el aumento de peso, el edema, la insuficiencia cardiaca y la reduccion de la densidad
Osea. El uso de pioglitazona por mas de dos afios conlleva un mayor riesgo de cancer de
vejigal?®.

La rosiglitazona es un farmaco ampliamente utilizado para tratar a pacientes con DM
tipo 2. Su seguridad en términos de morbilidad y mortalidad por enfermedades
cardiovasculares ha sido cuestionada. El uso de rosiglitazona esta prohibido en Europa
de acuerdo con las recomendaciones de la Agencia Europea del Medicamento, y su uso
estd muy restringido en los Estados Unidos. Sin embargo, los Gltimos datos muestran
que el uso de rosiglitazona no estd asociado con un aumento significativo del riesgo de
infarto de miocardio o de muerte cardiovascular®. El tratamiento con rosiglitazona
tiene un efecto antiesteatogénico sustancial en el primer afio de tratamiento, pero sin
beneficio adicional con un tratamiento mas prolongado a pesar de su efecto mantenido
sobre la sensibilidad a la insulina y las transaminasas. Esto sugiere que la mejora de la
sensibilidad a la insulina puede no ser suficiente para el tratamiento de NASH®.
También se ha observado que la terapia TZD en ausencia de modificaciones del estilo
de vida no es efectiva. Algunos estudios informan que la NASH a menudo se repite
después de la interrupcion de la terapia con TZD. La necesidad de terapia a largo
plazo es problematica debido a los efectos secundarios.

Un tratamiento potencial atractivo implica la combinacion de TZD con otros farmacos
gue mejoran su eficacia 0 mejoran sus efectos secundarios de aumento de peso. En un
estudio con 137 sujetos con NASH diagnosticados mediante biopsia, recibieron 4 mg de
rosaglitazona dos veces al dia; 4 mg de rosiglitazona + 500 mg de metformina dos veces
al dia 0 4mg de rosiglitazona dos veces al dia + 50 mg de losartan una vez al dia durante

48 semanas. El resultado primario reveld que los grupos de tratamiento no difirieron
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significativamente en los parametros histoldgicos investigados, indicando que no hubo
mayor beneficio de las combinaciones con farmacos en comparacién con la
rosiglitazona sola'®2. Un articulo de revision de practica clinica basado en la evidencia
recientemente publicada sugiere que la combinacion de pioglitazona con vitamina E es
una buena eleccion farmacologica para los pacientes con NASH probada por biopsia,
aunque la evidencia sobre la seguridad y eficacia a largo plazo de este tratamiento es

insuficiente!®,

Las guias americanas para el tratamiento de NAFLD recomiendan el uso de la
pioglitazona para el tratamiento de la esteatohepatitis en pacientes con biopsia positiva
para NASH®. Sin embargo, cabe sefialar que la mayoria de los pacientes que han
participado en los ensayos de investigacion para pioglitazona fueron no diabéticos, y
que la seguridad y la eficacia de pioglitazona a largo plazo en pacientes con NAFLD

todavia no esta definida®e.

Hipolipemiantes

La esteatosis hepatica esta fuertemente asociada con obesidad, dislipemia y riesgo de
ECV. Se han evaluado dos tipos de farmacos hipolipemiantes para el tratamiento de la
NASH?2:
¢ Inhibidores de la HMG-CoA reductasa (estatinas) que inhiben la sintesis de
colesterol hepatico.
e Antagonistas de la proteina Niemann-Pick C1-like (ezetimiba), que limita la

absorcién de colesterol desde el intestino delgado.

Dado que estos medicamentos también tienen efectos antiinflamatorios posibles, se ha
investigado su posible accion antioxidante y antiinflamatoria a nivel hepatico en los
pacientes con NAFLD/NASH.

Nelson et al.'*? evaluaron la utilidad de la terapia con simvastatina en pacientes con
NASH diagnosticada mediante biopsia e hiperlipidemia. En comparacion con placebo,
el grupo de simvastatina mostré una reduccion del 26% en la lipoproteina de baja

densidad, pero no hubo mejoras estadisticamente significativas en los niveles séricos de
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aminotransferasa, esteatosis hepatica, actividad necroinflamatoria o estadio de la

fibrosis.

Un estudio reciente llevado a cabo por Takeshita et al.®** concluyé que la administracion
de ezetemiba a una dosis de 10 mg/dia durante 6 meses se asocié con una mejoria de la
fibrosis hepatica. Sin embargo, el tratamiento con ezetimiba también condujo a un
aumento de los acidos grasos hepaticos de cadena larga en los pacientes con NAFLD.
Otro estudio reciente sobre el uso de ezetimiba en NASH informé que el uso de

ezetimiba en NASH no redujo la grasa hepatica®®.

En conclusion, las estatinas pueden mejorar los resultados adversos de las afecciones
comunmente asociadas con NASH (hiperlipidemia, DM), justificando potencialmente
su uso en pacientes con NASH. Mientras que la administracion de estatinas puede
ayudar a mejorar la situaciébn metabdlica y reducir el riesgo de enfermedad
cardiovascular en NAFLD/NASH, su uso en el tratamiento de NASH no ha sido
aprobado debido a la falta de ensayos controlados aleatorios, incluyendo evidencia

histologica.

Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina

Los inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina y los bloqueadores de los
receptores de la angiotensina son farmacos efectivos para el tratamiento de la
hipertension. Existen datos que muestran que estos farmacos son utiles para retardar la
progresion de la fibrosis en la nefropatia diabética y la insuficiencia cardiaca. La
funcién del sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) en NAFLD ha sido objeto
de interés considerable en los ultimos afios debido a que este sistema puede regular la
fibrosis y la reparacion tisular, y por tanto es un objetivo para el tratamiento con
bloqueadores RAAS!??,

El RAAS es una cascada hormonal responsable de controlar las funciones
cardiovasculares, renales y suprarrenales, regulando el equilibrio hidroelectrolitico y la
presion arterial. Sin embargo, datos recientes muestran que la interaccion contra RAAS

reduce la presion arterial y mejora la sensibilidad a la insulina. La supresion de RAAS
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mejora la sefializacion de insulina intracelular mediante la activacion de PPAR-y, lo que
conduce a un mejor control de la proliferacion de tejido adiposo y la produccion de
adipocinas. Ademas, la supresion de RAAS esta asociada con la prevencién de la
activacion hepética de células estrelladas y, en consencuencia, la prevencion de la
inflamacion hepatica y la fibrogenesis. Ademas, la supresion local de RAAS en el
higado disminuye el ciclo vicioso que une la esteatosis con la necroinflamacion y
previene la fibrosis. Por otro lado, la modulacion de los efectos pancreaticos de
Angiotensina Il hace posible alcanzar una secrecion adecuada de insulina y un mejor

equilibrio metabdlico.

Varios estudios***!3" han investigado la eficacia de los bloqueadores RAAS, mostrando
su efecto beneficioso en los pacientes con NAFLD. Considerando el uso estandarizado
de los inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina para el tratamiento de la
HTA, uno de los componentes del sindrome metabdlico, seria interesante el desarrollo
de ensayos clinicos controlados y aleatorizados para estudiar el efecto de estos farmacos
en NAFLD.

Antioxidantes. Vitamina E

Se ha demostrado que muchos antioxidantes muestran potenciales efectos beneficiosos
a nivel hepatico?. El estrés oxidativo y el agotamiento de los antioxidantes enddgenos
son los principales mecanismos responsables del dafio hepatico y la progresion de la
enfermedad en los pacientes con NAFLD/NASH.

Un antioxidante que ha sido bien estudiado para el tratamiento de la NASH es la
vitamina E (a-tocoferol), que es un eliminador de radicales libres soluble en grasa, asi
como un antioxidante de cadena en las reacciones de radicales libres, como la
peroxidacion de lipidos. Se propone que la vitamina E actua sobre los PPAR, los genes
reguladores de la apoptosis y el factor de crecimiento transformante beta 1, que se cree
qgue promueve la fibrosis. Los datos sugieren que la vitamina E esta asociada con la
disminucion de los niveles de aminotransferasa y con la mejoria de la histologia
hepéatica en los pacientes con NAFLD. Un gran ensayo controlado aleatorizado de

pacientes adultos con y sin DM hall6 que, comparada con placebo, la vitamina E
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durante 96 semanas mejoro significativamente los niveles de aminotransferasa sérica, la
esteatosis hepatica y la inflamacién lobular en comparacion, pero no la extension de la
fibrosis hepatica®. Mas recientemente, el estudio TONIC!® mostr6 mejoras
histologicas significativas en nifios con NASH diagnosticada por biopsia que tomaron

vitamina E. Otro ensayo controlado aleatorizado'*

inform6 que 6 meses de
administracion de vitamina E (1000 Ul/d) y vitamina C (1000 mg/dia) dieron como
resultado una mejoria significativa de la fibrosis hepética en pacientes con NAFLD. Asi
pues, basdndonos en la literatura actual, el tratamiento con vitamina E parece ser una
buena opcidn para mejorar la histologia y la actividad aminotransferasa en los pacientes
con NAFLD. Las guias estadounidenses para el tratamiento de NAFLD recomiendan el
uso de la vitamina E como farmacoterapia de primera linea para pacientes no diabéticos

con NASH diagnosticada por biopsia®.

Sin embargo, hay que sefialar que se han planteado serias cuestiones con respecto a la
inocuidad del tratamiento a largo plazo con vitamina E. La vitamina E no se recomienda
en los pacientes con NAFLD con diabetes y alto riesgo de enfermedad cardiovascular.
El tratamiento con vitamina E tampoco se recomienda en los pacientes con NAFLD sin
biopsia hepética o cirrosis. En realidad de acuerdo con las pautas americanas para el
tratamiento de la NAFLD, la vitamina E no se recomienda para tratar la NASH en
pacientes diabéticos, NAFLD sin biopsia hepatica o cirrosis!!2.

Sigue existiendo la necesidad de nuevas investigaciones con periodos de seguimiento
mas largos para examinar la seguridad y la eficacia de la vitamina E, particularmente
con respecto a los puntos finales importantes, como la prevencion de la cirrosis y la
supervivencia a largo plazo en pacientes con NAFLD?2, Los estudios futuros también
deben determinar cuanto tiempo los pacientes con NASH deben continuar con la terapia

con vitamina E.

Acido ursodesoxicoélico

El &cido usodesoxicolico (UDCA) es un &cido biliar hidrofilico con propiedades
antiinflamatorias, antiapoptoticas e inmunomoduladoras que pueden hacer que sea Util

para el tratamiento de la NASH.
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Los estudios clinicos no controlados muestran que UDCA tiene efectos beneficiosos
sobre NASH. Laurin et al.'*' estudiaron que el tratamiento de NASH con UDCA
durante 12 meses mejoro significativamente la fosfatasa alcalina, la ALT y la esteatosis

hepética. Un ensayo clinico controlado, aleatorizado, multicéntrico, doble ciego'#?

» que
comparé placebo con dosis altas de UDCA (28-35 mg/kg por dia) en 126 pacientes con
NASH diagnosticada por biopsia y niveles elevados de ALT. En este analisis, la dosis
alta de UDCA mejoro significativamente los niveles de aminotransferasa, marcadores
séricos de fibrosis y parametros metabdlicos seleccionados. Por otra parte, un estudio
aleatorizado, controlado con placebo!*® que realizé una prueba a dosis altas de UDCA
(23-28 mg/kg/dia) no mostré efectos beneficiosos de la UDCA en el tratamiento de la

NASH.

En conclusién, los datos actuales no muestran ningin beneficio sustancia de la UDCA
en el tratamiento de la NASH, y las pautas americanas no recomiendan UDCA para el
tratamiento de NAFLD/NASH?,

Acido obeticélico

El &cido obeticolico es un &cido biliar sintético que actia como un potente activador del
receptor nuclear X farnesoide, y que reduce la grasa hepatica y la fibrosis en modelos

animales de enfermedad hepatica grasa.

Un ensayo multicéntrico, doble ciego, controlado con placebo, paralelo y aleatorizado
en centros médicos estadounidenses'** recientemente evalud la eficacia del &cido
obeticolico en pacientes con NASH. Los pacientes fueron asignados al azar 1:1 para
recibir tratamiento por via oral con acido obeticélico (25 mg al dia) o placebo durante
72 semanas. Después de un periodo de seguimiento, el acido obeticolico se asocié con
mejoria en la histologia hepética, en comparacion con placebo. Sin embargo, se

necesitan mas estudios sobre los efectos beneficiosos y la seguridad de este farmaco.
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Biciclol

El biciclol es un compuesto sintético que protege al higado contra la oxidacion y es
ampliamente utilizado para tratar las infecciones viricas cronicas por virus hepatitis B y
C en la Republica Popular China.

Han et al.}* han investigado recientemente la eficacia del biciclol en 248 pacientes
diagnosticados de NAFLD vy resistencia insulinica. Los pacientes se sometieron a un
cambio en el estilo de vida y a tratamiento con metformina (500 mg por via oral tres
veces al dia). Posteriormente fueron asignados al azar a dos grupos de tratamiento de 24
semanas: biciclol 25 mg tres veces al dia o vitamina E 100 mg tres veces al dia. Los
examenes histologicos del higado revelaron que ambos grupos mostraron disminucién
de la esteatosis, de la infiltracion inflamatoria, de la balonizacion de los hepatocitos y de
la puntuacién de la actividad de NAFLD después del tratamiento. Sin embargo, las
disminuciones en la infiltracion inflamatoria hepatica y las puntuaciones NAS fueron
estadisticamente mayores en el grupo biciclol en comparacion con el grupo de vitamina
E. Los autores concluyeron que se necesitan mas estudios controlados aleatorizados
para evaluar la eficacia y la seguridad del biciclol como opcién de tratamiento para los

pacientes con NAFLD.

Vitamina D

Durante mucho tiempo se ha considerado que la vitamina D solo tiene funcion en el
metabolismo 6seo. Sin embargo, esta vitamina ha sido recientemente reconocida como
una hormona con propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias y antifibroticas.
Muchos autores plantean la hipétesis de que los bajos niveles de vitamina D estan
fuertemente asociados con los componentes del sindrome metabdlico y se ha informado
que los niveles séricos de vitamina D estan inversamente relacionados con el indice de
masa corporal (IMC), el contenido de grasa corporal, la HTA, la resistencia insulinica y
la DM,
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El higado es un 6rgano central en la sintesis de vitamina D. La deficiencia de vitamina
D esta frecuentemente presente en la enfermedad hepatica cronica, y se ha observado
una asociacion entre los niveles de vitamina D y NAFLD tanto en adultos como en
nifios. Targher et al.!*’ informaron que los niveles de vitamina D estaban inversamente
relacionados con los rasgos histologicos de NAFLD/NASH probados con biopsia. Estos
hallazgos han sido confirmados por otros autores. Ademas, la vitamina D ejerce efectos
antiproliferativos y antifibroticos sobre la progresion de la fibrosis en la NAFLD.

Las observaciones anteriores sobre el vinculo entre los niveles séricos de vitamina D,
los factores de riesgo NAFLD y la severidad de NAFLD sugieren que la
suplementacion con vitamina D podria representar una nueva opcion terapéutica en el
manejo de la NASH. Se necesitan otros estudios bien disefiados para investigar esta

posibilidad.

Acidos grasos omega-3

Actualmente aprobado en los Estados Unidos para tratar la hipertrigliceridemia. Han
sido investigados para tratar NAFLD tanto en animales como en seres humanos. Una
revision reciente de Masterton et al.}*® de la literatura publicada relacionada con los
acidos grasos omega-3 encontraron una evidencia a nivel experimental para apoyar el
uso de acidos grasos omega-3 en NAFLD, pero la interpretacién de los estudios en

humanos fue limitada por la pequefia muestra.

3.1.6.3. Cirugia bariatrica

La obesidad y la resistencia insulinica representan el principal camino patoldgico hacia
NAFLD y NASH. La pérdida de peso es una recomendacion de primera linea para las
personas con NAFLD. La cirugia bariatrica conduce a la pérdida de peso a largo plazo y
mejora los trastornos relacionados con la obesidad*2. La mayoria de los pacientes
sometidos a cirugia bariatrica presentan esteatosis hepatica asociada, por lo que ha
habido un interés en promover la cirugia bariatrica como una opcion de tratamiento
potencial para NAFLD/NASH.
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No hay ensayos clinicos controlados que evalten ningun tipo de cirugia bariatrica para
el tratamiento de NAFLD o NASH. Sin embargo, son varios los estudios de cohortes
retrospectivos y prospectivos que compararon la histologia del higado en los individuos
severamente obesos después de la cirugia bariatrica. Una limitacion importante en la
mayoria de estos estudios, es que se realizaron biopsias hepaticas después del bypass a
intervalos variables y slo en pacientes seleccionados®®. Una excepcion es el estudio de
Mathurin et al.!*®, que correlacionaron prospectivamente datos metabolicos con
histologia hepética antes, 1 y 5 afios después de la cirugia bariatrica en 381 pacientes
adultos con obesidad severa. La técnica quirargica fueron las siguientes: banda gastrica
(56%), bypass bilio-intestinal (23%) y bypass gastrico (21%). Comparado con la biopsia
basal, hubo una mejoria significativa en la prevalencia y gravedad de la esteatosis al afio
y a los 5 afos tras la cirugia bariatrica. La mayoria de los beneficios histoldgicos fueron
evidentes al afio, sin apreciarse diferencias en la histologia hepatica a los 5 afios.

Caiazzo et al.'*? realizaron un estudio longitudinal prospectivo que siguié a 1236
pacientes obesos hasta 5 afios después de la derivacion gastrica en Y de Roux o banda
gastrica ajustable. El objetivo fue investigar la eficacia de estos métodos quirurgicos
para el tratamiento de la NAFLD relacionada con la obesidad. Las muestras de biopsia
hepética se realizaron a 1201 pacientes al inicio, 578 pacientes al afio y 413 pacientes a
los 5 afios. Su analisis revelé que todos los parametros de NAFLD mejoraron después
de la cirugia, con mejoria significativamente mayor despues de la derivacién gastrica en

Y de Roux que despues de la banda gastrica ajustable.

Dos metaanalisis'®®!°! con 144145 pacientes, evaluaron el efecto de la cirugia bariatrica
en la histologia hepética en pacientes con NAFLD. El metaanalisis de Mummadi et
al.*® mostro que la esteatosis, esteatohepatitis y la fibrosis parecen mejorar o resolverse

tras la cirugia bariatrica. Sin embargo, una revision Cochrane!°

concluyo que la falta de
ensayos clinicos o estudios clinicos cuasialeatorios impide la evaluacion de los

beneficios y los dafios de la cirugia bariatrica para los pacientes con EHNA.
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En conclusion, la evidencia actual sugiere que la cirugia bariatrica en los pacientes con
NAFLD/NASH disminuira el grado de fibrosis, de inflamacion hepatica y de fibrosis.
Sin embargo, NAFLD por si misma no es una indicacion para la cirugia bariatrica. Se
necesitan mas investigaciones para determinar los efectos beneficiosos de la cirugia
bariatrica en los pacientes que tienen un alto riesgo de desarrollar cirrosis hepatica.
También hay una necesidad de més datos sobre el papel de la cirugia en la modulacién
de las complicaciones relacionadas con la NAFLD, como el carcinoma hepatocelular o
el trasplante hepaético.

3.1.6.4. Otros tratamientos: flebotomias

Los pacientes con NAFLD y sindrome metabdlico a menudo muestran un aumento del
depdsito de hierro hepéatico y unos niveles elevados de ferritina sérica. Los datos
disponibles indican que entre el 20% y el 30% de los pacientes con NAFLD muestran
hiperferritinemia con acumulacion leve de hierro hepatico, lo que comUnmente se
denomina sindrome de sobrecarga de hierro dismetabolico. Ademas de la induccién
directa del dafio hepatico, el exceso de hierro estd implicado en la patogénesis del
sindrome metabdlico. La hiperferritinemia y el aumento de las reservas de hierro

también se han asociado con carcinoma hepatocelular en pacientes con NAFLD.

Valenti et al.'®? investigaron la eficacia de la flebotomia en 38 pacientes con NAFLD,
que fueron aleatorizados a flebotomia (n=21) o cambios en el estilo de vida (n=17). La
flebotomia se realiz6 mediante la eliminacion de 350 ml de sangre cada 10-15 dias. Este
procedimiento no condujo a efectos adversos. El principal resultado del estudio fue la
mejoria del dafio hepatico en dos afios segun la puntuacion de la actividad de la
NAFLD. El resultado secundario fue la mejora de las enzimas hepaticas, incluyendo
ALT, AST y GGT. La flebotomia se asoci6 con la normalizacion de los parametros del
hierro y la mejora de las enzimas hepéticas. En comparacion con los cambios en el
estilo de vida, la flebotomia se asocié con una mayor tasa de mejora de dafio histoldgico

hepatico en pacientes con NAFLD e hiperferritinemia.
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Un ensayo prospectivo de 6 meses, controlado®®3, examiné el impacto de la flebotomia
en el contexto del asesoramiento sobre el estilo de vida en pacientes con NAFLD. En
contraste con los hallazgos anteriores, los resultados de este estudio mostraron que la
reduccion de ferritina por flebotomia no mejoré las enzimas hepaticas, la infiltracion

grasa hepatica o la resistencia insulinica entre los sujetos con NAFLD.

Para resolver esta controversia, se deben realizar ensayos mas grandes para evaluar el
tratamiento con flebotomia en pacientes con NAFLD/NASH grave e hiperferritinemia
resistente a cambios en el estilo de vida.

Aunque se ha avanzado mucho en el conocimiento de la epidemiologia, la historia
natural y la patogénesis de la NAFLD, no queda terapia efectiva para los pacientes con
NAFLD en la poblacién general. Se han estudiado varios agentes farmacol6gicos en un
esfuerzo por mejorar la resistencia insulinica y los mediadores proinflamatorios que
pueden ser responsables de la progresion de la NASH. Se necesitan investigaciones

adicionales para establecer la eficacia y seguridad de estos medicamentos.

También es importante tratar las anormalidades metabolicas que a menudo se asocian
con el NAFLD / NASH, como la hipertension, la diabetes, la dislipidemia y la obesidad.
La terapia con estatinas debe ser considerada para pacientes con NAFLD/NASH e
hipercolesterolemia, mientras que el tratamiento con TZDs puede ser iniciado para los
pacientes con diabetes de NAFLD/NASH. Los bloqueadores RAAS podrian ser utiles
para los pacientes con hipertension arterial, especialmente si la diabetes también esta

presente38112,

En conclusion, no disponemos de una terapia farmacoldgica recomendada y efectiva
para el tratamiento de la esteatosis hepatica. Los cambios en el estilo de vida incluyendo
cambios en la dieta, pérdida de peso y ejercicio fisico siguen siendo los pilares

fundamentales de tratamiento.
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3.2. MELATONINA

En 1958, en la Escuela de Medicina de la Universidad de Yale, Lerner y cols.
descubrieron la melatonina (Fig.26), una hormona natural secretada por la glandula
pineal en el centro del cerebro (Wurtman 1989). Se biosintetiza a partir de triptofano por
via de la serotonina, y esta presente en casi todas las especies animales, y posiblemente,
incluso en todas las plantas. La melatonina participa en una gran variedad de procesos

celulares, neuroendocrinos y neurofisiologicos.

NH

CH,

Fig.26. Molécula de melatonina

3.2.1. SINTESIS

La mayoria de los estudios relacionados con la sintesis de la melatonina se han
realizado en vertebrados, en particular en mamiferos (hamster, rata, ratones). En los
mamiferos, el precursor inicial de la melatonina, es un aminoacido esencial, el
triptéfano, que es convertido en 5-hidroxi-triptofano y luego en serotonina. La
serotonina es acetilada por la enzima serotonina-N-acetiltransferasa (SNAT) dando
lugar a la N-acetil-serotonina. Esta enzima ha sido la méas estudiada en la sintesis de
melatonina. Se ha aceptado durante mucho tiempo que la SNAT es la enzima limitante

de la velocidad de sintesis de melatonina, controlando la cantidad de melatonina
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producida. Esta idea se basa en que la actividad de la SNAT tiene un evidente ritmo
circadiano, que coincide con las alteraciones de los niveles de melatonina, a nivel pineal
y en sangre. La N-acetilserotonina posteriormente es transformada a melatonina
mediante la enzima hidroxiindol-O-metiltransferasa (ASMT), que es considerada hoy en
dia por muchos investigadores como la enzima limitante de la velocidad de sintesis de

melatonina®®*.

La sintesis de melatonina no se encuentra exclusivamente en la glandula pineal, se ha
descrito su secrecion en numerosos érganos periféricos, tales como la retina, la médula
sea, la piel™®, el tracto gastrointestinal y en algunas células como los linfocitos y
plaquetas, practicamente cualquier célula del organismo es capaz de sintetizar
melatonina. Las mayores cantidades de melatonina no parecen estar producidas en la
glandula pineal, sino mas bien en el intestino y en la piel**. Parece que la regulacion de
la produccion de melatonina extrapineal (a excepcion de la retina) utiliza diferentes
mecanismos de los de la glandula pineal. En estos érganos, la produccion de melatonina
no es sensible al ciclo luz/oscuridad, sino que estd regulada por las demandas de los
tejidos locales. Se ha planteado la hipétesis de que las mitocondrias son el sitio primario
de la produccion de melatonina®®®, y estos organulos si contienen niveles de melatonina
mayores que en la sangre. Esta produccion mitocondrial explica la teoria de porqué
todas las células del organismo tienen la capacidad de producir melatonina. Los niveles
de melatonina mitocondriales en otros tejidos son independientes de la glandula pineal,

ya que la pinealectomia no logro reducir las concentraciones de melatonina.

El estudio de la melatonina en las plantas tiene una historia mucho maés corta que en los
animales. La melatonina no se identific en plantas hasta 1995, y su ruta sintética ha
sido descubierta recientemente. Hay varias diferencias en cuanto a la sintesis de
melatonina en plantas y en animales®®’. La produccion de melatonina en las plantas es
significativamente mayor que en los animales. En los animales, el precursor inicial de la
sintesis de melatonina es el triptéfano, que sélo esta disponible a través de la dieta. Las
plantas pueden sintetizar triptéfano, asi que en la produccion de melatonina no esta
limitada a la disponibilidad del triptéfano. En las plantas el tript6fano primero se
descarboxila y luego se hidroxila, mientras que en los animales se encuentra invertido
este orden®®8(Fig.27).
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Fig.27. Esquema que muestra la sintesis de melatonina a través de su precursor el triptéfano,
en vertebrados (en negro) y en plantas (en verde). AAAD: aromatasa-amino-4cido-
decarboxilasa. SNAT: serotonin-N-acetil-transferasa. ASMT: N-acetil-serotonin-O-metil-
transferasa. TDC: tript6fano-decarboxilasa. T5H: triptamin-5-hidroxilasa. CAMT: caffeic-
acido-O-metil-transferasa.

Mientras que los patrones de secrecion intra-individuales son bastante predecibles, las
comparaciones de patrones de secrecion entre diferentes individuos muestran una
considerable variacion. Segin Wetterber®, el ritmo de melatonina (sintesis/secrecion)
estd determinado genéticamente, una opinion que ha recibido el apoyo de numerosos

estudios.

3.2.2. SECRECION

Una vez formada, la melatonina se libera hacia el torrente sanguineo y el liquido
cefalorraquideo. Su vida media es de unos 30 minutos. Los niveles de melatonina no
son constantes a lo largo del dia. De hecho una de las caracteristicas més destacadas con
respecto a la biosintesis en la glandula pineal es su variabilidad a lo largo del ciclo de 24
horas. El estimulo més importante para su produccion son los cambios en la iluminacion
ambiental'®. En los vertebrados, la melatonina se sintetiza en la glandula pineal y se
secreta en la oscuridad como un mensaje hormonal del fotoperiodo. Las concentraciones

de melatonina nocturna en plasma, son hasta diez veces mayores que las
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concentraciones durante el dia. Las concentraciones plasméticas de melatonina durante
el dia son bajas, ascendiendo después de la aparicion de la oscuridad, con un pico en la
mitad de la noche, a continuacion existe una fuerte caida antes del inicio de la luz

solar’®,

El ritmo de la sintesis se debe principalmente a un oscilador que se encuentra en el
nacleo supraquiasmatico del hipotalamo. Este oscilador suele ser arrastrado a un ritmo
de 24 horas por el medio ambiente y las condiciones de iluminacion, que se perciben en
los receptores de la retina. Tras la informacion transducida a través de la retina, la
melatonina se secreta durante la noche, y la sefial de melatonina es proporcional durante
todo el periodo nocturno. Gran parte de la investigacion referente a glandula pineal se
ha centrado en averiguar las respuestas del cerebro humano a los ritmos de esta
hormona. Los estudios més convincentes hablan de dos funciones de la melatonina a
nivel central el ser humano: la participacion de la secrecion nocturna para iniciar y
mantener el suefio y el control del ritmo de melatonina dia/noche de otros ritmos de 24

horas (ritmo circadiano)®’.

La produccion de melatonina disminuye gradualmente a medida que se avanza en edad,
habiéndose demostrado que los niveles de melatonina son menores en ancianos'®!. La
secrecion comienza durante los primeros meses de vida, a continuacion, se incrementa
rapidamente, llegando a un pico sobre la edad de 1 a 3 afios. Luego descienden
ligeramente a una meseta que persiste a lo largo de la edad adulta. A partir de los 70
afios inicia un marcado descenso. Esta disminucion puede reflejar la progresiva
calcificacién de la glandula pineal y la pérdida del tejido secretor en las personas

mayores.

Los alimentos ricos en serotonina, como los cereales (avena, arroz y maiz) las frutos
(cerezas, patatas y tomates), frutos secos y el vino tinto son considerados precursores de

la melatonina.
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3.2.3. TOXICIDAD

Los niveles plasmaticos de melatonina durante la vigilia en humanos se encuentran en el
rango de 5 a 20 pg mL-1 entre las 12:00 h, a.m. y las 20:00 h. Durante el suefio los
niveles plasmaticos pueden exceder los 55 a 90 pg mL-1, sin embargo existe una

marcada variacion interindividual, siendo su concentracion dependiente de la edad?®2.

La toxicidad aguda de la melatonina como se ha visto en estudios en animales y

humanos es extremadamente baja.

La melatonina puede causar efectos adversos menores, como dolor de cabeza, insomnio,

erupcion cuténea, dolor de estomago y pesadillas.

Los estudios de los sujetos humanos que recibieron dosis variables (1-6 g/dia) durante
30-45 dias, a los que después se les ha realizado una bateria de pruebas bioquimicas
elaboradas a detectar la posible toxicidad, han concluido que, ademéas de somnolencia,
todos los resultados fueron normales al final de la prueba.

3.24. EFECTOS

Efecto sobre el ritmo circadiano, insomnio.
- Regulacion del sistema inmunolégico (3).
- Modificaciones del centro vasomotor, termorregulacion.

- Propiedades antioxidantes. Las propiedades antioxidantes de la melatonina han
demostrado experimentalmente proteger contra el envejecimiento, el cancer, la
arteriosclerosis y el dafio hepatico. Sin embargo no hay pruebas suficientes que
apoyen la efectividad de la melatonina para el tratamiento de las secuelas cognitivas

de la demencia.
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3.2.4.1. Ritmo circadiano o ritmo suefio-vigilia

La exposicion a la luz del dia interrumpe la liberacion de melatonina, mientras que el
comienzo del crepusculo estimula el reinicio de la liberacion. La melatonina parece
jugar un papel clave en la regulacion de los ritmos circadianos corporales, y se ha
utilizado desde el punto de vista terapeutico para el reentrenamiento de los ritmos

circadianos alterados y para el tratamiento del insomnio.

La melatonina exdgena tiende a producir un avance de fase cuando se administra en las
Gltimas horas de la tarde!®®, ya que su efecto es aditivo al de la melatonina endogena.
Sin embargo, tomada temprano por la mafiana, la melatonina exdgena provoca una

demora de fase al efecto de la luz del dia.

El Jet lag o también conocido como descompensacion horaria, disritmia circadiana o
sindrome de los husos horarios, es un desequilibrio producido entre el reloj interno de
una persona (que marca los periodos de suefio y vigilia) y el nuevo horario que se

establece al viajar largas distancias, a través de varias regiones horarias.

Ensayos clinicos controlados y aleatorizados han demostrado que la melatonina es muy
efectiva para prevenir o reducir la desadaptacion horaria (jet lag) y el uso a corto plazo
parece ser seguro. Existe un metanalisis publicado en la Cochrane'®* donde se analizan
diez ensayos clinicos controlados y aleatorizados. Ocho de los diez ensayos concluyeron
que la melatonina tomada antes de acostarse, una vez que el individuo ha llegado a su
destino, disminuye la desadaptacion horaria en los desplazamientos de cinco 0 mas
zonas horarias. No se detectaron diferencias entre las dosis diarias de 0,5mg y 5mg de
melatonina, con la excepcion de que los pacientes que tomaron 5mg se quedaron
dormidos durante méas tiempo y mas rapido que los pacientes que tomaron 0,5mg. Una
dosis més alta de 8 mg, no es mas eficaz que la de 5mg.

El término insomnio se refiere a maltiples trastornos del suefio experimentados de una u
otra forma en un alto porcentaje de la poblacion. Alrededor del 10% de la poblacién
sufre insomnio de manera cronica. El tratamiento del insomnio hoy en dia se considera
un desafio. ElI insomnio se caracteriza por uno o mas de los siguientes sintomas:
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dificultad para quedarse dormido, despertar nocturno, despertar temprano por la
mafana, disminuir la cantidad total de suefio o suefio reparador con somnolencia diurna,
fatiga, irritabilidad y dificultad para concentrarse y realizar las tareas diarias. El
insomnio se asocia como sintoma a otros trastornos psiquicos como la depresion o la
ansiedad, pero también se relaciona con enfermedades cardiovasculares y enfermedades

neoplasicas.

Con respecto al insomnio, la melatonina exdgena se considera terapéutica, ya que puede
afectar directamente a los parametros del suefio en si o afectar de manera indirecta. De
manera directa, la melatonina disminuye la latencia del suefio, aumenta la eficiencia del
suefio y aumenta el tiempo total de suefio. La hormona también puede afectar al suefio
de forma indirecta, actuando a través de los mecanismos que controlan los ritmos
circadianos de cambiar la eliminacién gradual del ritmo del suefio.

Una revision sistematica reciente'® retine cuatro estudios de calidad alta con 845
participantes en total que evaltan la eficacia de la melatonina en la consecucion de un
suefio de mejor calidad en personas con insomnio. Dos de ellos no consiguieron
demostrar la hipdtesis. Los otros dos restantes demostraron que la melatonina favorecia
un suefio de mejor calidad, incluyendo un estudio grande con 791 sujetos. En dicho
estudio se administr6 melatonina de liberacion prolongada de 2mg a 791 pacientes entre
18 y 80 afios antes de acostarse durante 3 semanas. 555 pacientes completaron un
periodo de 6 meses. A las 3 semanas se hallaron diferencias significativas entre el grupo
de melatonina y el grupo placebo, en cuanto al tiempo de latencia del suefio (variable
principal) para el grupo de 55-80 afios. La melatonina fue bien tolerada durante todo el

periodo de 6 meses sin sintomas de abstinencia o de rebote tras la interrupcion.

3.2.4.2. Funcién endocrina e inmunidad

Existe una relacion estrecha y reciproca entre la glandula pineal y el eje
hipdfisis/suprarrenal. La melatonina modula la actividad de este eje y las acciones
periféricas de los corticoides. La relacion entre la melatonina y los corticoides es
importante porque la hipercortisolemia cronica ha sido relacionada con varios aspectos
del envejecimiento y la edad, asociada a los fenémenos de hiperglicemia, aterogénesis,

alteracion de la funcién inmune y cancer.
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3.2.4.3. Modificaciones del centro vasomotor

Al dormir por la noche, la PA normalmente cae en aproximadamente un 15% de los
valores durante el dia. Los pacientes en los que no se produce esta reduccién, se
considera HTA nocturna, que se ha asociado con mayor riesgo de enfermedad CV. Hay
observaciones que sugieren que la melatonina juega un papel en la regulacion de la PA
nocturna: el aumento normal durante la noche de la concentracion de melatonina en
suero puede ser mitigado en los pacientes con HTA nocturna y que la administracion de

melatonina parece disminuir la PA, especialmente durante la noche.

3.2.4.4. Efectos antioxidantes de la melatonina

La hormona *“antiaging”

Hay estudios que relacionan la pérdida de la melatonina y los fendmenos del
envejecimiento. Algunos creen que los datos hasta la fecha apoyan la posibilidad de que
el aporte exdgeno puede ser beneficioso para retrasar el envejecimiento. Los niveles de
melatonina disminuyen con la edad y el pico de melatonina nocturna es abolido
practicamente. Debido a la estrecha relacidn reciproca con los corticoides, la pérdida de
la ritmicidad de la melatonina puede ser responsable de la desinhibicion del eje
hipofisis/suprarrenal que ha sido descrito como una caracteristica del envejecimiento.
Sin embargo, no hay ningun ensayo clinico en humanos que demuestre el efecto

“antiaging” de la melatonina.
Céancer
Se ha sugerido que el aumento constante de la incidencia de cancer en los paises

desarrollados durante los dltimos 100 afios es causado por la rutina, la extension

artificial del fotoperiodo y a la contaminacion luminica.
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Céncer de mama: la evidencia clinica sugiere un papel de la melatonina en la
prevencion e incluso en el tratamiento del cancer de mama. Por ejemplo, la amplitud
circadiana de la hormona se redujo en mas del 50% en pacientes con cancer de mama vs
pacientes con patologia mamaria maligna y los niveles de melatonina alta se han

encontrado en las muestras de orina de la mafiana de las pacientes con cancer de mama.

Cancer de prostata y colorrectal: la amplitud circadiana de la melatonina se reduce en
dos terceras partes de los pacientes con cancer de prostata en comparacion con aquellos
que tienen HBP y fendmenos similares se han observado en pacientes con cancer

colorrectal.

Convulsiones

La glandula pineal que actGa principalmente pero no exclusivamente a través de la
melatonina, se postula que es un 6rgano que promueve el equilibrio homeostatico. La
melatonina estabiliza la actividad eléctrica del sistema nervioso central y produce la
sincronizacion rapida del EEG. Por el contrario, los animales a los que se ha realizado

pinealectomia predisponen a sufrir ataques epilépticos.

Depresién

Los niveles nocturnos de melatonina son bajos en pacientes con trastorno depresivo
mayor y trastorno de panico. Sin embargo, la melatonina debe utilizarse con precaucion
en pacientes depresion, siempre sincronizada con el conjunto de la terapia de luz y el
cambio de fase del suefio, ya que la alteracion del ritmo circadiano normal que se
provoca con el aporte exdgeno, puede provocar una alteracion del ritmo circadiano

normal y empeorar la depresion.

Sistema nervioso central

La melatonina ha demostrado evitar la muerte celular y los dafios inducidos en la
sustancia negra en la enfermedad de Parkinson. También disminuye el tamafio del

infarto cerebral y edema después de la oclusion de la arteria cerebral media y por
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isquemia-reperfusion en ratas. Ademas ha sido sugerida como un compuesto candidato
a neuroprotector a los pacientes con esclerosis lateral amiotrdfica. En un estudio con 14
pacientes en diferentes etapas de enfermedad de Alzheimer, los suplementos de
melatonina para 22-35 meses demostré una mejoria del suefio y no hubo deterioro
cognitivo durante el tiempo de estudio. Los efectos neuroprotectores no estan mediados
por los receptores de melatonina, por lo tanto su efecto positivo se debe a su efecto

antioxidante.

Actividad cardioprotectora

La actividad cardioprotectora, mediada por los efectos antioxidantes de la melatonina se
ha observado en modelos experimentales de isquemia-reperfusion miocérdica y el
infarto de miocardio. La melatonina reduce el tamafio del infarto, suprimi6 la
frecuencia, asi como la duracién de la taquicardia ventricular y fibrilacion, mejorando la
supervivencia en estos modelos. Una revision sefial6 que es capaz de reducir los niveles
de colesterol en un 38% en sujetos humanos y ha reducido la presion arterial y los
niveles de catecolaminas, quizas a través de la relajacion de los musculos lisos en las

paredes de la aorta.

Sistema gastrointestinal

Los efectos gastricos se han observado en varios modelos de las Ulceras gastricas en
varios laboratorios. Estos efectos también pueden estar relacionados con los efectos
antioxidantes de la melatonina. En modelos experimentales de pancreatitis aguda, la
melatonina ha demostrado efectos beneficiosos. Otras enfermedades en las que puede
ser afiadida a las terapias existentes incluyen el sindrome de intestino irritable, la colitis

ulcerosa y la diarrea.

Enfermedades renales

La melatonina ha demostrado un efecto protector en insuficiencia renal por efecto

antioxidante.
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3.2.5. LAMELATONINA COMO POTENTE ANTIOXIDANTE

3.2.5.1. Estrés oxidativo

Los procesos de inflamacién aguda, por ejemplo la sepsis o la hemorragia, dan lugar a
un desequilibrio en la homeostasis de los procesos de oxidacion, con el exceso de
generacion de especies reactivas de oxigeno (que incluyen oxidantes como el
peroxinitrito y radicales libres como el hidroxilos y superdxido) y una deficiencia
relativa de antioxidantes endogenos. Este estado se denomina estrés oxidativo®®®.

Un radical libre es una molécula que contiene uno o mas electrones desapareados. Por
lo tanto, el estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de
especies reactivas de oxigeno y la capacidad de un sistema biologico de deneutralizar

rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante.

Los radicales libres dafian a todos los componentes de la célula, incluyendo proteinas,
lipidos y ADN, induciendo asi la peroxidacion lipidica y la degradacion de proteinas,
glucidos y ADN.

La sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por la mitocondria, produce
la peroxidacion lipidica. La peroxidacion lipidica aumenta la permeabilidad de la
membrana mitocondrial, lo cual conduce a una pérdida de la integridad de dicha
membrana y al aumento del citocromo c en el citoplasma, que activa la actividad de las
caspasas, las cuales inicial la muerte celular apoptotica (Fig.28).
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Fig.28. El papel de la mitocondria en la muerte celular apoptdtica y en la necrosis tisular. La
sobreproduccion de ROS supone la peroxidacion lipidica, la pérdida de la integridad de la
membrana y el aumento del citocromo c en el citoplasma celular.

3.2.5.2. Melatonina y estrés oxidativo

La capacidad antioxidante de gran alcance de la melatonina suele atribuirse a su
capacidad para eliminar radicales libres por la donacion de electrones®’,

Por ejemplo la melatonina puede neutralizar los radicales hidroxilo (OH ), que resultan
altamente tdxicos, mediante la formacion de 3-hidroximelatonina y otros metabolitos
que se excretan en la orina. Cuando la melatonina interactta con el grupo OH, se inicia
una cascada de reacciones en cadena (Fig.29) cuyo resultado es la formacion de unos
metabolitos, que a su vez acttan neutralizando otros radicales libres. Por lo tanto, una

sola molécula de melatonina puede neutralizar hasta ocho o mas radicales libres!®®.
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Fig.29. Cascada de reacciones que se producen cuando la melatonina interactia con ROS.

La melatonina también detoxifica otros radicales libres toxicos. Es capaz de neutralizar
otras especies reactivas de oxigeno (ROS) ademas del radical hidroxilo (OH ) como el
peréxido de hidrogeno (H202), el anién superéxido (O2 ), etc. También es capaz de
neutralizar especies reactivas de nitrogeno el 6xido nitrico (NO-) o anién peroxinitrito
(ONOO)™°

Por otra parte, ademas de sus acciones de detoxificacion directa, la melatonina también
ejerce un efecto antioxidante indirecto debido a su capacidad para estimular la actividad
de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), la glutationperoxidasa
(GPx), la glutation reductasa (GRd). También es capaz de estimular la expresion y la
sintesis de otras enzimas antioxidantes como la glutation (GSH) y catalasas (CAT) que

eliminan los radicales libres y sus precursores®’°.

Otro efecto beneficioso de la melatonina descubierto en los Gltimos afios, se produce a
nivel de la mitocondria, durante el proceso de respiracion celular. La respiracion celular
es el conjunto de reacciones bioguimicas por las cuales determinados compuestos
organicos son degradados completamente, por oxidacion (fosforilacion oxidativa), hasta

convertirse en sustancias inorganicas, proceso que proporciona energia aprovechable
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por la célula (en forma de ATP). Este proceso se realiza en la mitocondria. Asi pues, las
mitocondrias son los principales responsables de la generacion de la energia celular a
través de la fosforilacion oxidativa, produciendo ATP, necesario para cualquier funcion
celular. Durante el proceso de respiracion mitocondrial se generan grandes cantidades
de radicales libres dentro de las mitocondrias cuando los electrones se escapan a traves
de la cadena de respiracion celular. Al estimular el complejo 1 y el complejo 1V de la
cadena de respiracion mitocondrial, la melatonina reduce la fuga de electrones y asi
pues la generacion de radicales libres. Ademas, la melatonina también contribuye al
mantenimiento de la produccién de ATP por las mitocondrias mediante el

mantenimiento de altos niveles de glutation mitocondrial*’*12,

Este poder de la melatonina como efecto antioxidante, depende de sus caracteristicas
guimicas, ya que la melatonina es lipofilica e hidrofila, por lo tanto, atraviesa todas las
membranas celulares con facilidad, y esta a disposicion de todas las células y de todos

los tejidos.

La combinacion de estas propiedades beneficiosas de la melatonina en la mitocondria, y
su capacidad para eliminar directamente los radicales libres, asi como de estimular las
encimas antioxidantes en todos los compartimentos celulares, hace que esta indolamina

sea un potentisimo agente antioxidante y una sustancia protectoral®,

Se ha comprobado que la melatonina es un potente antioxidante y que los suplementos
de melatonina podrian proteger contra algunas enfermedades tales como la
aterosclerosis, el cancer y la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo ninguno de estos
usos propuestos se ha probado en un ensayo clinico controlado ni ha sido aprobado para
su uso. La mayoria de los estudios no han proporcionado datos sobre niveles en plasma,
y la mayoria no han comparado los efectos de la melatonina a las de los antioxidantes

mas conocidos®ee.
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3.2.5.3. Efecto de la melatonina sobre la peroxidacion de acidos grasos

Durante las ultimas cuatro décadas, la peroxidacion de acidos grasos inducidos por los
radicales libres ha sido estudiado con gran detalle como un proceso perjudicial que se

produce en el plasma, asi como en las membranas intracelulares.

La reaccion de peroxidacion lipidica se divide en tres fases sucesivas: la iniciacion, la
propagacion y la terminacion (Fig.30). Durante la iniciacion, un radical libre desplaza al
atomo de hidrégeno de un acido graso poliinsaturado, resultando una especie reactiva.
Durante la fase de propagacion, esta especie reactiva reacciona con una molécula de
oxigeno, formando un lipido peroxilo (ROO), que a su vez desplaza otra atomo de
hidrégeno de otro &acido graso poliinsaturado, formando un lipido hidroperdxido
(ROOH). Durante la fase de terminacion se cree que tiene lugar por la interaccion entre
dos radicales libres, dando como resultado un producto no radical. Los hidroperoxidos
de lipidos pueden sufrir degradacion en hidrocarburos, alcoholes, éteres, epoxidos y
aldehidos. Entre estos ultimos, el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxialquenal (4-
HDA) son de especial importancia, ya que pueden formar parte de fosfolipidos,
proteinas y ADN.

Initiation e s
Initiation

RH + X — Re
Propagation

Re + 0O, — ROO-

ROO#*+ RH —ROOH + Re

Termination

2 ROO+* — No polymers
Prnpagatmn

Fig.30. Fases de la peroxidacion lipidica.
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Debido a esto, muchos de los métodos de ensayo, han medido las concentraciones de
MDA para conocer las lesiones inducidas por los radicales libres en las membranas

celulares.

Estudios recientes han documentado la utilidad y la eficacia de la melatonina en la
prevencion de la elevacién de las concentraciones de MDA y 4-HDA que ocurren en

numerosas enfermedades y modelos toxicoldgicos experimentales realizados.

Como se ha visto en multiples estudios, la accion protectora de la melatonina sobre la
peroxidacion lipidica se deriva de su capacidad para neutralizar los reactivos toxicos
que inician la cadena de acontecimientos que dan lugar a la peroxidacion lipidica

masiva.

Se ha visto que la melatonina detoxifica lo dos mayores iniciadores de la peroxidacion
de acidos grasos, el radical OH y el ONOO . Sin embargo la melatonina no es
particularmente eficaz en la neutralizacion del radical peroxilo (ROO), es decir, la
melatonina no tiene gran eficiencia como antioxidante. Se ha sugerido que los derivados
de la melatonina tales como la 3-hidroximelatonina, son capaces de neutralizar ROO
con mayor eficiencia que la melatonina en si. Esto quiere decir, que la melatonina, a
través de sus metabolitos puede ser una indirecta antioxidante que rompe la cascada, no

solo en su inicio.

3.25.4. Efecto de la melatonina sobre la fluidez de membrana

citoplasmatica

Las membranas celulares estdn formadas por una bicapa de fosfolipidos, que forman
una matriz donde se alojan proteinas que funcionan como transportadoras, canales
ionicos o sistemas de receptores para hormonas y neurotransmisores. Singer y

Nicolson!’®

propusieron el modelo de mosaico fluido para definir las cualidades de la
membrana citoplasmatica celular, lo cual sugiere que las membranas celulares son
estructuras fluidas. La fluidez (o viscosidad) de la membrana se refiere a su capacidad o

facilidad de movimiento, representando. Varios agentes quimicos y fisicos modulan la
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fluidez de los fosfolipidos de las membranas celulaes, tales como: la longitud y el grado
de saturacion de las cadenas de acidos grasos, la naturaleza de grupos de cabeza polares,
que influye en la movilidad de las cadenas de hidrocarburos, la concentracion de
colesterol en la bicapa lipidica, la densidad de la proteina en la membrana, la
temperatura de la membrana, la presencia de sustancias anfipaticas en la bicapa, por
ejemplo esteroides, vitaminas, anestésicos y barbituricos. Los cambios en la fluidez de
la membrana son muy importantes para la homeostasis de diversas funciones celulares,
incluyendo la supervivencia, la diferenciacion y las vias de activacion de la muerte

celular®8,

La rigidez de la membrana citoplasmatica que se produce en situaciones de estrés
oxidativo, estd ampliamente documentada. Se proponen dos razones como causa de esta
pérdida de fluidez. En primer lugar, existe una alteracion en la relacion de acidos grasos
poliinsaturados/acidos grasos saturados en la composicién de la membrana, debido a
que los radicales libres tienen una particular afinidad por los electron-rich unsaturated
covalent bounds, que estan presentes en los acidos grasos poliinsaturados. Esto quiere
decir, que el resultado final de la peroxidacion lipidica es la alteracion de los acidos
grasos poliinsaturados, lo cual produce una alteracién en la integridad de las membranas

celulares e intracelulares!™.

En segundo lugar, se ha propuesto que la formacion de cross-linking entre los restos
lipidicos de la membrana, puede limitar el movimiento dentro de la membrana

citoplasmatica, lo cual contribuye a su rigidez*"®.

Dado que la melatonina reduce la peroxidacion lipidica en las células, es l6gico pensar
que también mantendria las membranas celulares en estado 6ptimo de fluidez!®. El
estudio inicial en el que se observo que la melatonina contribuia a la disminucion de la
rigidez de la membrana debido a la reduccion de la peroxidacion lipidica fue publicado
en 1998 por Garcia et al.1”® Este estudio empled un modelo in vitro de peroxidacion
lipidica en microsomas hepaticos. Se observé un aumento de MDA y una pérdida de la
fluidez de la membrana. Se observd que la melatonina impide el aumento de MDA y de
la rigidez de la membrana. Dichas acciones fueron concentracion-dependiente. En este

estudio, la fluidez de la membrana microsomal se evalué por espectroscopia de
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fluorescencia. Este método esta basado en la intercalacion en la membrana, de una
molécula fluorescente que cuando es iluminada por luz polarizada, emite una sefial
fluorescente. El grado de polarizacion de esta sefial depende del estado de la movilidad

de la sonda, que refleja el movimiento de los lipidos de la membrana citoplasmatica.

Otra hipdtesis sobre el efecto protector de la melatonina en la pérdida de fluidez de la
membrana citoplasmatica en situaciones de estrés oxidativo tiene que ver con la
posicion que esta indolamina ocupa en la bicapa lipidica. La melatonina se ubica
preferentemente en la zona superficial de la bicapa lipidica, es decir, cerca del grupo de
cabeza polar de los fosfolipidos. Se ha propuesto que este posicionamiento de la
melatonina en las bicapas podria ser responsable del desorden observado en las colas de
los fosfolipidos. Este desorden puede ser beneficioso en algunos procesos
fisiopatolégicos, ya que es generalmente aceptado que un trastorno mayor en los
fosfolipidos de la membrana hace que las interacciones de los antioxidantes con los
radicales lipidicos sean mas eficientes, reduciéndose asi los nocivos efectos de la

peroxidacion lipidical’’.

3.2.6. EFECTO HEPATOPROTECTOR DE LA MELATONINA

Con respecto a los efectos hepatoprotectores de la melatonina, un sin nimero de
publicaciones han demostrado que la melatonina exdgena puede utilizarse con éxito

para tratar una gran variedad de condiciones fisiopatoldgicas.

3.2.6.1. La melatonina como terapia sobre el dafio hepatico por tdxicos

Numerosos agentes toxicos incluyendo aflatoxinas, metales pesados, nicotina,
tetracloruro de carbono, tioacetamida y toxinas derivadas durante los procesos sépticos,
generan especies reactivas de oxigeno que generan dafio molecular a los lipidos,
proteinas y ADN, lo cual conlleva a la lesion de las células hepaticas y a su muerte.
Estudios recientes confirman los beneficios de la melatonina en la reduccion del dafio
celular generado como resultado del metabolismo de los agentes tdxicos. Estos efectos
protectores son evidentes cuando la melatonina se administra como terapia Unica o en

combinacion con otros agentes protectores'’®,
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Se han ensayado las acciones de la melatonina como terapia sobre un modelo de dafio
hepético en vivo, midiéndose los parametros de integridad hepatica como variables. La
melatonina parece ser una estrategia hepatoprotectora versatii en modelos
experimentales de lesion hepatica, tal como se ha demostrado in vivo en ratas, ratones y

pollos.

Tetracloruro de carbono (CCl4)

El tetracloruro de carbono (CCl4) se ha utilizado tradicinalmente como disolvente de
aceites, grasas, lacas, barnices y resinas. Es una de las toxinas mas potentes conocidas
gue causan dafio hepatico. Produce severas necrosis hepaticas con elevacion de las
enzimas hepaticas y otros indicadores bioquimicos como la urea, las proteinas totales y
la albumina. Ademas, se observa que las ratas intoxicadas con CCI4, sufren

perturbaciones importantes de las membranas plasmaticas.

Kus et al.1’® lograron demostrar en 2005 que el tratamiento con melatonina previene el
dafio hepatico inducido por CCl4 en ratas. 24 ratas Wistar fueron divididas en tres
grupos. Grupo | fue el control, grupo Il fueron sometidas a CCI4 durante un mes y
grupo Il fueron sometidas a CCl4 y melatonina durante un mes. Se determinaron los
niveles de AST, ALT, ALP y B en plasma. Todos estos parametros fueron mayores en el
grupo Il. Los cambios histopatologicos a la seccidon hepética (apoptosis, necrosis,
hemorragia y degeneracion grasa) fueron mas graves en el grupo Il que en el Ill. La
melatonina reduce significativamente la elevacion de enzimas hepaticas, B total y
conjugada en sangre, que son indicativos de dafio hepatico celular inducido por CCl4.
La melatonina disminuye la generacién de NO mediante su capacidad para inhibir la

oxido-nitro-sintetasa

Aranda et al.'® utilizaron un modelo de rata para comparar los efectos beneficiosos de
la melatonina y la pinolina en el dafio hepatico por CCI4. Los autores observaron una
elevacion de las concentraciones de productos de peroxidacion lipidica (MDA+4-HDA)
en tejido hepatico homogeneizado expuesto a CCl4. Melatonina (10mg/kg/dia/i.p)

ejercio un efecto protector. La pinolina (10 mg/kg/ip) fue efectiva también aunque en
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menor grado. También se midid la oxidacién proteica (mediante la determinacion de
carbonilos proteicos), observandose una reduccion del dafio de los hepatocitos cuando
se afiade melatonina o pinolina en el medio de incubacion con CCl4.

La pentoxifilina (PTX) es un derivado de la metilxantina con propiedades antioxidantes.
Se han probado los efectos antioxidantes de la PTX en el tratamiento del dafio hepatico
por CCl4 comparandolos con los efectos de la melatonina, y también el efecto sinérgico
de ambos antioxidantes. Se observd un aumento significativo de los productos de
peroxidacion lipidica en los animales tratados con PTX, mientras que la melatonina
produjo una disminucién no significativa de los productos de peroxidacion lipidica. El
tratamiento con PTX y melatonina dio lugar a una disminucion marcada de los
productos lipidicos de oxidacién, si se compara con la utilizacion de cada uno de los
antioxidantes de manera individual. Por otra parte, los autores observaron que PTX y
melatonina administrados solos o en combinacion, elevan la actividad de las enzimas
antioxidantes (catalasas, glutation peroxidasa), con similar eficacia'®’. También se ha
comparado la melatonina (10 mg/kg/dia/ip) con la Vitamina E (100 mg/kg/dia/ip) y con
la L-carnitina (300 mg/kg/dia/ip) en la mejora del dafio hepatico inducido por CCl4. La
vitamina E no reacciond con los radicales de carbono y no fue capaz de bloquear la
unién covalente CCI3. La melatonina y la L-carnitina mejoraron las pruebas de funcién
hepética y el contenido de MDA hepético, pero la melatonina fue mejor que la L-
carnitina. La melatonina mostrd6 una mayor estimulacion de enzimas antioxidantes

(glutation)'8?,

Aflatoxinas

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos toxicos derivados de los hongos, que se
encuentran en una gran variedad de productos de la agricultura. Poseen efectos

teratogénicos, inmunotoxicos y cancerigenos.

La aflatoxina B1, metabolito de Aspergillus flavus, es un potente agente hepatotoxico y
hepatocarcinogénico tras su activacion por el citocromo p450. Su metabolito final
reacciona con el DNA generando OH y H202 y produce una reduccion en la accion de

las enzimas SOD y CAT. Awney et al.}’®, estudiaron en un modelo de rata, la accion de
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la melatonina en la produccion de H2O: generado durante el metabolismo de la
Aflatoxina B1 en los microsomas del higado de la rata. Los resultados de este trabajo
revelaron una reduccion de los niveles de H202 en los animales tratados con

melatonina, sin una elevacion en el citocromo P-450.

Ozen et al.!®, utilizaron un modelo aviar y observaron la inmunorreactividad en la
administracion de aflatoxina més melatonina (10 mg/kg/via oral) y en la administracion
de s6lo aflatoxina. En el grupo en que se habia administrado melatonina, se observé una
disminucion de ROS y de especies reactivas de nitrégeno. También se observé una
elevacion del glutation (agente antioxidante) y una disminucién de los niveles de MDA

en el grupo tratado con melatonina.

Nicotina

Existen pocas publicaciones acerca del dafio hepatico producido por la nicotina. La
nicotina es un alcaloide natural que genera estrés oxidativo mediante la produccion de

especies reactivas de oxigeno y disminuyendo la actividad de las enzimas antioxidantes.

En un modelo de rata, Mercan et al.*®*, estudiaron los efectos hepatoprotectores de la
melatonina en el dafio hepatico por nicotina. Los autores observaron que la melatonina
reduce la nicotina mediante degeneracion hidropica y restaura los niveles de ATP, que
estaban deprimidos por la nicotina. También se observo un aumento de los niveles de

enzimas antioxidantes como la enzima GSH.

Tioacetamida

La tioacetamida (TAA) es un compuesto organico de azufre, utilizado como fungicida.
La exposicion aguda a este compuesto a altas dosis produce fallo hepéatico agudo y

encefalopatia.

Se han realizado varios estudios en ratas que pretenden mostrar los efectos beneficiosos
de la melatonina en el dafio hepéatico por TAA. En un estudio reciente, Czechowska et

al.'®® demostraron que la administracion de melatonina (10 mg/kg/dia/ip) redujo los
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niveles de FA, ALT, AST en plasma en las ratas tratadas. También observaron que la
melatonina tenia un efecto protector contra la fibrosis generada tras la administracion de
TAA. La melatonina también aument6 la actividad de la enzima antioxidante
paraoxonasa 1. Estos hallazgos moleculares se correlacionaron con los resultados
histologicos, observandose una accién protectora de la melatonina en la morfologia

hepatica.

Quimioterapicos

El potencial terapéutico de los tratamientos quimioterapicos a menudo esta limitado por
su ototoxicidad, neurotoxicidad, cardiotoxicidad, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad. Se
han realizado estudios sobre la interaccion de la melatonina con los quimioterapicos y
los beneficios de la melatonina contra el estrés oxidativo generado por estas drogas. Se
han realizado estudios que muestran los efectos beneficiosos de la melatonina en el
tratamiento con: Amitriptilina, Antraciclinas, Adriamicina, Doxorubicina, Cisplatino,

Ciclofosfamida, Ciclosporina, Diazepam, Griseofulvina, Letrozol*&187,

Metales pesados

Los metales xenobidticos tales como el cadmio, el mercurio, el plomo y el arsénico,
interacttan con la célula causando el dafio oxidativo de las macromoléculas, generando
especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno. Esto conlleva a la lesion celular y la
estimulacion de procesos inflamatorios que inducen cambios en el crecimiento y la
sefializacion celular que pueden conducir al desarrollo del cancer. En relacion con el
higado, las investigaciones realizadas en los Gltimos afios principalmente han estudiado
la toxicidad del cadmio, el mercurio, el hierro y el cobre y los efectos protectores de la

melatonina en la intoxicacion con estos metales!®.

Sepsis

La disfuncion hepética y sobretodo la disfuncién mitocondrial durante la sepsis estan
estrechamente relacionados con una alta mortalidad en los pacientes sépticos. Durante la

sepsis, la respuesta inflamatoria iniciada por la oxidacion lipidica conduce a la
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liberacion de TNF e IL y provoca alteraciones mitocondriales. Esto conduce a una
reduccién de la produccion de ATP debido a un consumo masivo de NADH. Ademas las
citoquinas proinflamatorias que se generan durante la sepsis inhiben la expresion de la
piruvato deshidrogenasa, que reduce los sustratos para la fosforilacién oxidativa,
incrementando la produccion de especies reactivas de oxigeno con una caida adicional
de la produccion de ATP. Durante la sepsis, la accion de la enzima 6xido-nitrico-sintasa
provoca una elevacién significativa de los niveles de NO . EI NO reacciona con el
oxigeno generando peroxinitritos (ONOO ), lo cual termina en una supresion de la
respiracion mitocondrial, de la sintesis de ATP y en un dafio mitocondrial. Todos estos
procesos se manifiestan en una gran variedad de respuestas biologicas incluyendo

hipotension y shock séptico®®,

La melatonina se ha ensayado como tratamiento de la sepsis, con resultados alentadores.
La melatonina (10-60 mg/kg/i.p) reduce la oxidacion lipidica en ratas a las cuales se les
ha administrado lipopolisacaridos como agentes inflamatorios'®. Por otra parte, en la
insuficiencia multiorganica debida a la sepsis, la melatonina (10 mg/kg/i.p) redujo la
lipooxidacion, aumentando la actividad de enzimas antioxidantes (glutation), y
mejorando asi la disfuncion hepatica®®. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Wu et al.?® En este estudio se administrd melatonina a ratas sépticas. Observandose
la reduccion en plasma de la concentracion de IL-1B y NO , reduciendo la infiltracion

de polimorfonucleares (PMN) en el higado.

3.2.6.2. La melatonina como terapia sobre el dafio hepatico producido

por isquemia-reperfusion

El fendmeno de isquemia-reperfusion es una causa importante de dafio hepéatico durante
los procedimientos quirtrgicos que implican reseccion hepatica o trasplante hepatico.
Se trata de un fenomeno difasico donde las células hepéticas son dafiadas por la hipoxia
y por la falta de estimulos biomecanicos. Este dafio se acentla tras la restauracion de la

llegada de oxigeno y de los estimulos biomecanicos*®?.
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Las lesiones del injerto hepéatico durante la isquemia-reperfusion siguen siendo una
complicacién grave en la practica clinica, a pesar de las investigaciones para solventar
el problema. Las lesiones por isquemia-reperfusion es la principal causa de disfuncion
primaria del injerto hepatico, siendo la causa del 81% de retrasplantes durante la

primera semana después de la cirugia®®.

Un gran nuimero de factores y mediadores intervienen en la lesién de isquemia-
reperfusion. Las relaciones entre las vias de sefializacion implicadas son muy complejas
y todavia no es posible describir, con absoluta certeza, los eventos que ocurren desde el
comienzo de la reperfusion y el final. Se conoce que existe un aumento de ROS, de
oxido nitrico, de algunos mediadores proinflamatorios como el TNF y de la
transcripcion de factores, por ejemplo factor nuclear kappa B (nFkB). Ademas existe
una participacion de las células de Kupffer y de las células endoteliales sinusoidales
hepéticas. Todo ello conlleva a la muerte celular y en Gltima instancia, a la disfuncion

hepéatical®?.

Isquemia

La mayoria de los cambios tempranos en los hepatocitos andxicos se producen en las
mitocondrias. La falta de oxigeno, como portador de electrones para la cadena
respiratoria mitocondrial, interrumpe inmediatamente el flujo de electrones, reduciendo
la actividad de la cadena respiratoria. Dado que las mitocondrias ya no estan aceptando
electrones, se produce una reduccion de nucleétidos piridina, lo que resulta en el
aumento intracelular de la relacion NADH/NAD+. Esto conduce a la deplecion de ATP
intracelular de ATP, a la aceleracion de la glucolisis, al aumento de la formacion de
lactato, y a la alteraciéon de la homeostasis de hidrégeno, sodio y calcio. La isquemia
también conduce a un considerable aumento del AMP ciclico, que es un factor
importante en el metabolismo de la glucosa. EI AMPc, a través de la accion de la
proteina AMPc kinasa, conduce a la fosforilacion y disbalance de enzimas que
participan en el control del metabolismo de hidratos de carbono*®?.
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ROS

La lesion por reperfusion se deriva principalmente de la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) generadas tras la reintroduccion de oxigeno a los tejidos
isquemicos. Los ROS se producen a nivel intracelular como extracelular, siendo la

mitocondria su fuente de produccion principal en las células hepaticas®*

. Aunque se han
postulado los inhibidores de la xantina y xantina oxidasa (X/XOD) como el alopurinol,
el principal sistema de generacion de ROS en el hepatocito. También se ha postulado
que el aumento del estrés oxidativo vascular después de 30 y 60 minutos de isquemia
fue atenuado por la inactivacion de las células de Kupffer. Otros estudios han
demostrado que, o bien los neutrofilos, o bien las células de Kupffer son la principal

fuente de ROS%?,

NO

La lesion hepética en el fendmeno de isquemia-reperfusion se debe a la interrupcién de
la sangre dentro de los sinusoides debido a la contraccion de la célula estrellada. La
endotelina 1 (ET-1) provoca dicha contraccion, y el NO producen su relajacion. Se ha
sugerido que la lesion por isquemia-reperfusion es el resultado de un desequilibrio entre
la ET y los niveles de NO durante el periodo de reperfusién. En las primeras etapas de
la reperfusion hepatica, la concentracion de ET se incrementa en plasma y en
parénquima hepatico, lo cual da lugar a una disminucion del flujo de sangre en el
higado. En las primeras etapas de la reperfusion hepatica, la concentracion de ET se
incrementa en plasma y parénquima hepético, y esto se ha correlacionado con una
disminucion del flujo de sangre hepético. Por otra parte, las concentraciones de NO son
bajos durante las primeras horas de reperfusion. Este bajo nivel de NO es debido a los
bajos niveles intracelulares de NADPH y oxigeno (cofactores necesarios para la sintesis
de NO) despues del periodo de isquemia y a la liberacion de una gran cantidad de
arginasa, que descompone la L-arginina (precursor requerido para la sintesis de NO) y
la agota en 30 minutos tras el inicio de la reperfusion. La produccion significativa de
NO no ocurre hasta 6 horas después del inicio de la reperfusion, ya que esto requiere la
induccion de la forma inducible de la 6xido nitrico sintasa (INOS) que tarda de 4 a 6

horas. De aqui podemos concluir que el higado podria beneficiarse de tratamientos
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farmacoldgicos para potenciar las concentraciones de NO inmediatamente se inicie el
periodo de reperfusioni®. Sin embargo existen dos isoformas de NOS, una endotelial
(eNOS), y otra inducible (iNOS). eNOS se expresa exclusivamente en las células
endoteliales sinusoidales y liberan pequefias cantidades de NO en intervalos cortos. Por
el contrario, iNOS sintetiza grandes cantidades de NO en intervalos sostenidos y se
encuentra en todos los hepatocitos, células endoteliales, células de Kupffer y células
estrelladas. Algunos estudios sugieren que la isoforma endotelial tiene un efecto
protector en la lesion isquemia-reperfusion y que la isoforma inducible puede contribuir
a incrementar la lesién. Esto puede depender de la cinética de las dos isoformas. En
condiciones basales, un nivel bajo de generacion de NO por la isoforma eNOS puede
mejorar la microcirculacion del injerto y la reperfusion. Por el contrario, NO derivado
de iINOS no se puede generar hasta varias horas después de la estimulacién debido a los
requisitos para la transcripcion de esta isoforma. Ademas, la produccién excesiva de NO
derivado de iNOS puede ser perjudicial a través de la generacion de derivados de NOS

superdxidos o la generacion de peroxinitritos®?,

Citoquinas

Las citoquinas inician y mantienen la respuesta inflamatoria que ocurre durante el
periodo de reperfusion. El deterioro del flujo sanguineo durante la reperfusion precoz
induce la produccién de un gran nimero de mediadores de la inflamacion,incluyendo
citoquinas, quimiocinas y eicosanoides. EI TNF y la IL-1 son las dos citoquinas mas
comunmente implicadas en el dafio isquemia-reperfusion. TNF-a y IL-1 tienen potentes
acciones inflamatorias. Ambas citoquinas inducen la sintesis de IL-8 y regulan la
expresion de moléculas de adhesion, dando lugar a un aumento de leucocitos en el
sinusoide y a interacciones endoteliales de las células, lo cual se traduce en una mayor
produccion de citoquinas. TNF-a activa y ejerce un papel importante en la quimiotaxis
de neutréfilos. TNF-a también es capaz de inducir a las células de Kupffer a que
generen radicales superdxido. IL-1 induce a las células de Kupffer a la produccion de
TNF-a y aumenta la produccion de radicales libres por los neutrofilos. EI aumento de la
expresion de TNF-a y de IL-1 se observa a los 5 minutos desde el inicio de la
reperfusion e IL-1 se mantiene 2 horas despues de la reperfusion del injerto. El papel de

las dos citoquinas en el dafio hepatico por isquemia-reperfusion se ve confirmado por
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experimentos que muestran que su neutralizacion por antisuero, anticuerpos
monoclonales y antagonistas del receptor, disminuye la gravedad de la lesién por

reperfusion, como lo demuestra la disminucion de la infiltracion de neutr6filos®3,

Los niveles del factor de activacion plaquetaria (PAF) aumentan significativamente
después de 12 horas de reperfusion y llegan a un punto maximo después de 24 horas de
reperfusion, en el momento de méxima lesién hepéatica. De hecho, la inyeccion

preisquémica de un antagonista del PAF mejora el flujo sanguineo y la funcién hepatica.

La produccion de PAF es probablemente el resultado de la interaccion entre las células
de Kupffer y los radicales libres de oxigeno®3. Zhou et al.'®* demostraron que tanto la
inactivacién de las células de Kupffer con cloruro de gadolinio y la inhibicion de la
formacion de radicales libres de oxigeno con alopurinol, redujo la produccion de PAF
en el higado. En el futuro, antagonistas del PAF pueden resultar Gtiles ante la escasez de
donantes de higado, ya que tienen demostrado que reducen la peroxidacion lipidica y

mejoran la funcion del aloinjerto hepatico porcino donante!®3,

Células de Kupfer

Las células de Kupffer son macrdfagos localizados en el higado formando parte de los
sinusoides y forman parte del sistema reticulo-endotelial. Cuando tiene lugar la
activacion de las células de Kupffer, se generan una gran cantidad de mediadores
inflamatorios, incluyendo citoquinas y radicales libres de oxigeno. Desempefian un
papel importante en la patogénesis de la lesion hepatica isquemia-reperfusion. Su
activacion parece que tiene lugar durante la primera etapa de reperfusion!®. La
administracion de cloruro de gadolinio o con palmitato de metilo (que suprime la
actividad de las células de Kupffer) atenud la lesion hepética por reperfusion y la
administracion de particulas de latex, o altas dosis de retinol o con Propionibacterium
acnés (que aumentan la actividad de las células de Kupffer) agravé la lesion. También se
ha demostrado que la solucion de preservacion de la Universidad de Wisconsin
disminuye la actividad de las células de Kupffer en modelos de trasplante hepético

porcino.
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Células endoteliales sinusoidales

A pesar de que la lesion de las células endoteliales sinusoidales del higado (CESH) en la
lesion por isquemia-reperfusién se describieron a finales de 1980, s6lo unos pocos
grupos de investigacion han dedicado sus esfuerzos para comprender mejor la
fisiopatologia de las CESH durante la isquemia-reperfusion’®l. Rauen et al.!%
demostraron que las CESH tras la exposicion a la isquemia fria y a la reperfusion,
aumentaban notablemente los niveles de especies reactivas de oxigeno, lo que
finalmente conducia a la disminucion de la viabilidad de las CESH (Fig.31).
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Fig.31. Interacciones de las células endoteliales y de las células sinusoidales durante el dafio
hepatico por isquemia-reperfusion.
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Neutroéfilos

Los neutrofilos contribuyen a la lesion por reperfusion mediante la liberacion de
radicales libres de oxigeno y proteasas. Aunque los neutrofilos comienzan a acumularse
en el higado durante el periodo de reperfusion temprano, no se activan hasta pasadas 5
horas del inicio de la reperfusion®®®. Jaeschke et al.*®” demostraron que el uso de
anticuerpos monoclonales contra los neutréfilos protegié el higado de rata de la lesién

por reperfusion.

Un proceso con multiples pasos, mediado por una variedad de moléculas de superficie
celular permiten la adhesion de los neutrofilos a las células sinusoidales endoteliales. Se
produce la interaccion entre los receptores B-2-integrinas presentes en el neutrofilo y la
molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) de las células endoteliales sinusoidales.
Esta interaccion da lugar a la migracion de PMN a la circulacién. ElI aumento de
expresion de ICAM-1 en células epiteliales normales y en celulas endoteliales puede ser
inducido por diferentes agente proinflamatorios tales como TNF-a e IL-1. Por lo tanto,
la isquemia-reperfusion conduce a un aumento de la expresién de ICAM-1 en el
higado®®®. En ratas, los anticuerpos anti-ICAM-1 se han utilizado eficazmente para
atenuar la lesion hepatica después del trasplante hepatico ortotdpico. Debido a que en el
trasplante de higado humano ICAM-1 se expresa en una etapa muy temprana después
de la reperfusion del higado del donante, y se correlaciona fuertemente con el rechazo
precoz agudo, dicho tratamiento puede resultar prometedor en la reduccion del nimero

de episodios de rechazo®,

Factor nuclear kB

Un nexo comun entre la mayoria de los mediadores del dafio hepéatico isquemia-
reperfusion es la regulaciéon de la transcripcion de citoquinas (TNF-a), quimiocinas,
moléculas de adhesion (ICAM-1) por NF-xB. EI NF-xB es un factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas y transmite sefiales a
la maquinaria de transcripcion en el nicleo mediante la union a sitios kb de regiones
reguladoras del ADN. Sus propiedades de transcipcion estan estrechamente controladas

por las proteinas inhibidoras —xB. En la presencia de estrés oxidativo, estas proteinas
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inhibidoras estan degradadas, lo cual permite la translocacion de NF-kB al nucleo®®.
Recientes experimentos en modelos de rata y raton han demostrado que NF-kB aumenta
notablemente después de 30-60 minutos de reperfusion, y disminuye después de 4-5
horas de reperfusion. ElI aumento de este factor nuclear condiciona un aumento de
especies reactivas de oxigeno, TNF-a e ICAM-1. En un modelo de rata, el NF-xB fue
inhibido por el antioxidante N-acetilcisteina, lo que sugiere que la activacion de NF-xB
durante el dafio hepatico isquemia-reperfusion estd mediado por especies reactivas de

oxigeno!®,

El papel de la melatonina en el dafio hepatico por isquemia-reperfusion

La melatonina, una molécula con importantes propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, protege del dafio isquemia-reperfusion en varios 6rganos, incluidos el
corazon, el cerebro y el rifion!®. En 1996, Sewerynek et al. demostraron por primera
vez los efectos protectores de la melatonina en la lesion de isquemia-reperfusion en el
higado®®®. Hernandez et al'®®. concluyeron que la melatonina reduce el dafio hepatico
asociado con los fenomenos inflamatorios del tejido hepético tras la isquemia-
reperfusion. Sener et al.!® compararon los efectos de la melatonina con N-acetilcisteina
y concluyeron que la melatonina es superior a la N-acetilcisteina en la reduccién del
dafio hepético por isquemia-reperfusion. Kang et al.?® demostraron que el tratamiento
con melatonina redujo la expresion de genes pro-apoptéticos y pro-inflamatorios en la
isquemia-reperfusion del higado de rata. Finalmente Kang et al. concluyeron que la
melatonina era una molécula hepatoprotectora a través de los mecanismos que implican

la inhibicion de la NF-«B y las vias de regulacion de la proliferacion celular.

A continuacion se describe el efecto antioxidante de la melatonina ante dos procesos
patoldgicos ocurridos durante el dafio hepatico en la isquemia-reperfusion: la disfuncion

endotelial y la disfuncién mitocondrial.

En cuanto a la disfuncion endotelial (Fig.32), Rodriguez-Reynoso et al.?®* demostraron
que la melatonina exdgena reduce las concentraciones de TNF-o y la inhibicion de la
expresion de iNOS. La melatonina aumento los niveles de mRNA de la eNOS, mientras

que se reduce la elevacion de los niveles de mRNA de iNOS.
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Fig.32. Relacion entre la melatonina y la disfuncion endotelial en el dafio isquemia-reperfusion.
La melatonina ejerce su accion hepatoprotectora inhibiendo iNOS, estimulando eNOS 'y
regulando TNF-« y ET-1. La disfuncién endotelial conduce al estrés vascular y a la expresion
de genes proinflamatorios y pro-apoptéticos, empeorando asi el dafio por isquemia-reperfusion.
eNOS: endotelial NO sintasa. ET-1: endotelina-1. iNOS: inducible NO sintasa. TNF-a. factor
de necrosis tumoral a. IRI: dario isquemia-reperfusion.

La melatonina ha demostrado preservar la fisiologia mitocondrial en condiciones de
estrés oxidativo. La melatonina consigue mantener el ciclo respiratorio y la sintesis de

ATP en condiciones de estres oxidativo, mediante la reduccion de la fuga de electrones.

La melatonina protege contra el dafio hepatico producido por la isquemia-reperfusion
mediante numerosas vias de sefializacion, incluyendo la via de la hemooxigenasa (OH-
1), toll-like receptor 4 (TLR-4) y c-Jun N- terminal quinasa (JNK)®® (Fig.33).

La hemooxigenasa, es una enzima implicada en la degradacion del grupo hemo, cuyo
resultado es la formacion de CO, biliverdina y hierro libre. HO-1 es la forma inducible

de la enzima. La induccion de HO-1 conlleva un efecto protector sobre los procesos
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inflamatorios y oxidativos de los tejidos cuando se activa ante situaciones de estrés
oxidativo, jugando un papel importante en el dafio isquemia-reperfusion por sus
funciones antioxidantes y antiinflamatorias. La melatonina ejerce una inhibicion sobre
la HO-1, la cual ejerce a su vez una serie de reacciones de inhibicion sobre diferentes
moléculas implicadas en el dafio hepatico, como son las enzimas quinasa de Janus
(JAK), el receptor toll asociado a activador de interferon (TRIF), interferon  (IFN-p),
la citoquina CXCL-10, el factor de diferenciacion mieloide (MyD88); consiguiendo
finalmente un efecto hepatoprotector ante el dafio hepatico en la isquemia-

reperfusion®®.

La inhibicién de MyD88 supone un efecto de atenuacion sobre TLR4, el cual a su vez
suprime la actividad de NF-xB, consiguiendo el efecto hepatoprotector ante la
isquemia-reperfusion. Los receptores tipo Toll (o Toll-like receptor TLRs) constituyen
una familia de proteinas que forman parte del sistema inmunitario innato. Estos
receptores son transmembranosos y reconocen patrones moleculares expresados por un
amplio espectro de agentes infecciosos, y estimulan una variedad de respuestas

inflamatorias®®®.

La otra via por la cual la melatonina ejerce un papel hepatoprotector, es actuando
directamente sobre JNK, inhibiéndolo. Las quinasas c-Jun N-terminal (JNKS),
originalmente identificadas como quinasas que unen y fosforilan a la proteina c-Jun, son
quinasas activadas por mitogenos (MAPK) que responden a estimulos de estrés, como
citoquinas, radiacion ultravioleta, choque téermico y choque osmético, y se encuentran
implicadas tanto en el proceso de diferenciacion de los linfocitos T, como en procesos

de apoptosis®.
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Fig.33. Vias de actuacion de la melatonina en el dafio hepético por isquemia-reperfusion. La
melatonina incrementa HO-1 e inhibe JNK. HO-1 inhibe JAK2/STAT1, TRIF, IFN-8, CXCL-10y
MyD88. Biciclol, NAC, neutréfilos y MyD88 atenuan TLR-4. La atenuacion de TLR-4 lleva a la

supresion de NF-xB. Todos estas reacciones conllevan una situacion de hepatoproteccion.
CXCL-10: C-X-C motif ligando 10. HO-1: hemo-oxigenasa 1. IRI: dafio por isquemia-
reperfusion. JAK2: Janus kinasa 2. JNK: c-Jun N-terminal-kinasa. MyD88: factor de
diferenciacion mieloide 88. NAC: N-acetil-cisteina. NF-«B: factor nuclear kB. STAT1: sefial
transductora y activador de la transcripcion 1. TLR-4: tooll-like receptor 4. TRIF: receptor toll
asociado al activador de interferon.

La melatonina ha demostrado sus efectos hepatoprotectores en el dafio producido por la
isquemia-reperfusion mediados por las diferentes vias moleculares citadas
anteriormente, en diferentes modelos experimentales. Zamzami et al. demostraron en
1997 en un modelo de rata (utilizando ratas Wistar albinas) que la melatonina y la N-
acetil-cisteina tienen efectos beneficiosos contra el dafio hepatico por isquemia-
reperfusion y tienen efectos sinérgicos cuando se administran en combinacién,
ejerciendo una mayor proteccion hepatica'®®. Okatani et al. demostraron en 2003 en un
modelo de rata (ratas macho Sprague-Dawley) efectos beneficiosos de la melatonina a
nivel mitocondrial, reduciendo la peroxidacion lipidica mitocondrial, la estructura
mitocondrial, los cambios de pH y por lo tanto, la actividad respiratoria mitocondrial*®,
En 2009, Liang et al.?% realizaron un experimento en ratas hembras adultas (Sprague-
Dawley) observando un aumento de la supervivencia en animales tratados, ademéas de
una disminucion de los niveles de transaminasas, indices de necrosis, dafio hepatico,

infiltracion leucocitaria y expresion de iINOS. A nivel molecular se observd una
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disminucion de actividad de JNK en los animales tratados con melatonina. En 2011
Kang et al.?% realizaron un estudio experimental en ratas machos raza Sprague-Dawley;,
concluyendo que la melatonina disminuye los niveles de expresion de TLR4 y TRIF;
disminuye TNF-a, IL-5, iINOS, IFN-B, MyD88, JNK y aumenté el nivel de HO-1.
Hernandez et al.!®® experimentaron en 2011 con ratas jovenes y ancianas Wistar y
Zucker, observando en sus resultados un incremento en plasma de transaminasas,
citoquinas y productos de estrés oxidativo en las ratas sometidas a isquemia-reperfusién
(dicha elevacion fue mayor en ratas viejas y Zucker). El tratamiento con melatonina
significativamente redujo el dafio hepatico, siendo la administracion oral més efectiva

que la intraperitoneal.

En conclusién, la melatonina es un farmaco prometedor contra la reduccién de los dafios
tras la isquemia-reperfusion. En los Gltimos estudios se han observado gran cantidad de
vias de sefalizacion a nivel molecular sobre las que actla la melatonina y que,
proporcionan muchas lineas de investigacion y nuevas estrategias para tratar el actual

203

problema de las lesiones hepaticas tras isquemia-reperfusion®, que acentla la

problematica mundial de escasez de 6rganos para la donaciont98204.205,

3.2.6.3. La melatonina como terapia sobre el higado graso alcoholico
(EHH)

La enfermedad hepética alcohdlica (EHH) es una consecuencia médica comin del
abuso crénico de alcohol. La tasa de mortalidad por esta enfermedad alcanza el 5-6% en
EEUU y Europa Occidental, siendo la novena causa de muerte en estas sociedades. La

EHH puede evolucionar hacia hepatitis alcohodlica, cirrosis y carcinoma hepatocelular.

Los marcadores de la peroxidacion lipidica se incrementan en pacientes con EHH y
contribuyen a la progresion del dafo hepatico alcohdlico, induciendo la fibrosis y la
carcinogénesis. La ingesta excesiva de etanol promueve la formacién de ROS en las
mitocondrias y disminuye GSH mitocondrial, lo cual provoca cambios en el ADN

mitocondrial?®.
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Hu et al.2%” observaron en un modelo de rata, que la melatonina a dosis de 10-20 mg/kg
redujo los marcadores de estrés oxidativo que incluye MDA y el aumento de las
enzimas antioxidantes hepaticas (SOD y GPx). Ademas la melatonina redujo la

expresion de algunas citoquinas proinflamatorias y la infiltracion de neutrofilos.

El alcohol produce alteracion de la homeostasis de las endotoxinas, aumentando la
absorcion en el intestino de derivados de endotoxinas. Las endotoxinas estimulan la
produccion de TNF-a, la IL-10, ROS y prostanoides, que modulan la presentacion de

antigenos por células presentadoras de antigenos y suprimen la actividad de células T2,

La matriz extracelular también se altera durante la ingesta de alcohol, debido a la lesion
hepatica por las enzimas llamadas metaloproteinasas de la matriz (MMPs), que
aumentan durante el consumo de alcohol. La actividad de MMP esta regulada por el
inhibidor tisular de las metaloproteinasas (TIMP). MMP-2 y MMP-9 estan involucradas
en la degradacién de los componentes de la membrana basal, tales como el colageno IV
y la fibronectina. Ademas, ROS puede inducir la expresion de MMP-9 a través de la via
TNF-a. Se ha observado que durante la regeneracién del higado, MMP-9 activa el factor
de crecimiento de hepatocitos y promueve la progresion de la proliferacion celular?®.
Mishra et al.2%® observaron en un modelo de rata que la melatonina a dosis de 15 mg/kg

redue la actividad de MMP-9 casi hasta los niveles normales y la expresion de TNF-a.

Las mitocondrias sufren un dafio importante debido a la toxicidad por etanol,
produciéndose una degradacion y deplecion de DNA mitocondrial. Mansouri et al.?%
analizaron el ADN mitocondrial en un modelo de roedor (rata Swiss) tras la exposicién
a etanol aguda intragastrica (5 g/kg) en diferentes 6rganos (cerebro, corazon, musculo
esquelético e higado) y probaron los beneficios de la melatonina. Observaron que el
aumento de ROS (especies reactivas de oxigeno) provocados por el metabolismo del
etanol juega un importante papel en el deterioro del ADN mitocondrial. La melatonina
impide eficazmente ese dafio, no solo en el higado, también en el cerebro, en el corazon

y en el musculo-esquelético.

El metanol, un derivado de la familia de los alcoholes, se oxida a formaldehido en el

higado y luego a acido formico (que es el principal responsable de la inhibicion tdxica

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 97
experimental



Blanca Martinez Soriano Introduccion

de citocromo c oxidasa) y diéxido de carbono debido a la accion de la alcohol
deshidrogenasa y otras vias. Kurcer et al.?’® en un modelo de rata, observo que la
intoxicacion por metanol aumenta el MDA, la carbonilacion de proteinas, los niveles de
nitrito y la actividad MPO. Estos cambios fueron acompafiados por una significativa
reduccion de la enzima GPx, SOD y CAT. Todos estos cambios inducen el dafio de los
hepatocitos. Todas estas alteraciones mejoraron de manera significativa con la
administracion de melatonina (10 mg/kg/dia/ intraperitoneal). También se observé una
mejoria a nivel de los hallazgos histopatologicos. Los efectos protectores de la
melatonina en la toxicidad por etanol han sido comparados con la N-acetil-cisteina,que
produce sus acciones antioxidantes indirectamente al facilitar la sintesis e GSH que
reacciona con los radicales libres. Los autores concluyen que el dafio hepatico debido a
la intoxicacion por metanol se mejora tras la administracion de melatonina o N-acetil-
cisteina, pero los resultados fueron mejores cuando se utilizé melatonina. Esto puede ser
el resultado de su mayor eficacia en la eliminacion de los radicales libres y su capacidad

para estimular las enzimas antioxidantes.

3.2.6.4. La melatonina como terapia sobre el higado graso no alcohdlico
0 esteatohepatis no alcohdlica (NAFLD)

Datos recientes muestran que la NAFLD es una manifestacion hepatica del sindrome
metabdlico que se asocia con la resistencia a la insulina y abarca un grupo de trastornos
tales como la obesidad, la dislipemia, la diabetes mellitus tipo Il y la hipertension. En la
actualidad, la terapia tiene como objetivo modificar los factores de riesgo pero no

existen terapias probadas para la prevencion o el tratamiento de la EHNAZ,

El estrés oxidativo y la peroxidacion de lipidos son el mecanismo fisiopatoldgico
principal en el higado graso no alcohdlico. Algunos estudios han demostrado que el
deterioro de los mecanismos antioxidantes de defensa puede ser un factor importante en
la patogénesis del higado graso no alcohdlico. Por lo tanto, un enfoque terapéutico en

esta enfermedad podria dirigirse a mejorar la actividad de las enzimas antioxidanes.
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Los efectos beneficiosos de la melatonina que se han estudiado en la NAFLD son los
siguientes (Fig. 34):
e Efecto antioxidante: scavenger de radicales libres, aumento de enzimas
antioxidantes, etc.
e Efecto antiinflamatorio: disminucion de citoquinas e interleuquinas
proinflamatorias.
e Efecto anti-hiperlipidémico.

e Efecto citoprotector: disminucion de enzimas hepaticas de citolisis.
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Fig.34. Posibles mecanismos de accion de la melatonina en la enfermedad hepética no
alcohdlica.

Pan et al.?*2 publicaron en 2006 el Gnico estudio que demuestra los efectos protectores
sobre el higado graso inducido. Realizaron el estudio en un modelo animal de roedores
y administraron la melatonina por via intraperitoneal, con una dosis de 2.5, 5y 10
mg/kg/dia durante 12 dias. El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de la
melatonina sobre la funcion hepética, la lesion hepatica, el metabolismo lipidico y el
estrés oxidativo en ratas con higado graso no alcohdlico inducido por dieta alta en
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grasas. El estudio se realiz6 sobre 50 ratas tipo Wistar que se dividieron en cinco
grupos: grupo | fue el control tratado con dieta estandar de laboratorio, grupo 1l fue
tratado con dieta alta en grasa, grupo 11, IV y V fue tratado con dieta alta en grasas y se
inyectd melatonina por via intraperitoneal en una dosis de 2.5, 5 y 10 mg/kg/dia
respectivamente. El dafio hepatico se evalué mediante evaluacion de lipidos en suero y
en higado. EIl estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica fueron evaluados mediante la
medicién de MDAy la actividad de enzimas antioxidantes como GPx en higado. En el
presente estudio, las ratas alimentadas con dieta alta en grasas, desarrollan de manera
significativa esteatosis hepatica y esteatohepatitis, asi como elevacién de AST, ALT,
colesterol, triglicéridos. Los resultados mostraron que la melatonina (5 o 10 mg/kg/dia)
fue eficaz en la reduccion de la esteatosis hepatica, por la reduccion en suero de ALT,

AST, colesterol, triglicéridos.

Ademas, la melatonina (2.5, 5 y 10 mg/kg/dia) aument6 las enzimas antioxidantes
hepéaticas SOD y GSH-Px. Los 10 mg/kg/dia de melatonina reduce los niveles de MDA
en higado. El efecto de la melatonina como hipolipemiante se atribuye al aumento del
catabolismo del colesterol, los &cidos biliares, la inhibicion de la sintesis de colesterol y
acciones directas en el tejido adiposo a traves de receptores especificos MT1 y MT1.
Las dosis moderadas o altas de melatonina redujeron los niveles de colesterol hepatico,
mientras que s6lo una alta dosis redujo los triglicéridos hepaticos.

Estos hallazgos demuestran un efecto en el lipometabolismo hepéatico dosis-
dependiente. En resumen, este estudia demuestra que la melatonina ejerce un efecto
protector en el higado graso en ratas inducidos por dietas ricas en grasas probablemente

a través de su accion antioxidante e hipolipemiante.

Hatzis et al.?*® publicaron en 2013 un estudio similar al anterior, utilizando un modelo
de roedores. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la melatonina
(intraperitoneal) en la prevencion del estrés oxidativo al que se ha inducido un higado
esteatdsico mediante dieta alta en grasas. En este estudio, los investigadores utilizaron
78 ratas que fueron randomizadas a 6 grupos de trabajo.
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Grupo 1 (grupo control): ratas alimentadas con dieta alta en grasas durante 4
semanas (subgrupo 1A) u 8 semanas (subrupo 1B).

Grupo 2: ratas que fueron alimentadas con dieta normal mas 5 mg/kg/dia de
melatonina durante 4 semanas (subrupo 2A) u 8 semanas (subgrupo 2B).

Grupo 3: ratas que fueron alimentadas con dieta normal mas 10 mg/kg/dia de
melatonina durante 4 semanas (subgrupo 3A) u 8 semanas (subgrupo 3B).

Grupo 4: ratas que fueron alimentadas con dieta esteatdsica mas 5 mg/kg/dia de
melatonina durante 4 semanas (subgrupo 4A) u 8 semanas (subgrupo 4B).

Grupo 5: ratas que fueron alimentadas con dieta esteatosica mas 10 mg/kg/dia de
melatonina durante 4 semanas (subgrupo 5A) u 8 semanas (subgrupo 5B).

Grupo 6: ratas que fueron alimentadas con dieta esteatosica durante 8 semanas
(subgrupo 6A) o 12 semanas (subgrupo 6B) mas melatonina en las Gltimas 4

semanas.

Se analizaron los siguientes parametros: peso del higado, peso del higado ajustado por
peso de la rata, presion portal, marcadores lipidicos en plasma (colesterol total,
colesterol LDL, colesterol HDL, triglicéridos), marcadores de dafio hepatico en plasma
(AST, ALT), histologia hepatica (grados de esteatosis), indicadores de estrés oxidativo
(MDA vy enzima glutation). Los resultados fueron prometedores y estadisticamente
significativos para varios pardmetros. Las ratas que recibieron melatonina en una dosis
de 5 0 10 mg/kg tuvieron un peso hepatico y un peso hepatico ajustado a peso corporal
menor que las que no recibieron melatonina. Todas las ratas a las que se habia
alimentado con dieta alta en grasas y que no recibieron melatonina, desarrollaron un
grado Il de esteatosis. Sin embargo, a las ratas que se les administr6 dieta esteatdsica
mas melatonina tuvieron menos esteatosis: con 5 mg/kg de melatonina, desarrollaron
grado 111 sélo el 11,1% (3 de 27), y con 10 mg/kg de melatonina, desarrollaron grado |11
solo el 3,4% (1 de 29). No se pudo demostrar la efectividad de la melatonina en la
reduccién de ninguno de los marcadores lipidicos bioguimicos en suero, los resultados
no fueron significativos comparando los grupos que recibieron melatonina con los que
no recibieron. La necrosis celular hepatica fue significativamente menor en las ratas que
habian recibido dieta rica en grasas y melatonina comparandola con las que no habian

recibido melatonina, ya que las cifras de ALT y AST fueron significativamente menores.

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 101
experimental



Blanca Martinez Soriano Introduccion

También se pudo demostrar que la melatonina atenuaba el estrés oxidativo y la
peroxidacion lipidica, ya que los niveles de MDA fueron significativamente menores y
los niveles de glutation significativamente mayores en el grupo de ratas tratadas con
melatonina respecto a las ratas no tratadas. La disminucion de MDA se observo en ratas
a las que se administré una dieta esteatosica acompariada de la dosis de melatonina,
pero no fue asi en las ratas que se alimentaron de dieta esteatosica y solo en las Gltimas
4 semanas se administré dieta esteatdsica mas melatonina. Ademas este Ultimo grupo de
ratas a las que se dio melatonina solo en las dltimas 4 semanas de dieta esteatdsica,
desarrollaron todas una esteatosis hepatica grado Ill. Estos resultados concuerdan con
los resultados obtenidos en estudios anteriores. Los autores concluyen que la melatonina
tiene un efecto beneficioso sobre la esteatosis pero sus beneficios disminuyen en una
fase tardia de la esteatosis hepatica, donde observaron un fracaso para revertir o reducir
la gravedad del proceso.

Hoyos et al.?** publicaron en 2010 otro modelo experimental en roedor. En este trabajo
se estudiaron parametros del metabolismo del colesterol, de funcion hepatica y de dafio
oxidativo de la membrana plasmatica (MDA+4-HDA). Se realizaron 4 grupos de ratas:
un grupo de ratas alimentadas con dieta regular a las que no se administré melatonina
(grupo control), otro grupo de ratas fueron alimentadas con dieta regular y se les
administr6 melatonina, otro grupo fueron alimentadas con dieta enriquecida con
colesterol y no se les administrd6 melatonina, y el dltimo grupo de ratas fueron
alimentadas con dieta enriquecida con colesterol y se les administrd6 melatonina. La
melatonina se administrd via oral, utilizandose el agua de beber. Las dosis de
melatonina utilizada fue de 10 mg/L de agua durante 3 meses. En cuanto al metabolismo
lipidico, s6lo se encontraron diferencias en el grupo tratado con melatonina y sometido
a dieta rica en colesterol, que disminuyeron los niveles de colesterol total y de LDL. La
melatonina también previno en este grupo el descenso del nivel de HDL. Los
parametros de funcion hepatica no se modificaron en el grupo tratado con melatonina.
La dieta rica en colesterol no modifico los valores de MDA+4-HDA, sin embargo el
tratamiento con melatonina si que disminuyo los niveles de MDA+4-HDA en el higado,
cerebro y bazo. Los autores del estudio concluyen que la melatonina participa desde un
punto de vista fisiologico en la regulacion del metabolismo del colesterol y en la

prevencion del dafio oxidativo de las membranas.
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Chen et al.?® publicaron en 2011 los resultados de su estudio sobre el efecto de la
melatonina en la acumulacién de lipidos hepaticos inducida por lipopolisacarido o
endotoxina (potente toxico estimulante del sistema inmune, componente mayoritario de
la membrana externa de las bacterias Gram negativas) en un modelo de roedor. Este
estudio muestra que una dosis Unica de lipopolisacarido aumento significativamente el
contenido de triglicéridos y lipidos hepaticos en ratones. Posteriormente se demostro
que se activo la proteina de union al elemento regulador del esterol hepatico (SREBP-
1c) en los ratones tratados con lipopolisacarido y dos genes diana de SREBP-1c. La
melatonina atenud significativamente la activacion de SREBP-1c inducida por
lipopolisacarido y la expresion de los genes diana de SREBP-1c. Ademas la melatonina
redujo los niveles en suero de triglicéridos hepaticos. Segun los autores, la melatonina
puede ser Gtil como farmaco para proteger contra la acumulacion de lipidos hepaticos en
la NAFLD provocado por endotoxina.

En 2009 se publico otro estudio experimental en roedor (Tahan et al.)?'® en el cual se
indujo NASH en ratas mediante una dieta deficiente en metionina y colina (MCDD). Se
dividieron las ratas en cuatro grupos. Dos grupos fueron alimentados con MCDD, a uno
de ellos se les administré melatonina a dosis de 50 mg/kg/dia via intraperitoneal durante
1 mes y al otro no. Los otros dos grupos fueron alimentados con dieta control, a uno se
le administr6 melatonina y al otro no. Se midieron marcadores de estrés oxidativo en
tejido hepéatico (MDA, GSH, SOD), parametros seroldgicos (ALT, AST, B, colesterol
total, TG), citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-6) y apoptosis de hepatocitos
(fragmentacion del DNA). La melatonina disminuyd AST, ALT Y FA en el grupo de
MCDD y melatonina, comparado con el grupo de MCDD solo. No hubo variacion en
los niveles de bilirrubina y albumina. MDA también fue superior en el grupo MCDD
con respecto al grupo MCDD+ melatonina y también con respecto a los otros dos
grupos. Los niveles de enzimas antioxidantes (GSH y SOD) fueron inferiores en el
grupo MCDD con respecto al grupo MCDD+ melatonina y también con respecto a los
otros dos grupos. Los niveles medios de IL y TNF-a fueron significativamente mayores
en el grupo MCDD que en el grupo MCDD+ melatonina y mayores que en los otros dos
grupos. Los grupos que tomaron dieta normal presentaron una histologia hepética
normal, libre de esteatosis. EI grupo alimentado con MCDD sin tratamiento con

melatonina desarroll6 un higado graso grado 3 con inflamacién a expensas de
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mononuclares. El grupo MCDD + melatonina mejord el grado de inflamacion, con
grado 2 de esteatohepatitis. ElI grupo MCDD presentd un indice apoptético
significativamente mayor que el resto de grupos, por lo tanto la melatonina ha
conseguido disminuir el indice apoptético en ratas alimentadas con MCDD. Este
estudio sugiere que la melatonina funciona como potente antioxidante, antiinflamatorio

y antiapoptético en NASH, debiendo ser considerada como una opcidn terapéutica.

En 2015 se publicé un interesante trabajo (Agil et al)?!’ en el que se demostrd la
reduccién de la disfuncion hepéatica mitocondrial en ratas obesas. La disfuncion
mitocondrial juega un papel muy importante en la resistencia insulinica y en el
desarrollo de esteatosis hepética. Se utilizO un modelo de roedor que utilizé ratas
Zucker hembras, diabéticas y obesas y ratas sanas a las que se dio melatonina en una
dosis de 10 mg/kg/dia/via oral en el agua de bebida durante 6 semanas. Se crearon dos
grupos control a las que no se les administr6 melatonina, un grupo con ratas obesas
diabéticas y otro grupo con ratas sanas. La funcion hepética se evalu6 mediante la
medicion de ALT, AST, la histologia hepatica y la funcion mitocondrial hepatica. Se
observaron varias alteraciones funcionales de las mitocondrias hepéticas en el grupo
control de ratas obesas en comparacion con el grupo control de ratas sanas. El
tratamiento con melatonina a ratas obesas disminuye los niveles séricos de ALT
significativamente, disminuye la esteatosis hepatica y la vacuolizacion y también
disminuye las alteraciones mitocondriales inducidas por la diabetes, y el depdsito de
glucdgeno y de lipidos. La melatonina mejora la disfuncion mitocondrial mediante el
aumento de la actividad de la citrato-sintasa mitocondrial y el complejo IV de la cadena
de transferencia de electrones, mejora el estado 3 de la respiracion, el indice de control
respiratorio y el coeficiente de fosforilacion; todo ello de manera significativa. La
melatonina también aumenta la produccion de ATP y disminuye los niveles de proteina

desacoplante mitocondrial.

En 2007 se publicé (Subramanian et al)?® otro estudio en modelo de roedor alimentado
con dieta regular. Estudiaron el efecto de la administracion de melatonina durante 45
dias a dos dosis (0.5 y 1 mg/kg/dia) via intraperitoneal y se determiné la peroxidacién
lipidica y el perfil lipidico en cerebro e higado. Ambas dosis de melatonina causaron un

descenso significativo de la peroxidacion lipidica y de los niveles de colesterol,
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fosfolipidos, triglicéridos y &cidos grasos en los tejidos examinados. Ademas aumento la
actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPx). Este estudio refuerza la
hipotesis de que la melatonina es efectiva en la reduccion del estrés oxidativo y

constituye un agente antihiperlipidémico.

Cabe mencionar otro articulo muy interesante publicado por el grupo de Atilgan et al.?'°
en 2013 para evaluar la modificacion de los pardmetros de estrés oxidativo en ratas
alimentadas con dieta alta en grasas, sometidas a discontinuacién de la dieta 0 a
melatonina. Aunque el objetivo de este estudio no era evaluar la mejoria de NAFLD, es
decir, no se obtuvieron muestras de higado para determinar los parametros de estrés
oxidativo, sino que se obtuvieron estos parametros de una muestra de sangre y de
testiculo. Evaluaron los efectos antioxidantes producidos por la melatonina y la pérdida
de peso en ratas con obesidad inducida, analizando dichos parametros en suero y en
testiculos. Se realizaron 4 grupos con 7 ratas cada uno (n=28). Fueron los siguientes:
grupo 1 o grupo control, grupo 2 con ratas a las que se les ha inducido una obesidad
mediante dieta alta en grasas durante 8 semanas y posterior orquiectomia, grupo 3 con
ratas a las que se ha inducido obesidad mediante dieta alta en grasas durante 8 semanas
y se les ha administrado una sola dosis de melatonina (50 mg/kg/intraperitoneal) con
posterior orquiectomia, grupo 4 con ratas a las que se ha inducido obesidad mediante
dieta alta en grasas durante 8 semanas y luego durante 4 semanas mas tomaron pienso
estandar con posterior orquiectomia bilateral. Se analizaron los niveles de SOD, MDAy
proteinas carbonilo (PC). Los resultados que obtuvieron fueron lo siguientes:

e Los niveles de MDA, PC y SOD aumentaron en tejido testicular y en sangre
aumentaron en el grupo de obesidad en comparacion con el grupo control (grupo
2 con respecto al grupo 1).

e La pérdida de peso (grupo 4) y el tratamiento conmelatonina (grupo 3)
mejoraron significativamente los niveles de MDA, PC y SOD en el tejido
testicular y el suero.

e En el grupo 4 (ratas que discontinuaron la dieta esteatdsica durante 4 semanas)
disminuyeron su peso al discontinuar la dieta, aunque esta disminucion no fue

significativa.
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También se han realizado estudios en humanos sobre la capacidad antioxidante de la
melatonina en pacientes con higado graso no alcohdlico.

En 2010, Cichoz-Lanch et al.??® publicaron un estudio en humanos cuyo objetivo fue
evaluar los efectos de la melatonina y el triptofano sobre una serie de pardmetros
bioquimicos en sangre en pacientes con NAFLD. Se seleccionaron 45 pacientes con
diagndstico histologico de NAFLD. Se dividieron en tres grupos. Grupo I: recibieron
tratamiento con un preparado de fosfolipidos (Essentiale forte) tres veces al dia y
triptéfano en una dosis de 500mg x2 al dia via oral durante 4 semanas. Grupo IlI:
recibieron tratamiento con el preparado de fosfolipidos mas melatonina en dosis de 5mg
x2 al dia via oral durante 4 semanas. Grupo Ill: recibieron tratamiento con el preparado
de fosfolipidos més placebo durante 4 semanas. Tras las 4 semanas de tratamiento, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la reduccion de GGT,
triglicéridos y citoquinas proinflamatorias en los grupos I y I1.

En 2010 Gonciarz et al.??! publicaron otro estudio en humanos. En este estudio, se
incluyeron 42 pacientes con NAFLD confirmada histologicamente. Se realizaron dos
grupos de estudio, un grupo de tratamiento, que incluyé 30 pacientes a los que se
administré6 melatonina (2x5mg/dia/via oral durante 12 semanas) y otro grupo control a
los que se administré placebo. Todos los pacientes se incluyeron en un programa de
estilo de vida que consistia en realizar dieta equilibrada y ejercicio fisico diario. No
hubo diferencias significativas en cuanto a edad, IMC, niveles de ALT, AST, GGT, FA,
COL, TG, glucosa y melatonina en los niveles basales al inicio del estudio. Se realizaron
determinaciones cada 4 semanas. Durante este estudio, los niveles de ALT y de
colesterol descendieron significativamente en ambos grupos, el grupo de tratamiento y
el grupo placebo. Sin embargo, los niveles de AST Y GGT disminuyeron
significativamente solo en el grupo tratado con melatonina. Los niveles de FA no se
modificaron a lo largo del estudio en ningun grupo. Los niveles plasmaticos de TG y
glucosa, asi como el IMC en ambos grupos, no se modificaron con respecto a su nivel
basal. Los autores de este estudio concluyen que 3 meses de tratamiento con melatonina
pueden reducir el nivel plasmatico de enzimas hepaticas, sin embargo, se necesitarian
estudios con un periodo de tratamiento con melatonina mas largo y con un mayor

tiempo de seguimiento para sacar resultados significativos. Este estudio demuestra por
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primera vez en humanos que tres meses de tratamiento con melatonina mejora

significativamente las enzimas hepaticas plasmaticas en pacientes con NAFLD.

En 2012, los autores del anterior estudio publicaron otro trabajo??? donde se representa
el seguimiento de las primeras observaciones. El objetivo era demostrar el efecto
beneficioso mantenido de la melatonina administrada durante un periodo de 12 semanas
mas, después de las 12 semanas de melatonina que habian recibido en el estudio anterior
y a su vez demostrar si la respuesta al tratamiento con melatonina se mantendria
después de haber interrumpido el tratamiento con la misma. Se incluyeron un total de 42
pacientes con diagnostico de NAFLD que habian participado en el estudio anterior. A 30
de ellos se les tratd con melatonina (5mg x 2 veces dia via oral) y a 12 se les administro
placebo. Ademaés todos los pacientes realizaron ejercicio diario y mantuvieron una dieta
equilibrada. Se sometieron a determinaciones bioquimicas cada 6 semanas durante el
periodo de tratamiento (12 semanas) y después a las 12 semanas de haber concluido el
tratamiento. Los niveles de ALT respecto al nivel basal, se redujeron significativamente
en la semana 18, 24 y en el seguimiento posterior sin tratamiento en ambos grupos. AST
Y GGT disminuyeron solo en el grupo tratado con melatonina de manera significativa
durante el tratamiento con melatonina y en el seguimiento posterior. En ambos grupos,
los niveles de COL, TG, glucosa, FA persistieron con niveles normales, sin descenso
significativo. En este estudio no se modificaron los resultados obtenidos en 2010, a
pesar de haber alargado el tratamiento con melatonina. Sin embargo, si que se demostrd
una persistencia del descenso de enzimas hepéticas a pesar de haber suspendido el

tratamiento con melatonina.

En 2014, Celinski et al.?? se publicaron un nuevo estudio con mayor nimero de
pacientes. El objetivo del estudio fue determinar los efectos de la melatonina y el
triptéfano en una serie de parametros biogquimicos e histologicos en pacientes con
higado graso no alcohdlico. Se seleccionaron 74 pacientes con higado graso confirmado
mediante exdmen histopatoldgico. Los pacientes fueron asignados aleatoriamente a tres
grupos de estudio. Grupo I: se les administré un preparado de fosfolipidos (Essentiale
forte) y triptéfano en dosis de 2x500 mg/dia/via oral durante 14 meses. Grupo Il: se les
administro el preparado de fosfolipidos y melatonina en dosis de 2x5 mg/kg/via oral

durante 14 meses. Grupo I11: se les administro solo el preparado de fosfolipidos durante
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14 meses. Tras los 14 meses de tratamiento, 9 pacientes en total de los 3 grupos (3 del
grupo 1, 4 del grupo I1'y 2 del grupo I11), se sometieron a biopsia hepatica. Los niveles
de GGT, TG Y LDL se redujeron significativamente en el grupo | y Il. También se
observo un descenso significativo de IL-1, IL-6 y TNF-a en los pacientes que recibieron
melatonina y triptéfano en comparacién con los pacientes del grupo I11. Los autores del
estudio concluyen que la melatonina y el triptofano son capaces de reducir
sustancialmente los niveles de citoquinas pro-inflamatorias y de parametros
bioquimicos lipidicos en pacientes con higado graso no alcohélico. Por lo tanto, la
melatonina deberia ser considerada como farmaco en la terapia del higado graso no

alcohdlico.

En 2013, Gongciarz et al.?** publicaron un trabajo sobre el efecto de la melatonina sobre
la resistencia a la insulina, la leptina, la adiponectina, la resistina, la ghrelina y las
enzimas hepaticas en pacientes con EHNA. En este estudio se seleccionaron 16
pacientes con estudio histologico de EHNA y sobrepeso, a los que se les administré una
dosis de melatonina de 10 mg/dia durante 28 dias. Se seleccionaron 15 pacientes
control, que fueron pacientes sanos. La mediana de los valores basales de resistencia
insulinica, leptina y resistina fue mayor en los pacientes con EHNA con respecto a los
controles. La mediana del nivel basal de adiponectina fue menor en los pacientes con
EHNA con respecto a los controles. No hubo diferencias en cuanto al nivel basal de
ghrelina. Tras el tratamiento con melatonina, la mediana de los valores de resistencia
insulinica fue reducida significativamente un 60% respecto a los valores basales. Sin
embargo, los niveles de adiponectina, de leptina y de grelina en plasma aumentaron
significativamente un 119%, un 33% y un 20% respectivamente. No hubo diferencias en
cuanto a la resistina. También se observo una disminucion significativa de enzimas
hepéticas (ALT, AST, GGT) al final del tratamiento con melatonina con respecto a los
niveles basales. La adiponectina, la leptina y la ghrelina son sustancias con propiedades
antiinflamatorias, estabilizadoras de la homeostasis y del metabolismo y con
propiedades antioxidantes. En este estudio se demuestra los efectos homeostéticos y
antioxidantes de la melatonina de manera indirecta, aumentando la concentracion de
hormonas y citoquinas antiinflamatorias. Se confirma también lo observado en estudios
anteriores en cuanto a la accion de la melatonina en la disminucion de enzimas

hepaticas, que traduce una disminucion del dafio o lesion hepatica.
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No existen apenas modelos en grandes animales del efecto de la melatonina sobre la
esteatosis inducida por dieta y casi todos ellos se basan en la produccion de esteatosis
por medio de tdéxicos (con dafio directo celular hepatico), asi pues un modelo de
esteatosis en grandes animales inducido por dietas especiales seria el modelo ideal

donde probar el efecto de la melatonina como antioxidante en la reversion de la

esteatosis hepatica.

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 109
experimental






Blanca Martinez Soriano Estudios previos

4. ESTUDIOS PREVIOS

Se realiz6 un estudio experimental previo con 6 cerdos Largue White-Landrace Estos
animales fueron alimentados durante dos meses con una dieta especial con alto
contenido en grasa saturada, rica en colesterol y deficiente en metionina y colina, con

el objetivo de inducir una esteatosis hepatica.

Pasados dos meses, se comprobd mediante ecografia abdominal externa y biopsia
transcutanea ecodirigida (Fig.35), el grado de esteatosis inducido en estos animales.
En la ecografia se pudo observar un aumento del tamafio hepatico y una
hiperrefringencia en cada uno de ellos.

Fig.35. Ecografia hepatica y biopsia mediante tru-cut transcutanea.

Las muestras fueron examinadas mediante visién directa del pat6logo,
determinandose las siguientes variables:

e Grado de esteatosis.

¢ Distribucion de la esteatosis.

¢ Morfologia de la esteatosis.

e Grado de fibrosis.
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El resultado de las muestras obtenidas demostrd una transformacion grasa de los
hepatocitos en un porcentaje mayor al 50% de esteatosis en todas las muestras, de

localizacién centrolobulillar.

Transcurridas 4 semanas tras la biopsia ecodirigida (alrededor de 3 meses desde el
inicio del estudio), se les practicd una biopsia a cielo abierto bajo anestesia general
para obtener muestras significativas del higado. Las muestras se fijaron en
formaldehido tamponado al 10% durante un periodo de 24 h. para su procesado en
parafina, secciones de 3 micras, tincién de HE. Se estudié para cada muestra el grado
de esteatosis mediante vision directa del patdlogo, ademas de la distribucion de la

esteatosis y el grado de fibrosis.

En este estudio previo no se obtuvieron muestras de sangre para estudio bioguimico
de funcién hepatica ni se obtuvieron muestras de higado congelado para estudio de
parametros de estrés oxidativo. El porcentaje de esteatosis encontrado fue alto en

todos los animales, con porcentajes que varian entre 80 y 90%.

Los animales continuaron recibiendo dieta esteatdsica durante todo el experimento y
ademaés se les administré una dosis diaria de melatonina de 10 mg/kg/dia via oral

durante 4 semanas para valorar su efecto sobre la evolucion de la esteatosis.

Tras el periodo de administracion de melatonina los animales fueron sacrificados
obteniéndose biopsia hepaticas para compararlas con las anteriores, la hipdtesis
planteada fue que la melatonina era capaz de reducir la esteatosis hepaticas tras 4
semanas de administracion, administrando simultaneamente dieta especial alta en

grasas.
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Caso 1
e Grado de esteatosis basal tras 3 meses de dieta esteatdsica: 80% (Fig.36).

e Grado de esteatosis tras 3 meses de dieta esteatésica + 4 semanas de dieta

esteatosica y melatonina: 80% (Fig.37).

esteatosis).

Caso 2
e Grado de esteatosis basal tras 3 meses de dieta esteatosica: 80% (Fig.38).
e Grado de esteatosis tras 3 meses de dieta esteatésica + 4 semanas de dieta

esteatdsica y melatonina: 80%. Cierto grado de fibrosis septal (Fig.39).
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Fig.38. HE 20X (80% esteatosis). Fig.39. Tras 4 sem. de melatonina HE 20x (80%
esteatosis).
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Caso 3
e Grado de esteatosis basal tras 3 meses de dieta esteatdsica: 90% (Fig.40).

e Grado de esteatosis tras 3 meses de dieta esteatésica + 4 semanas de dieta

esteatosica y melatonina: 70%. Discreta fibrosis portal (Fig.41).

Fig.40. HE 20X (90% esteatosis). Fig.41. Tras 4 sem. de melatonina HE 20x (70%
esteatosis.).

Caso 4
e Grado de esteatosis basal tras 3 meses de dieta esteatosica: 90% (Fig.42).
e Grado de esteatosis tras 3 meses de dieta esteatésica + 4 semanas de dieta

esteatdsica y melatonina: 80%. (Fig.43).

Fig.42. HE 20X (90% esteatosis). Fig.43. Tras 4 sem. de melatonina HE 20x (80%
esteatosis).
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Caso 5
e Grado de esteatosis tras 3 meses de dieta esteatosica: 90% (Fig. 44).

e Grado de esteatosis tras 3 meses de dieta esteatésica + 4 semanas de dieta
esteatésica y melatonina: 80%. También se observé regeneracion de los

hepatocitos centrolobulillares (Fig. 45). No fibrosis septal.

Fig.44. HE 20X (90% esteatosis). Fig.45. Tras 4 sem. de melatonina HE 20x (80%
esteatosis).

Cerdo 6

e Grado de esteatosis basal tras 3 meses de dieta esteatdsica: 90%. Se observan lagos
de grasa por ruptura de las membranas citoplasméticas de hepatocitos (Fig.46).

e Grado de esteatosis tras 3 meses de dieta esteatdsica + 4 semanas de dieta esteatosica
y melatonina: 90%. Se siguen observando lagos de grasa (Fig.47).

Fig.46. HE 20X (90% esteatosis). Fig.47. Tras 4 sem. de melatonina HE 20x (90%
esteatosis).
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En resumen, se observé una mejoria de la esteatosis en un 10-20% con regeneracion
de los hepatocitos centrolobulillares en 3 de las 6 muestras. En las otras 3 muestras el
grado de esteatosis se mantiene pero no aumenta a pesar de mantener la dieta
esteatdsica en combinacion con melatonina. En una de estas muestras en la que no se
observO mejoria se observa fibrosis septal, por lo que deberia considerarse que se
trata de una progresion de la enfermedad aunque no empeorara el grado de esteatosis.
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5. HIPOTESIS

5.1. HIPOTESIS PRINCIPAL

e La melatonina es un tratamiento efectivo para revertir la esteatosis hepatica
establecida e inducida mediante una dieta especial en un modelo animal

porcino.

5.2. HIPOTESIS SECUNDARIAS

e El modelo de esteatosis basado en alteraciones en la dieta evitando la
toxicidad celular directa, desarrollado por nuestro equipo de investigacion, es
un modelo efectivo y reproductible para inducir un alto grado de esteatosis

hepética en pocas semanas.

e La melatonina es un tratamiento eficaz para mejorar los parametros
serologicos de funcion hepéatica en la esteatosis inducida mediante dieta

especial en un modelo animal porcino.

e La melatonina es un tratamiento eficaz para mejorar los parametros de estrés
oxidativo producidos en la esteatosis hepatica inducida mediante dieta

especial en un modelo animal porcino.

e Modificaciones en la dieta habitual encaminadas a reducir la ingesta de grasas
produce una mejoria en el grado de esteatosis hepatica a nivel histoldgico, asi
como mejoria de los datos seroldgicos de funcion hepatica y de los

parametros de estrés oxidativo.

e El analisis digital de imagenes disefiado por nuestro grupo de investigacion
como método de determinacion del grado de esteatosis hepatica es un método
valido, sencillo y libre de subjetividad.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio experimental prospectivo realizado en animal de

experimentacion, utilizando un modelo animal porcino.

El periodo de experimentacion comenz6 en Mayo de 2012 y concluyé en Mayo de

2014, por lo que tuvo una duracién de dos afos.

Ha sido llevado a cabo por el equipo de investigacién liderado por el Dr. Giliemes,
investigador del Instituto de Investigacion Sanitaria de Aragén (Grupo G11S002).

La fase experimental se desarroll6 en el Servicio de Experimentacion Animal de la

Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.

6.2. POBLACION AESTUDIO

6.2.1. MODELO Y MUESTRA: ANIMAL DE
EXPERIMENTACION

Utilizamos cerdo Largue White-Landrace o gran cerdo blanco inglés como animal de
experimentacion (Fig.48). Se ha elegido este modelo por ser un modelo mas acorde
con la fisiologia hepética del humano y por poseer una gran experiencia en estudios

anteriores de nuestro grupo.
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Fig.48. Imagen que muestra a uno de los cerdos del estudio, de raza Largue White.

Los cerdos se obtuvieron de una granja de cria para experimentacién animal, libres de
enfermedades y parasitos con un peso aproximado de 45 kg y una edad aproximada

de 6 meses.

Todos los animales del estudio se recibieron en tres tandas. La primera tanda de
animales se recibio en Mayo de 2012, la segunda tanda en Enero de 2013 y la dltima
tanda en Febrero de 2014.

Los animales fueron recibidos en las instalaciones de la Facultad de Veterinaria
(Servicio de Experimentacion Animal, SAI), donde fueron estabulados en cubiculos.
En la granja los animales convivieron en jaulas compartidas por 3 0 4 animales, y que
estaban dotadas de comederos con pienso y acceso al agua ad libitum. Estaban
vigilados a diario por auxiliares de la Facultad de Veterinaria del Servicio de
Experimentacion Animal, quiénes se encargan de su nutricion, de su cuidado diario y

de la administracion del farmaco a estudio.

6.2.2. CRITERIOS DE INCLUSION

Cerdo de raza Largue White-Landrace, procedente de una granja de cria para
experimentacion animal, de tamafio mediano, jévenes (aproximadamente 6 meses de

vida), sanos.
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6.2.3. CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron del experimento todos los animales que no cumplian un peso minimo
(30 Kg) o que presentaban signos de enfermedad (diarrea, adinamia, dermatosis,

conducta anormal).

6.2.4. JUSTIFICACION DEL TAMANO MUESTRAL

En base al objetivo “Estudiar el efecto de la melatonina sobre la reversion de la
esteatosis inducida en un modelo animal porcino” y, considerando como variable
principal ““cambio en la esteatosis hepatica”, se determinan como resultados
principales del estudio los valores medios de la esteatosis hepatica determinada por
patologo, tanto en la primera biopsia o biopsia pre como en la segunda biopsia o

biopsia post.

Por lo anterior, para valorar la diferencia entre el valor medio de la esteatosis hepatica
entre la primera y la segunda biopsia, se plantea un contraste de hipotesis de
comparacion de medias para grupos relacionados. Se aspira a poder declarar una
diferencia de 35 puntos o superior como estadisticamente significativa, con un nivel
de confianza del 95% y una potencia del 80%, para lo que se establece en 20
pacientes el tamafio muestral éptimo para el presente estudio, 5 animales en cada uno
de los cuatro grupos planteados. Un tamario superior permitira aumentar la potencia y

poder declarar una diferencia de medias inferior como estadisticamente significativa.

La estimacion se ha basado en los resultados de un estudio piloto realizado
previamente por el grupo. Se ha calculado el tamafio muestral con el programa Epidat
4.1, mediante la opcidn de contraste de hipdtesis, comparacion de medias para grupos

relacionados.
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6.3. DESARROLLO DEL ESTUDIO

6.3.1. GRUPOS DE ESTUDIO

Todos los animales fueron sometidos, tras su llegada a las instalaciones y un periodo
de adaptacion y observacion de 72 h., a una dieta para producir esteatosis hepatica,
especialmente desarrollada por nuestro grupo. Dicha dieta fue mantenida durante 3
meses, al cabo de los cuales fueron sometidos a un procedimiento quirdrgico con
anestesia general para obtener una muestra suficiente de higado para estudio, asi

como muestras de sangre y suero.

Tras la intervencion, los cerdos esteatosicos fueron asignados a 4 grupos de estudio,
manteniendo o no la dieta esteatdsica y tratdndose o no con melatonina durante otro
periodo de un mes. Tras este periodo de tiempo los animales se vuelven a someter a
otro procedimiento quirdrgico con anestesia general para obtener muestras de higado

y de sangre. Al finalizar la intervencion, los animales se sacrifican.

Dado que solo se iba a estudiar la capacidad de la melatonina de reducir el grado de
esteatosis y no de prevenirla, es decir valorar la reversibilidad de la esteatosis
mediante el tratamiento con melatonina, utilizamos 4 grupos de estudio para
individualizar el efecto del farmaco de manera independiente al efecto de la dieta. Se
estudio también un grupo control con 6 cerdos que no recibieron dieta esteatdsica ni

farmaco alguno.

Los grupos fueron los siguientes:

e Grupo estudio 0: grupo control: animales sanos sin esteatosis, sometidos a
dieta normal no esteatosica. Se les practico una intervencion quirdrgica para
la toma de muestra, tras la cual los animales fueron sacrificados.

e Grupo estudio 1: animales a los que se indujo una esteatosis hepatica
mediante dieta durante 3 meses, mantuvieron dieta esteatosica durante 1 mes

mas y recibieron tratamiento con melatonina en el Gltimo mes.
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e Grupo estudio 2: animales a los que se indujo una esteatosis hepatica
mediante dieta durante 3 meses, mantuvieron dieta esteatosica durante 1 mes
mas y no recibieron farmaco alguno.

e Grupo estudio 3: animales a los que se indujo una esteatosis hepatica
mediante dieta durante 3 meses, discontinuaron la dieta esteatdsica durante 1
mes y recibieron tratamiento con melatonina en el dltimo mes.

e Grupo estudio 4: animales a los que se indujo una esteatosis hepatica
mediante dieta durante 3 meses, posteriormente discontinuaron la dieta

durante un mes mas y no recibieron farmaco alguno.

En el siguiente esquema (Fig.49) se puede observar de manera grafica la dieta y el
tratamiento que siguieron los diferentes grupos de estudio.

{

_ ﬁ —> | GRUPO 1

GRUPO 2
>
- ﬁ —>» | GRUPO 3
2 | GRUPO 4
«~——— 3 meses ————— <— 1 mes —— Sacrificio

Fig.49. Esquema de la distribucién de los grupos, en rojo dieta esteatdsica, en azul
dieta basal.
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6.3.2. INDUCCION DE LA ESTEATOSIS HEPATICA

En el cerdo de experimentacion se puede inducir una esteatosis hepatica por medio de

una dieta especialmente desarrollada y probada que asemeja a la induccion de

esteatosis en el humano, sin necesidad de utilizar farmacos ni productos toxicos.

La induccién de la esteatosis se realizoO por medio de una dieta especial cuyas

caracteristicas principales fueron:

e Alto contenido en grasa saturada (25 %).

e Deficiente en metionina (<1/4 de las necesidades) y colina (1/6 de las

necesidades).

e Suplementada con 2 % de colesterol y 0,5 % de colato sodico. En la siguiente

tabla se presenta la composicion de la misma.

En la siguiente tabla (Tabla 1) se presenta la composicién de la misma:

Ingredientes % Principios inmediatos (%)
Almidoén 12,0 E. Metabolizable (kcal/kg) 4.014
Fructosa 18,0 Proteina bruta 8,5
Maltodextrina 14,4 Extracto etéreo 25,2
Sacarosa 2,0 Fibra bruta 8,0
Celulosa 10,0 FND 10,1
Paja 1,5 Almidon 11,5
Grasa hidrogenada 25,0 Lisina 0,85
Harina plumas 5,6 Metionina 0,07
Plasma porcino 4,0 Colina (mg/kg) 50,3
Colesterol 2,0

Colato sodico 0,5

Cloruro sédico 0,4

A. acidos y minerales 4,5

Corrector Vit. Min. 0,2

Tabla 1. Ingredientes y composicion de la dieta esteatosica.

Este método de produccion de esteatosis no utiliza ninglin agente toxico ni

farmacologico, por lo que puede semejarse mucho mas a las condiciones fisioldgicas

y bioguimicas de la esteatosis hepatica humana.
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Las dietas de los animales del grupo control fueron dietas convencionales a base de
pienso “control” formulado con alto contenido en fibra y con una menor
concentracion energética de 2.600 kcal EM/kg, menor a la recomendada (80 % de las
necesidades), pero manteniendo la relacion energia/lisina, con el fin de ralentizar el
crecimiento y evitar el engrasamiento. Ambas dietas, la control y la esteatdsica
fueron ofrecidas ad libitum (en esto se diferencia del resto de los preparados
formulados para inducir una esteatosis, los cuales se suelen basar en la administracion
forzada de ingentes cantidades de grasa que el organismo no es capaz se
metabolizar). La formulacion de los componentes en ambas dietas se realizo

mediante la aplicacion informatica Brillant Expert.

6.3.3. ADMINISTRACION DE MELATONINA

Los animales pertenecientes a los grupos estudio 1 y 3 recibieron dosis de melatonina
de 10 mg/Kg/dia via oral durante 4 semanas. Esta dosis se considerd una dosis
elevada, segun trabajos de bibliografia consultados (la dosis humana habitual es de 2

mg/24 h.), aunque no toxica.

La melatonina se obtuvo de un proveedor comercial en forma de polvo siendo
homologada para su administracién a animales de experimentacion y para consumo
humano. El farmaco se adquirié en forma de polvo, el cual fue encapsulado en un
excipiente de sacarosa en dosis de 200, 100 y 50 mg. Las capsulas se prepararon en el
servicio de farmacia del Hospital Clinico Universitario. Se administré en una Unica
toma por medio de las citadas capsulas que fueron ingeridas a la vez que la
alimentacion descrita anteriormente. La administracion fue via oral mediante una
dosis Unica diaria del farmaco mezclado con parte de la dieta (para asegurar su
ingesta completa). El personal de cuidados del Servicio de Experimentacion Animal
se asegurd de que los animales ingirieron la dosis de melatonina junto con la ingesta

normal.
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6.3.4. DIAGNOSTICO DE ESTEATOSIS

Los animales fueron sometidos a la dieta experimental durante tres meses, pasados
los cuales se espera una esteatosis significativa. El diagndstico de esteatosis se realizd
mediante biopsia hepatica de la parte distal del 16bulo medial izquierdo, a través de
una minilaparotomia media realizada bajo anestesia general. De esta manera se
asegurd una cantidad suficiente de tejido hepatico para establecer el diagnostico de
esteatosis.

6.3.5. QUIROFANO. INTERVENCION QUIRURGICA Y
ANESTESIA

Durante todo el proceso, el animal fue sometido a dos intervenciones quirdrgicas para
obtener biopsias hepaticas y muestras de sangre. La primera intervencion se realizd
pasados tres meses tras el inicio de la dieta esteatdsica. Esta primera intervencion
quirdrgica nos permitié cuantificar la presencia de esteatosis hepatica. Tras esta
primera intervencién quirurgica, los animales fueron asignados a los cuatro grupos de
estudio anteriormente expuestos, y permanecieron durante un mes mas con o sin dieta
esteatdsica, con o sin melatonina hasta que se realizo la segunda toma de muestras.
En la segunda operacion se realizaron los mismos pasos que en la primera,
obteniendo las mismas muestras. Tras la segunda intervencion, el animal fue

sacrificado.

Todas las operaciones se realizaron en el Servicio de Experimentacion Animal,
ubicado en las instalaciones de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Zaragoza. Dichas intervenciones se realizaron en un quir6fano experimental
equipado, que estd dotado de dos puestos para realizar simultaneamente dos
intervenciones quirurgicas bajo anestesia. Se utiliza equipo quirdrgico en condiciones

de esterilidad y equipo de anestesia general para animales medianos.
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Tras una sedacion con Zolatil y Metomidina im, se les cateterizd una via periférica en la
oreja. Tras preoxigenar al animal se administrara Propofol para proceder a la intubacion
en decubito prono (Fig.50). Se monitorizaron las constantes hemodindmicas y el EKG

durante todo el procedimiento.

Fig.50. Cateterizacion de via periférica en la oreja e intubacion del animal en
decubito prono.

En el tiempo anestésico diferenciamos dos fases, premedicacion y mantenimiento; en
las que se emplearon los siguientes farmacos:
e Premedicacién e induccion: Zoletil 100 (Tiletamina + Zolacepam) 5mg/kg IM
+ Medetomidina (sedator) 0.01mg/kg IM. EI zoletil 100 lleva 50mg/ml de
Tiletamina y 50mg/ml de Zolacepam, es decir, se administran 2,5mg/kg de
cada uno. Con esta sedacion se cateteriza una via periférica en la oreja y se
procede a la intubacion del animal en decubito prono. Si con esta medicacion
no es suficiente mientras se cateteriza la via y se intuba, en ocasiones se
administra una dosis adicional con la mitad de la dosis inicial. Si siguen con
reflejo de deglucion al intubar, se afiaden 2-3 ml de propofol 1V. Una vez
intubados se pasa a la fase de mantenimiento.
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e Mantenimiento: Isofluorano (rotametro 1,5 - 2) vaporizado en mezcla de O2 +
aire. En esta fase se utiliza anestesia inhalatoria. Si durante la cirugia el

animal muestra dolor o mal plano anestésico, se afiadio 2-3 ml de propofol IV.

Se coloco el animal en posicién de decubito supino (Fig.51) y se realiz6 laparotomia
media, de aproximadamente 10 cms de longitud (Fig.52). Por lo tanto, las muestras se

obtuvieron in vivo a través de una laparotomia media (biopsia a cielo abierto).

Tras la realizacion de la laparotomia, se inspecciond la cavidad abdominal y se
observaron las caracteristicas macroscopicas del higado (Fig.53). A continuacion se
aislaron los Iébulos hepéaticos més accesibles para realizar la biopsia, que son los
segmentos |11, IV y V (Fig.54). Se escogid para la toma de muestras el segmento 1V o
I6bulo medial izquierdo (Fig.55).

Tras la biopsia se realiz6 sutura hemostatica del lecho de reseccion hepética y
coagulacion con bisturi eléctrico. El cierre de la laparotomia se realiz6 mediante
sutura continua de monofilamento irreabsorbible para el plano muscular y sutura
continua de seda para la piel (Fig.56). Se utilizd para proteger la herida un apdsito
cicatrizante basado en un spray de sulfadiazina de plata (Fig.57).

Fig.51. Animal anestesiado y colocado en decubito supino para realizar la laparotomia.
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Fig.52. Laparotomia del cerdo, de aproximadamente 10 cms.

Fig.53. Imagen de laparotomia en el cerdo donde se observa el contraste de color entre el
higado esteatdsico (en la parte superior de la imagen) de color rojizo-amarillento y el bazo
(en la parte inferior de la imagen).

Fig54. Esquema de la anatomia hepatica porcina.

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepéatica. Modelo 127
experimental



Blanca Martinez Soriano Material y métodos

Fig.55. Laparotomia del cerdo y toma de una muestra en cufia de tejido hepatico.

Fig.56. Cierre de la laparotomia mediante sutura continua.

Fig.57. Aspecto final de la herida quirdrgica tras la aplicacion de un spray de plata.
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6.3.6. TOMA DE MUESTRAS

Se tomaron las siguientes muestras:

e Muestra histoldgica del higado: se obtuvieron 2 biopsias de higado del
segmento V. Se anot6 su aspecto general y sus caracteristicas macroscopicas.
0 De las dos muestras obtenidas:

= Una de ellas se guardé en formaldehido para su estudio
anatomo-patolégico. Se utiliza formaldehido al 10% durante
un periodo de 24 h. para su procesado en parafina, secciones de
3 micras, tincion de HE. Posteriormente es tallada y observada
al microscopio. Las dos muestras se fijaron inmediatamente

tras su laminacion en formaldehido tamponado.
= Otra muestra fue congelada y conservada en nitrégeno liquido
para la obtencion de los pardmetros de estrés oxidativo:

malondialdehido (MDA) y carbonilos.

e Anaélisis sanguineo: se obtuvo una muestra de 20 ml de sangre venosa extraida
de la vena porta o de la vena cava. La sangre fue centrifugada a 3000
revoluciones durante 3 minutos para obtener suero. De la muestra sanguinea

se obtienen los parametros bioquimicos.

Para la recogida de muestras, se utilizaron diferentes contenedores especificos:
vacutainers, tubos de criopreservacién, botes con formol, etc. (Fig.58):

Fig.58. Recipientes utilizados para la toma de muestras.
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6.3.7. REANIMACION

Después de la extraccion de muestras tras la primera intervencion quirdrgica, los
animales fueron despertados de la anestesia y trasladados a jaulas situadas en las
inmediaciones del quiréfano, en grupos de tres animales (Fig.59). Permanecieron en
este habitaculo varias horas hasta que el animal recuperd la movilidad completa y
pudieron ser trasladados a la granja de origen. Durante este periodo de adaptacién
desde el quirdfano a la granja nos cercioramos de que el animal no ha sufrido ninguna
complicacion precoz derivada de la cirugia o de la anestesia.

Fig.59. Animales en jaulas recuperandose de la anestesia.

6.3.8. SACRIFICIO

Tras la segunda intervencion quirtrgica los animales fueron sacrificados. Con el
animal bajo anestesia general se administra cloruro potasico IV + 5-7 ml/animal del
eutanasico T-61. El T-61 que utilizamos contiene por ml 0.2g de embutramida, 0.05¢g
de Mebezonio ioduro y 0,005 g de Tetracaina clorhidrato. Tras la eutanasia, los
cuerpos fueron tratados como residuos orgénicos y depositados en vertederos

especiales presentes en las inmediaciones de los quirdfanos y destinados a ese fin.
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6.3.9. PROCEDIMIENTO PARA LA MEDICION DE
PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO EN MUESTRA
HISTOLOGICA

El estudio bioquimico de estrés oxidativo en la muestra histolégica congelada se
realizd en los laboratorios de Fisiologia del Envejecimiento y del Estrés Oxidativo,
ubicados en el Departamento de Farmacologia y Fisiologia de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Zaragoza.

6.3.10.1. Equipamiento de laboratorio

e Agitadores: Vortex Velp Scientifica® zx3 y vortex Heildoph® REAX 2000
(Fig.60).

e Balanza de precision Cobos® CBH-300J.

e Balanza de precision Cobos® A-220 CB.

e Bafio termostatizado con agitacion Bunsen® BTG-1 (Fig.61).

e Centrifuga Beckman® Avanti 30™, refrigerada y equipada con dos rotores:
F1010 para 10 tubos de 10 mL H6002 para tubos Eppendorf de 1,5y 2 mL
(Fig.62).

e Espectofotometro Beckman-Coulter® DUB800 con cubetas de plastico
desechables para medir el rango visible y cubetas de cuarzo para medir en el
rango ultravioleta (UV) (Fig.63).

e Homogeneizador de teflon acoplado a un rotor Heidolph® RZR 2020.

e Homogeneizador Ultra-Turrax Janke&Kunkel® T25 (Fig.64).

e Dos juegos de pipetas de precision Gilson®: P-20, P-200, P-1000 y P-5000.

e Un juego de pipetas Eppendorf®: 0,1-2,5; 2-20; 10-100; 50-250 y 200-1000.

e pHmetro Crison® micro pH 2001 equipado con sonda de temperatura.

e Sistema de agua destilada Milipore® MilliRX.

e Sistema de agua ultrapura de Millipore® MilliQ.

e Nevera (-20°C) LIEBHERR Premium.

e Ultracongelador (-80°C) Ing. CLIMAS CVF 350/80.

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 131
experimental



Blanca Martinez Soriano Material y métodos

Fig.62. Centrifuga Beckman® Avanti 30™.
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Fig.64. Homogeneizador Ultra-Turrax Janke&Kunkel® T25.
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6.3.10.2. Homogeneizacidn del tejido hepatico

Una vez pesado el higado se troced con bisturi sobre una placa Petri situada en hielo
y los pedazos se introdujeron en un Homogeneizador Ultra-Turrax Janke & Kunkel®
T25. Se afadio tampon Tris-HCI 20 mM a razén de 1:10 p/v. La velocidad del
homogeneizador fue de 300 revoluciones por minuto. Todo este proceso se realizé en
frio para reducir al maximo posible la degradacion enzimatica tisular manteniendo el
vidrio de homogeneizacion en hielo picado. Posteriormente las muestras se
distribuyeron en alicuotas y se almacenaron a -80°C hasta el momento de ser

utilizadas en los ensayos.

6.3.10.3. Cuantificacién de la peroxidacion lipidica
(Malondialdehido+4-HDA)

La accidn de los radicales libres sobre los lipidos tiene lugar fundamentalmente sobre
los acidos grasos poliinsaturados de las muestras celulares, provocando su
peroxidacion. Los productos finales de este proceso de peroxidacion lipidica (LPO)
son aldehidos, gases hidrocarbonados y varios residuos quimicos, siendo mayoritarios
el malondialdehido (MDA) y los 4-hidroxialquenales (4-HDA). Por lo tanto la
concentracion de MDA+4-HDA es un indicador del grado de peroxidacion de los
lipidos de las membranas bioldgicas. La concentracion de MDA+4-HDA se
determind por un método colorimétrico basado en la reaccion de un reactivo
cromogeno, el N-metil-2-fenilindol, con el MDA o con los 4-HDA, a una temperatura
de 45°C. La condensacion de una molécula de MDA o 4-HDA con dos moléculas de
N-metil-2-fenilindol produce un cromoéforo estable que, en presencia del acido

metanosulfonico presenta una absorbancia maxima a 586 nm.

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Las concentraciones de
MDA+4-HDA se corrigieron por las concentraciones de proteinas, expresando las

concentraciones finales en nmol MDA+4-HDA/mg de proteina.
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6.3.10.4. Protocolo de determinacioén

Consta de los siguientes pasos (Fig.65):

Centrifugar las muestras a 3000 xg durante 10 minutos a 4°C.

Dispensar 2 alicuotas de 200 pL del sobrenadante y afiadir 650 pL de N-
metil-2-fenilindol 10,3 mM disuelto en acetonitrilo, y metanol, en relacién 1:3
(V/Iv).

Agitar

Dispensar 150 pL de acido metanosulfénico 15,4 M.

Incubar los tubos durante 40 minutos a 45°C.

Centrifugar a 3000 xg durante 10 minutos a 4°C.

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Medir la absorbancia a 586 nm en el espectrofotometro.

Para obtener la recta de calibrado se utilizaron diluciones de concentracién conocida

(0-10 pumol/L) a partir de una disolucion de 1,1,3,3-tetrametoxipropano 10 mM en
TRIS 20 mM. EIl 1,1,3,3-tetrametoxipropano al hidrolizarse, libera MDA de forma

estequiométrica.
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Fig.65. Protocolo de cuantificacién de malonildialdehido (MDA) y 4-
hidroxialquenales (4-HDA)
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6.3.10.5. Cuantificacién de restos carbonilo

Para valorar el dafio oxidativo a las proteinas de los homogeneizados, se utilizé la
determinacion de los restos carbonilo de las proteinas. Para ello se siguié el protocolo
descrito por Levine y cols. (1990) con modificaciones minimas. Este método esta
basado en la reaccion de los restos carbonilo de las proteinas con la
dinitrofenilhidracina (DNPH), formandose un derivado que se cuantifica midiendo su
absorbancia en el rango 360-390 nm. Durante el procedimiento se utiliza el acido
tricloroacético (TCA) para la precipitacion de las proteinas, los lavados para la
eliminacién del exceso de DNPH que no ha reaccionado con restos carbonilo, y la
guanidina para redisolver las proteinas y poder realizar la lectura en el

espectrofotometro.

A partir de la absorbancia obtenida se calculd la concentracion de restos carbonilo
empleando la ley de Beer-Lambert y el coeficiente de absorcion molar de la DNPH (€
= 22.000 M-1 x cm-1). Finalmente, tras la determinacion de las proteinas totales, los

resultados se expresaron en nmol de restos carbonilo / mg de proteinas totales.
6.3.10.6. Protocolo para la determinacion de restos carbonilo

Consta de los siguientes pasos (Fig.66):

e Afadir a ImL de las muestras: 100 pL de TRIS 20 mM pH 7,4 y 200 uL de
DNPH 10 mM en HCI 2N.

e Agitar e incubar durante 1 hora a 37°C.

e Dispensar 325 pL TCA 50% frio e incubar en hielo durante 10 minutos.

e Centrifugar a 3000 xg 10 minutos a 4°C.

e Lavar el precipitado 3 veces, resuspendiendo con 1 mL de etanolacetato de
etilo 1:1, v:v y centrifugando a 11.000 xg durante 3 minutos a 4°C.

e Disolver el precipitado final en 700 pL de guanidina-HCI 6M pH=2,00.

e Agitar e incubar, a 37°C durante 15 minutos.

e Centrifugar a 12.000 xg durante 10 minutos a 4°C.

e Leer la absorbancia del sobrenadante a 375 nm en cubeta de cuarzo a

temperatura ambiente. Utilizar como blanco una disolucion de guanidina 6M.
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Fig.66. Fundamento de cuantificacion de restos carbonilo en las proteinas.
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6.3.10. PROCEDIMIENTO PARA LA MEDICION DE
PARAMETROS BIOQUIMICOS EN MUESTRA SANGUINEA

La medicién de los parametros serolégicos de funcion hepatica y de concentracion
lipidica en plasma se realizaron en los laboratorios de bioquimica del Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza.

Una vez centrifugada la sangre y extraido el plasma, se procedid a la identificacién de
la muestra. Las muestras de suero identificadas se introducen en los procesadores
automaticos (Fig.67) destinados a la lectura automética de la concentracion de lipidos
y de pardmetros de funcion hepatica (Fig.68).

Fig.67. Analizador automatico del laboratorio de bioquimica del HCU Lozano Blesa.
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Fig.68. Zona del analizador automatico donde se colocan las muestras en
vacutainers.

6.3.11. PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS HISTOLOGICO
DE LA BIOPSIAHEPATICA

Para la determinacion del grado de esteatosis hepatica utilizamos dos métodos, un
analisis semicuantitativo en el que el patologo estima el porcentaje de esteatosis bajo
vision directa de cada una de las muestras (Fig.69) y un método de cuantificacion

mediante analisis asistido por ordenador.

6.3.11.1. Analisis semicuantitativo por patdlogo

El patdlogo estima el area de la biopsia que esta ocupada por grasa, expresando el
resultado en porcentaje. La técnica de medicion se suele basar en el contaje de
hepatocitos con vacuolas de grasa con la ayuda de una rejilla, que se superpone a la
muestra histoldgica. EI nimero de rejillas ocupadas por hepatocitos esteatdsicos en
comparacion con el total de la rejilla permite un minimo de extrapolacién a toda la

muestra. Se trata de un método rapido y sencillo, pero se encuentra limitado por la
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subjetividad del patélogo, por lo tanto se decidid utilizar otro método asistido por
ordenador para determinar el grado de esteatosis. Ademas del grado de esteatosis, el
patologo estima la morfologia de la esteatosis, distribucion de la esteatosis y grado de

fibrosis; parametros que no podemos obtener a través del sistema informatico.

Fig.69. Preparaciones con las muestras de los animales etiquetadas con nimero del animal y
fecha, previo al exdmen histolégico.

6.3.11.2. Analisis de imagen asistido por ordenador

En el trabajo empleamos un software especifico asistido por Matlab®, creado por el
propio grupo de investigacion para realizar un andlisis digital de las muestras de

biopsias.

Tiene tres funciones fundamentales:
e Cal-estea.m: es la funcidn principal que realiza el céalculo de la esteatosis.
e Filtro-m: funcion para el filtro de grises, que permite adaptar el programa a la
amplia gama de tonalidades que se nos puede presentar en la muestra.
e Region-m: funcion que permite eliminar regiones que no correspondan a grasa

(por ejemplo, venas con tonalidades blancas).
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Utilizamos 4 fotografias por cerdo, obtenidas del estudio histologico a 10 aumentos
de una preparacion teflida con Hematoxilina-Eosina. Se tomd como eje una vena
centrolobulillar y se tom6 una fotografia cada 90° considerando la vena

centrolobulillar (Fig.70).

Fig.70. 4 fotografias seleccionadas del estudio histologico convencional de un cerdo. En el
centro de observa la vena centrolobulillar y las cuatro fotografias cada 90° alrededor de la
misma (HE 10X).

Para cada muestra obtenida, dado el amplio rango de tonalidades, el programa nos
pide de inicio, y para cada fotografia, la seleccidon de un punto de grasa (con el botdn

derecho), para calibrar su tolerancia de qué considerar o no grasa (Fig.71).

Se realizara una calibracion del tono de la grasa (tolerancia).
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Fig.71. Imagen inicial a 10X, tefiida con Hematoxilina-Eosina.

Se observa la vena centrolobulillar arriba a la derecha. Sobre la imagen inicial se

selecciona el nivel de gris para realizar el balance.

Posteriormente, se realiza el célculo inicial de la esteatosis. EI programa nos ofrece

una estimacion del porcentaje de grasa de la fotografia (en color verde) si bien

incluye falsos positivos (estructuras que se tifien de blanco en la preparacion pero no

corresponden a gotas de grasa, como por ejemplo, estructuras vasculares) que deben

ser eliminados manualmente (Fig.72). Clicando con el botdn derecho en las regiones

que son falsos positivos, podremos eliminarlas de la estimacion de grasa, variando asi

el porcentaje.

Cada muestra o imagen se nombrard con el formato Sujl-foto2 10X.jpg,

correspondiendo:

* NUmero de muestra: sujl

* Numero de fotografia: foto2
* Aumentos: 10X
 Formato JPEG: .jpg
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Fig.72. Imagen de esteatosis inicial, incluyendo falsos positivos, como la vena
centrolobulillar y el pediculo portal que se eliminaron manualmente. Se observa como bajé
el porcentaje de esteatosis de 45,6% a 43,2%.

El proceso se repite con las cuatro fotografias de cada paciente obteniendo como
resultados los archivos independientes que se observan en la Fig.73
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Fig.73. Representacion de la carpeta de todos los archivos de cada paciente: archivo con
datos estadisticos, archivos con las fotografias procesadas y archivos con las fotografias
originales.
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Las 4 imagenes procesadas, incluyendo el porcentaje de grasa calculado en cada una
de ellas y un archivo de texto (txt) con media, desviacion tipica y valores individuales

se representan en las Fig.74 y 75.

7| 228-resultados.txt: Bloc di

Archivo Edicién Formato Ver Ayuda

lse han procesado 4 1mégenes, detectandose un porcentaje medio de -
esteatosis del 42%, con una desviacion estandar de +-1.9%.

Los valores de Esteatosis individuales de cada imagen son los
siguientes:
esteatosis =
42.81

41.17 44.14 39.74

Fig.74. Archivo de texto con el resultado de la esteatosis de las 4 fotografias del mismo
cerdo, asi como el porcentaje de esteatosis media y la desviacion estandar.

Fig.75. 4 fotografias estudiadas por el sistema informético. Centradas por la vena
centrolobulillar (en blanco).
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6.4. VARIABLES A ESTUDIO

Se estudiaron un total de 22 variables que las agrupamos en cuatro grupos. Todas las
variables que se mencionan a continuacion las medimos dos veces, en dos momentos
diferentes (tras la administracion de la dieta esteatosica 12 semanas, y tras la

administracion o no de la dieta y fArmaco a las 4 semanas de la primera medicion).

Los cuatro grupos en los que se pueden agrupar las 23 variables son los siguientes:
e Caracteristicas generales.
e Estudio bioquimico de la muestra sanguinea.
e Andlisis histoldgico de la biopsia hepatica.

e Estudio bioquimico de estrés oxidativo de la biopsia hepética.

6.4.1. CARACTERISTICAS GENERALES

1. Tamafio del higado: hepatomegalia (si/no). Variable cualitativa dicotomica con
categorias independientes: si 0 no. Hepatomegalia se considera aumento
patolégico del tamafio del higado (limite inferior del higado alcanza la linea de las

costillas inferiores).

2. Bordes del higado (romos/agudos). Variable cualitativa dicotomica con categorias
independientes: romos o agudos. Este término hace referencia a la angulacion del
extremo del higado, que adquiere una forma roma conforme alcanza mayor

porcentaje de esteatosis.

3. Coloracion general del higado (amarillento/rojizo/palido). Variable cualitativa
policotomica con categorias independientes: amarillento, rojizo, palido. Hace
referencia al color macroscépico del higado, que adquiere diferente tonalidad en
funcion del grado de esteatosis, tornando a un color amarillento o palido si el

porcentaje de esteatosis es elevado.
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4. Consistencia (blanda/dura). Variable cualitativa dicotomica con categorias
independientes: blanda o dura. La consistencia es la resistencia del tejido hepatico

a la rotura o a la deformacion.

5. Ascitis (si/no). Variable cualitativa dicotomica con categorias independientes: si 0
no. Ascitis se refiere a la acumulacion de liquido seroso en la cavidad peritoneal

resultado de la presion alta en los vasos sanguineos del higado.

6. Peso del animal (kg). Variable cuantitativa continua.

6.4.2. ESTUDIO BIOQUIMICO DE LA MUESTRA SANGUINEA
(SEROLOGIA)

Del suero extraido de la muestra sanguinea, se analizan los siguientes parametros:

7. Triglicéridos (mg/dl). Variable cuantitativa continia medida en mg/dl. Los
triglicéridos son un tipo de glicerol que pertenecen a la familia de los lipidos o

unién de tres acidos grasos a una molécula de glicerina.

8. Colesterol total (mg/dl). Variable cuantitativa continla medida en mg/dl. El
colesterol total es el lipido que se encuentra en plasma unido a lipoproteinas.

9. Colesterol HDL (mg/dl). Variable cuantitativa continda medida en mg/dl. El
colesterol HDL es el tipo de colesterol que se encuentra unido en sangre a
lipoproteinas de alta densidad.

10. Colesterol LDL (mg/dl) (colesterol total — colesterol HDL). Variable cuantitativa
contina medida en mg/dl. El colesterol LDL es el colesterol que se encuentra
unido en plasma a lipoproteinas de baja densidad.

11. Aspartato aminotransferasa - AST (UI/L). Variable cuantitativa continia medida
en UI/L. La AST es una enzima aminotransferasa que se encuentra presente en

muchos tejidos del organismo (higado, corazon, mdsculos, rifiones, cerebro).
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Cataliza la transferencia de un grupo amino desde el L-aspartato al 2-

oxoglutarato.

12. Alanina aminotransferasa - ALT (UI/L). Variable cuantitativa continGa medida en
UI/L. La ALT es una enzima aminotransferasa que se encuentra en gran
concentracion en el higado y en menor medida en los rifiones, corazon y
musculos. Su elevacion en plasma es mas especifica para el dafio hepatico que la
AST. Cataliza la transferencia de un grupo amino desde la alanina al alfa-
cetoglutarato.

13. Gamma glutamil transpeptidasa - GGT (UI/L). Variable cuantitativa continua
medida en UI/L. La GGT es una enzima que juega un papel clave en el ciclo de la
sintesis y degradacion de glutation. Esta presente en las membranas celulares de
muchos tejidos, incluyendo rifiones, conducto biliar, pancreas, higado, bazo,

corazdn, cerebro y vesiculas seminales.

14. Fosfatasa alcalina — FA (UI/L). Variable cuantitativa continua medida en UI/L.
La FA es una enzima hidrolasa responsable del proceso de fosforilaciéon. Se
encuentra en casi todos los tejidos, siendo particularmente alta en huesos, higado,

placenta, intestinos y rifion.

15. Bilirrubina (mg/dl). Variable cuantitativa continua medida en mg/dl. La
bilirrubina es un pigmento biliar de color amarillo anaranjado que resulta de la

degradacion de la hemoglobina de los globulos rojos reciclados.

6.4.3. ESTUDIO BIOQUIMICO DE ESTRES OXIDATIVO DE LA
BIOPSIA HEPATICA

Otra de las muestras hepaticas fue congelada inmediatamente después de su
extraccion (mediante inmersion en nitrogeno liquido) para su posterior estudio de

estrés oxidativo.
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16. Malondialdehido+4-hidroxi-alquenal (MDA-4-HDA) (nmol MDA+4-HDA /mg
de proteina). Variable cuantitativa continua medida en nmol MDA+4-HDA/mg
de proteina. EI malondialdehido y el 4-hidroxi-alquenal son productos finales del
proceso de peroxidacion lipidica (LPO). La concentracion de MDA+4-HDA es un
indicador del grado de peroxidacion de los lipidos de las membranas bioldgicas.
Las concentraciones de MDA+4-HDA se corrigieron por las concentraciones de
proteinas, expresando las concentraciones finales en nmol MDA+4-HDA/mg de

proteina.

17. Carbonilos (nmol carbonilo/mg de proteinas). Variable cuantitativa continua
medida en nmol carbonilo/mg de proteinas. Los carbonilos son los productos
finales de la degradacion oxidativa de las proteinas. Las concentraciones de
carbonilos se corrigieron por las concentraciones de proteinas, expresando las

concentraciones finales en nmol carbonilo/mg de proteinas.

6.4.4. ANALISIS HISTOLOGICO DE LA BIOPSIA HEPATICA

Se estudiaron los siguientes parametros:

18. Grado de esteatosis. Variable cuantitativa continua que toma valores de 0 a 100 y
que hace referencia al porcentaje de estatosis por unidad lobulillar determinado

por un patologo.

19. Grado de esteatosis segun programa informatico de tratamiento de imagenes.
Variable cuantitativa continua que toma valores de 0 a 100 y que hace referencia
al porcentaje de esteatosis determinado por el programa informatico descrito

anteriormente.

20. Distribucion de la esteatosis (centrolobulillar/periférica). Variable cualitativa
dicotbmica con categorias independientes: centrolobulillar o periférica.
Centrolobulillar hace referencia a la distribucion de los adipocitos esteatdsicos
Ilenos de grasa en torno a la vena centrolobulillar. Periférica hace referencia a la
distribucion de los adipocitos esteatosicos en la zona periférica de los lobulillos
hepaticos, es decir, cercanos a los septos o a los espacios porta.
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21. Morfologia de la esteatosis (macro/microesteatosis). Variable cualitativa
dicotémica con categorias independientes: macro o microesteatosis. También se
puede denominar macro o microvesicular 6 macro o microgotular. La esteatosis
microvesicular es un cuadro histoldgico que describe la acumulacién de
microvacuolas grasas en el citoplasma de los hepatocitos, que no desplazan al
nucleo celular, y que su tamafio generalmente es menor de un micrén. La
esteatosis macrovesicular se refiere a la coalescencia de multiples microvacuolas
en el citoplasma del hepatocito, que suelen desplazar el ndcleo celular hacia la

periferia.

22. Grado de fibrosis (se valora NO/SI (de 1 a 3)). Variable cualitativa policotémica
con categorias posibles 0, 1, 2, 3. La fibrosis hepatica es el desarrollo en exceso
de tejido conectivo fibroso en el higado, como consecuencia de un proceso

reparativo o reactivo a un proceso inflamatorio crénico.

6.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiza en primer lugar un andlisis descriptivo de las variables a estudio. Para
variables cualitativas se aportan frecuencias relativas y absolutas. Para variables
cuantitativas media y desviacion estandar (DE), y mediana junto con el rango
intercuartilico (RIQ). Los datos se representan de forma grafica también, utilizando

un disefio u otro segun la naturaleza de las variables.

Para analizar la relacion entre las variables a estudio, se lleva a cabo un analisis
bivariante. Para estudiar la relacién lineal entre dos variables cuantitativas, se utiliza
el coeficiente de correlacién de Pearson o Spearmman. El coeficiente de correlacion
puede tomar valores entre -1 y 1, indicando el 0 nula correlacion entre las variables a
estudio. Para evaluar las diferencias entre la primera biopsia o pre y la segunda
biopsia o post, en relacion a las variables cuantitativas del estudio, se utilizan
métodos de comparacion de medias para muestras relacionadas, Wilcoxon cuando la

variable no sigue distribucion normal, y T de Student cuando existe normalidad. Para
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cuantificar la diferencia entre ambos tiempos, se calcula el porcentaje de cambio, tal
y como se muestra, resultados positivos indicaran aumento de los valores en la

biopsia post y resultados negativos disminucion.

Post — Pre
b5 Cambio = T = 100

Para estudiar la relacion entre el grupo de inclusion de los animales de
experimientacion y la reversion de la esteatosis y otras variables cuantitativas del
estudio, se utilizan métodos de comparacion de medias para muestras independientes.
Para dos grupos independientes se utiliza el Test de U de Mann-Whitney o el test de
T de Student, segun criterios de normalidad. Para k grupos independientes se utiliza
el test de Kruskall-Wallis o ANOVA, segln criterios de normalidad. Se evalla la

normalidad de las variables cuantitativas con la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Se realizan posteriormente modelos de regresion lineal mdultiple para estudiar el
efecto de la dieta y el tratamiento sobre las variables cuantitativas dependientes del

estudio.

Se establecid el nivel de significacion estadistica para un p valor menor de 0,05. Para
toda la investigacion se utilizard el programa estadistico SPSS 22.0 para Windows
(SPSS Ibérica, Madrid, Espafia).

6.6. CONSIDERACIONES ETICAS, FINANCIACION Y
CONFLICTO DE INTERESES

El estudio fue aprobado y autorizado por la Comision Etica Asesora para la
Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza (Anexo 1).

El estudio ha sido financiado con fondos propios del grupo de investigacion

consolidado B-50 del IACS y fondos aportados por la investigadora.

Los autores declaran que no existe conflicto de intereses.
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7. RESULTADOS

En nuestro estudio participaron un total de 41 animales que se recibieron en tres
tandas entre 2012 y 2015. 35 animales iniciaron dieta esteatésica y 6 animales
formaron parte del grupo control. De los 35 animales que iniciaron la dieta
esteatosica, 4 animales murieron después de la primera biopsia por complicaciones
intra 0 postoperatorias. Estos 4 animales se repusieron para no afectar al tamafio

muestral. Por lo tanto, los 4 grupos de estudio los formaron 31 animales (Fig.76).

Se perdieron 4 animales en el estudio:

e Uno de los animales murié por complicaciones intraoperatorias debido a la
perforacion del estbmago durante la induccion anestésica, por lo que este
animal fue sacrificado.

e Tres de ellos murieron en el postoperatorio inmediato de la primera
intervencion (primeras 48 horas). A dos de ellos se les practicé autopsia.

0 Uno de ellos presentd una obstruccion intestinal alta debido a una
intususcepcion de intestino delgado.
o El otro animal presentd una peritonitis aguda difusa sin poder

determinar la causa de dicha infeccion intraabdominal.

[ 41 animales ]

| | |
[ 35 animales iniciaron dieta ] [6 animales formaron grupo control]
esteatosica
| |

| | | |
[ 4 muertos tras la primera biopsia ] [ 31 animales se repartieron en 4 ]
arupos de estudio

_[ 1 muerte por perforacion gastrica ]

J

1 muerte por peritonitis )
1 muerte por obstruccion intestinal

. N\
(1 muerte de causa desconocida

J

Fig.76. Esquema que resume la distribucién de animales en los diferentes grupos.
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Ademas de la mortalidad, cabe destacar la morbilidad que presentaron los animales a
lo largo del estudio. Toda la morbilidad que se observd estaba en relacion con
complicaciones de la herida quirdrgica, y estuvo presente en 10 de los animales del
grupo de estudio.

e Hubo 7 infecciones superficiales de la herida quirdrgica (3 del grupo 1, 3 del

grupo 2 y 1 del grupo 3).
e Hubo 1 animal con una eventracion, perteneciente al grupo 1.
e Hubo 2 animales con dehiscencia de la herida cutanea, con integridad del

plano muscular, ambos pertenecientes al grupo 2.

7.1. GRUPOS DE ESTUDIO

Se utilizaron 6 animales para formar un grupo control, utilizandose animales sanos,
que se alimentaron de dieta estandar, a los que se intervino para obtener muestras de
sangre y de tejido hepatico. Los datos obtenidos de estos animales sanos sirvieron
como referencia para la comparacion de los datos obtenidos en los cerdos tratados. El
resto de animales (31) formaron el grupo de estudio, y se les indujo una esteatosis
hepética por medio de una dieta especial. Una vez obtenidos animales con esteatosis
y comprobado el grado de esteatosis mediante biopsia quirtrgica, éstos fueron
adscritos a los 4 grupos que se detallan a continuacion. La distribucion de los
animales en cada grupo se observa en la Fig.77.

Grupo 1: Animales con esteatosis hepatica que continuaron la dieta y fueron tratados
con melatonina (n=12).

Grupo 2: Animales con esteatosis hepatica que continuaron la dieta pero no fueron
tratados con melatonina (n=9).

Grupo 3: Animales con esteatosis hepéatica que discontinuaron la dieta y fueron
tratados con melatonina (n=5).

Grupo 4: Animales con esteatosis hepatica que discontinuaron la dieta y no fueron

tratados con melatonina (n=5).
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Fig.77. Distribucion de los animales en los 4 grupos de estudio.

7.2. DESCRIPCION MACROSCOPICA

En los higados esteatosicos se valoraron una serie de caracteristicas macroscopicas:
- Tamaiio del higado.
- Bordes del higado.
- Coloracion general del higado (en comparacion con el color del bazo).
- Consistencia

- Presencia de ascitis

En la primera biopsia, todos los animales de los 4 grupos de estudio presentaron un
higado ligeramente aumentado de tamafio, de bordes romos, de aspecto amarillento
(Fig.78) y consistencia blanda. 11 de los 31 animales presentaban ascitis (35,48%),
como se muestra en la Fig.79.

Por el contrario, los 6 animales del grupo control (no esteat6sicos) presentaban un
higado de tamafio normal, bordes agudos, coloracion rojiza y de consistencia dura, y
solo uno de ellos (16,67%) presentaba ascitis (Fig.80).
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Fig.78. Aspecto macroscopico de un higado perteneciente a un animal del grupo de estudio
tras dieta esteatdsica. Se aprecia el contraste entre el color intensamente amarillento del
higado y el color violaceo del bazo.

Fig.79. Presencia de ascitis en uno de los animales del grupo estudio (flecha). Se observa
también el color intensamente amarillento, en contraste con el color violaceo del bazo.
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L

Fig.80. Aspecto macroscopico de un higado perteneciente a un animal del grupo control. Se
aprecia la coloracion rojiza y los bordes agudos.

En la segunda biopsia, el tamafio del higado estaba aumentado en 29 animales
(93,55%). Los bordes hepaticos eran romos en 28 de los animales (90,32%). El color
del higado seguia siendo amarillento en 21 animales (67,74%). La consistencia del
higado era dura en 6 de los animales (19,35%). En ninguno de ellos se observo la
presencia de ascitis.
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7.3. ESTEATOSIS ALCANZADA

El total de los 31 (100%) animales del grupo estudio, presentaron esteatosis hepatica

significativa tras haber seguido la dieta especial durante 3 meses.

La valoracién del grado de infiltracion grasa se realizé por dos métodos:
1- Vision directa por el patélogo
2- Anaélisis digital de imagen por programa informatico

La distribucion de los animales en los diferentes grupos de estudio fue aleatoria, sin
tener en cuenta el grado de esteatosis alcanzada. En la Fig.81 se muestra el grado de
esteatosis alcanzada por cada uno de los 31 animales del grupo estudio segun analisis

por patélogo y segun analisis digital de imagen.
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Fig.81. Esteatosis alcanzada por cada uno de los cerdos del estudio, segun patélogo y segun
programa.

En la Fig.82 se muestra la media del grado de esteatosis de los animales por cada uno
de los grupos de estudio segln analisis por patélogo y segun andlisis digital de
imagen. No existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la media

de esteatosis alcanzada por grupo.
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Fig.82. Esteatosis media alcanzada por cada uno de los grupos, segun patélogo y segun
programa.

Se observa que el grado de esteatosis segun analisis digital aporta en todos los casos
unos valores medios inferiores a los aportados segun anélisis por patélogo. De media
el grado de esteatosis segun patélogo puntia 40,68 (DE=14,66) mas que segun

analisis digital en el momento pre y 36,87 (DE=13,45) mas en el momento post.

En la Fig.83 se observa la imagen de microscopia Optica que corresponde al animal
que alcanzé el mayor porcentaje de esteatosis visto por patélogo (95% de esteatosis).
La mayoria de hepatocitos presentan degeneracion grasa, s6lo se observan pequefias

areas de hepatocitos conservados en la periferia del lobulillo.

En la Fig.84 se observa la imagen de microscopia Optica que corresponde al animal
que alcanzé el menor grado de esteatosis visto bajo vision directa por patologo (40%
de esteatosis).
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Fig.83. Imagen de microscopia Optica, tincion HE 2x donde se observa una esteatosis del
95%.

Fig.84. Imagen de microscopia Optica, tincion HE 2x donde se observa una esteatosis del
40%.
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7.4. PESO

Los animales del grupo control pesaban de media 39,65 Kg, el que menos pesaba
34,00 Kg y el que més 48,20 Kg. Un 50% de los cerdos del grupo control pesaba
38,50 Kg 0 més.

El peso medio de los animales, tras terminar el periodo de administracion de dieta
esteatosica de tres meses (primera biopsia o tiempo pre) fue de 50,12 (DE=6,92) Kg,
con un maximo de 63,55 Kg y un minimo de 34,75 Kg. Un 50% de los cerdos pesaba

47,50 Kg 0 més.

Tras terminar el periodo de estudio (segunda biopsia o tiempo post) se observd un
aumento de peso, la media asciende a 53,77 (DE=9,82) Kg, el 50% de los cerdos pesa

en ese momento 49 Kg o més.

La diferencia de peso en los dos tiempos de estudio (primera biopsia o pre y segunda
biopsia o post) para todo el grupo es estadisticamente significativa (p<0,001). De
media los animales engordan 3,65 Kg. (DE=4,48) durante el mes que permanecieron

en estudio.

En la Fig.85 se observa el peso medio en los dos tiempos de estudio (primera biopsia
0 pre y segunda biopsia o0 post) por grupos de estudio.
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Fig.85. Peso medio (Kg) pre-post por grupos de estudio.
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Se observa que existe un aumento de la media de peso en todos los grupos.

Tal y como se observa en la Tabla 2, se han evaluado las diferencias en la variable
peso dentro de cada grupo en los dos tiempos de estudio (primera biopsia o pre y
segunda biopsia o post). En todos los grupos se estudid la diferencia (peso al final del
estudio — peso al inicio del estudio) y el porcentaje de cambio (% de diferencia del
peso al final del estudio respecto del peso al inicio del estudio), calculado de la
siguiente forma:

Peso Post — Peso Pre

04 Cambio Peso = ® 100
Peso Pre

También se han evaluado las diferencias existentes en la variable peso entre los
grupos en cada uno de los tiempos de estudio (pre y post). Interesa principalmente la
comparacion entre los grupos 1-2 para evaluar el efecto de la melatonina sobre los
animales que contindan con la dieta, y la comparacion entre los grupos 3-4 para
evaluar el efecto de la melatonina sobre los animales sin dieta esteatdsica. También
interesa la comparativa entre los grupos 1-3 para evaluar el efecto de la
discontinuacion de la dieta en los dos grupos de animales que han sido tratados con
melatonina, y la comparacion entre los grupos 2-4 para evaluar el efecto de la
discontinuacion de la dieta en los dos grupos de animales que no han sido tratados

con melatonina.
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Tabla 2. Peso en Kg de los animales por grupos. Se muestran datos de media con desviacion
estandar (DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (R1Q) en la segunda

fila.
GRUPO Pre Post p Diferencia %Cambio
valor® (*) (**)
(Pre-
Post)
Control 39,65 (5,71)
38,50 (9,77)
48,03 4,52
1 45,98 (3,46) (3,20) 0,003 2,04 (1,07) (2,48)
47,50 4,62
45,55 (3,38) (3,00) 2,00 (1,44) (3,78)
48,01 0,91
2 47,69 (7,14) (6,84) 0,677 0,31 (2,04) (4,81)
46,70 0,82
47,50 (6,76) (9,00) 0,50 (3,95) (8,02)
66,00 16,58
3 56,70 (3,55) (6,52) 0,043 9,30 (5,58) (9,87)
65,00 10,65 21,58
58,10 (6,60) (13,00) (10,68) (18,42)
65,70 13,72
4 57,83 (3,55) (4,47) 0,043 7,87 (3,55) (6,42)
65,00 15,08
57,35 (6,00) (7,00) 8,95 (4,90) (9,84)
p valor
GlobalP 0,001 <0,001 0,002 0,003
1-2¢ 0,169 0,651 0,058 0,058
3-4¢ 1,000 1,000 0,421 0,421
1-3¢ 0,001 <0,001 0,015 0,014
2-4°¢ 0,012 0,002 0,007 0,007
aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.
= Diferencia Peso = Peso Post — Peso Pre
Cambio Pasa — FPezo Post — Pezo Pre 100
== 09 Cambio Peso = Feso Fre x
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En todos los grupos hay un aumento del peso medio entre los dos tiempos evaluados,
siendo este aumento estadisticamente significativo en todos los grupos salvo en el

grupo 2 (animales que continuaron con la dieta esteatdsica sin recibir melatonina).

La diferencia de peso y el porcentaje de cambio también difieren de manera
estadisticamente significativa entre los grupos 1-3 (ambos grupos se han tratado con
melatonina, el grupo 1 ha continuado la dieta y el grupo 2 no) y 2-4 (ambos grupos
no han sido tratados con melatonina, el grupo 2 ha continuado la dieta y el grupo 4
no). Se observa por tanto que los animales que discontindan la dieta tienen un
aumento mayor de peso que los animales que la contintan, por lo que si existe un
efecto significativo de la dieta, y no del tratamiento en la evolucién del peso del
animal (ya que la comparacion de los grupos 1-2 y de los grupos 3-4 no es

significativa).

El modelo de regresion lineal confirma el efecto significativo de la dieta y no del
tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio del peso, tal y como se
muestra en la Tabla 3. Podemos decir que de forma significativa los pacientes con

dieta disminuyen en 12,42 puntos el nivel medio del porcentaje de cambio del peso.

Tabla 3. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente %Cambio Peso.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante 13,47 1,96 0,000 9,46 17,48
Dieta -12,42 2,07 0,000 -16,66 -8,18
Melatonina 3,37 1,94 0,094 -0,62 7,35

%Cambio Peso = 13,47 - 12,42xDieta + 3,37xMelatonina

No se observa relacion segun el coeficiente de correlacion de Spearman (r=0,090)
entre el grado de esteatosis al inicio y la ganancia de peso del animal (p=0,630)
expresada mediante porcentaje de cambio.
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7.5. ANALISIS SEROLOGICOS

Se estudiaron diferentes pardmetros serologicos de metabolismo lipidico y funcion

hepética. Cada parametro se evalud en los dos tiempos de estudio. Para todos ellos se

evalud el porcentaje de cambio.

Son los siguientes:

7.5.1. ANALISIS SEROLOGICO POR GRUPOS

Triglicéridos (TG)

Colesterol total (Col)

Lipoproteinas de alta densidad (HDL)
Lipoproteinas de baja densidad (LDL)
Bilirrubina (B)

Aspartato aminotransferasa (AST)
Alaninaaminotrnasferasa (ALT)
Gammaglutamiltranspeptidasa (GGT)

Fosfatasa alcalina (FA)

Los siguientes gréaficos (Fig.86, Fig.87, Fig.88, Fig.89) muestran el valor medio pre y

post de cada uno de los parametros evaluados para cada uno de los grupos de estudio.
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Fig.86. Valores medios de los parametros pre-post para el Grupo 1.

TG= triglicéridos, COL= colesterol total, HDL= colesterol HDL, LDL= colesterol LDL, B=
bilirrubina, AST=aspartato aminotransferasa, ALT= alanino aminotransferasa, GGT= gamma
glutamil transferasa, FA= fosfatasa alcalina.

En el grupo 1 (grupo que continu6 con la dieta esteatdsica y se tratd con melatonina)
ningn parametro muestra diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) pre y

post tratamiento.
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Fig.87. Valores medios de los parametros pre-post para el Grupo 2.

TG= triglicéridos, COL= colesterol total, HDL= colesterol HDL, LDL= colesterol LDL, B=
bilirrubina, AST=aspartato aminotransferasa, ALT= alanino aminotransferasa, GGT= gamma
glutamil transferasa, FA= fosfatasa alcalina.

En el grupo 2 (grupo que continué con la dieta esteatdsica y no se tratd con
melatonina) disminuyo la media de AST de forma significativa (p=0,008), pasando de
75,11 (DE=47,29) a 32,67 (DE=13,93), también se observa una disminucion
significativa (p=0,017) de la media de B pasando de 0,73 (DE=0,83) a 0,22
(DE=0,26).

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepéatica. Modelo 166
experimental



Blanca Martinez Soriano

Resultados

GRUPO 3

400
350 -
300 -
250 -

200 -

mg/dl

150 -

100 -

M Pre

Post

TG

250

200 -

150

ul/L

100 -

50 -~

CcoL HDL LDL

M Pre

Post

AST ALT GGT FA

Fig.88. Valores medios de los parametros pre-post para el Grupo 3.

TG= triglicéridos, COL= colesterol total, HDL= colesterol HDL, LDL= colesterol LDL, B=
bilirrubina, AST=aspartato aminotransferasa, ALT= alanino aminotransferasa, GGT= gamma

glutamil transferasa, FA= fosfatasa alcalina.

En el grupo 3 (grupo que discontinu6 la dieta y se traté con melatonina) los valores

medios de Colesterol total, HDL, LDL, ALT asi como de GGT disminuyeron al final

del periodo de estudio de forma estadisticamente significativa, comparados con los

valores al inicio.
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Fig.89. Valores medios de los parametros pre-post para el Grupo 4.

TG= triglicéridos, COL= colesterol total, HDL= colesterol HDL, LDL= colesterol LDL, B=
bilirrubina, AST=aspartato aminotransferasa, ALT= alanino aminotransferasa, GGT= gamma

glutamil transferasa, FA= fosfatasa alcalina.

En el grupo 4 (grupo que discontinud la dieta esteatdsica y no se tratd con
melatonina) los valores medios de TG, Colesterol total, HDL, LDL, AST, ALT, GGT
y FA también disminuyeron al final del periodo de estudio, presentando diferencias

significativas entre los dos tiempos de estudio (pre y post).
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7.5.2. ANALISIS DE LOS DIFERENTES PARAMETROS
SEROLOGICOS

Los valores para las diferentes variables seroldgicas se aportan a continuacion en las
siguientes tablas (Tabla 4, Tabla 6, Tabla 8, Tabla 10, Tabla 12, Tabla 14, Tabla 16,
Tabla 18, Tabla 20). Se han evaluado las diferencias de cada una de las variables (TG,
COL, HDL, LDL, B, AST, ALT, GGT y FA) dentro de cada grupo en los dos tiempos

de estudio (pre y post) y el porcentaje de cambio:

También se han evaluado en las siguientes tablas las diferencias de cada una de las
variables seroldgicas entre los grupos en los dos tiempos de estudio. Se evallan las
diferencias comparando los grupos dos a dos para individualizar el efecto de la
melatonina y el efecto de la dieta.

e Grupos 1-2.

0 La comparacion de estos grupos pretende individualizar el efecto
de la melatonina (grupo 1 tratado con melatonina, grupo 2 no
tratado con melatonina), en dos grupos de animales que han
continuado con la dieta.

e Grupos 3-4.

o0 La comparacion de estos grupos pretende individualizar el efecto
de la melatonina (grupo 3 tratado con melatonina, grupo 4 no
tratado con melatonina), en dos grupos de animales que no han
continuado con la dieta.

e Grupos 1-3.

0 La comparacion de estos grupos pretende individualizar el efecto
de la dieta (grupo 1 ha continuado dieta esteatosica, grupo 3 no ha
continuado dieta esteatdsica), en dos grupos de animales que se
han tratado con melatonina.

e Grupos 2-4.

o0 La comparacion de estos grupos pretende individualizar el efecto
de la dieta (grupo 2 ha continuado dieta esteatosica, grupo 4 no ha
continuado dieta esteatdsica), en dos grupos de animales que no se

han tratado con melatonina.
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7.5.1.1. Trigliceridos

Tabla 4. TG por grupo de estudio.
Se muestran datos de media con desviacion estandar (DE) en la primerafilay
mediana con rango intercuartilico (R1Q) en la segunda fila.

GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post) (*)
56,00
Control (53.45)
37,50
(47,00)
28,00 20,32
1 27,33 (9,65) (11,17) 0,906 (85,31)
26,50 25,50
(17,00) (10,00) 2,83 (50,36)
30,22 28,67 -3,46
2 (10,03) (13,59) 0,779 (37,50)
26,00 25,00
(20,00) (22,00) 0,00 (67,49)
30,20 -10,13
3 (14,55) 23,00 (5,05) 0,279 (37,99)
28,00 -10,71
(27,00) 20,00 (3,00) (57,03)
59,20 -46,56
4 (38,87) 26,00 (7,18) 0,043 (20,97)
39,00 25,00 -40,98
(59,00) (14,00) (32,83)
p valor
GlobalP 0,146 0,785 0,048
1-2¢ 0,619 0,915 0,546
3-4¢ 0,116 0,528 0,076
1-3¢ 0,792 0,267 0,461
2-4¢ 0,094 0,947 0,028
aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.
Cambio TG — TG Post — TG Pre 100
W LambiolE = e "
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El valor medio de TG aumenta en el grupo 1, sin ser este aumento estadisticamente
significativo. En los grupos 2, 3 y 4 el nivel medio de TG desciende, siendo este
descenso estadisticamente significativo solamente en el grupo 4 (animales que no

continuaron con la dieta y que no fueron tratados con melatonina).

Al comparar por grupos dos a dos se observa que el porcentaje de cambio difiere de
manera estadisticamente significativa sélo entre los grupos 2-4. Ambos grupos de
animales no han tomado melatonina, el grupo 2 continuo con la dieta esteatdsica y el
grupo 4 suspendié la dieta esteatdsica, por lo tanto la discontinuacion de la dieta, en
los pacientes que no toman melatonina, si tiene un efecto significativo en la variacién
de los TG.

El modelo de regresion lineal confirma que no existe efecto de la dieta ni del
tratamiento con melatonina de forma independiente sobre el porcentaje de cambio de

los triglicéridos, tal y como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio Trigliceridos.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante -42,31 21,67 0,061 -86,70 2,09
Dieta 36,48 22,91 0,123 -10,45 83,41
Melatonina 27,92 21,52 0,205 -16,16 72,01
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De manera grafica, se representa el porcentaje de cambio de TG segun los grupos de
estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.90).
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Fig.90. Diagrama de cajas para la variable Triglicéridos.
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7.5.1.2. Colesterol total

Tabla 6. Colesterol Total por grupo de estudio. Se muestran datos de media con desviacion
estandar (DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (R1Q) en la segunda

fila.
GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post) (*)
Control 76,17 (16,14)
74,50 (33,00)
252,58 225,83 1,75
1 ’ ’ 0,347 !
(172,96) (116,82) ’ (33,17)
206,50 206,00 -6,15
(209,00) (108,00) (58,22)
186,67 158,78 11,24
2 ! ! 0,767 ’
(87,84) (86,36) ’ (43,34)
222,00 171,00 14,57
(176,00) (163,00) (55,64)
341,40 -73,54
3 ’ 77,60 (8,02 0,043 ’
(156,68) /60 (8,02) (10,80)
284,00 -74,65
7 7 1 7
(305,00) 6,00 (15,00) (20,78)
389,60 -77,77
4 (121,34) 82,40 (10,33) 0,043 (4,42)
338,00 -75,54
’ 85,00 (18,00 '
(230,00) ,00(18,00) (8,39)
p valor
GlobalP 0,043 0,001 <0,001
1-2¢ 0,670 0,477 0,394
3-4¢ 0,465 0,465 0,465
1-3¢ 0,171 0,002 0,002
2-4¢ 0,006 0,014 0,003
aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.
Cambio Coles | Toral = Colesterol Total Post — Colesterol Total Pre 100
* % tambio Cotesterol Toral = Colesterol Total Pre *
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El valor medio de Colesterol Total ha disminuido en los grupos 3 y 4 (animales que
discontinuaron la dieta, tratados con melatonina y no tratados con melatonina

respectivamente) de manera significativa.

Al comparar por grupos dos a dos se observa que el porcentaje de cambio difiere de
manera estadisticamente significativa entre los grupos 1-3 (animales que tomaron
melatonina, el grupo 1 continud la dieta esteatosicay el grupo 2 no) y entre los grupos
2-4 (animales que no han tomado melatonina, el grupo 2 continud con la dieta
esteatdsica y el grupo 4 no). A la vista de los datos, podemos concluir que la dieta
tiene un efecto sobre la variacion del colesterol, independientemente de la toma o no
de melatonina. El colesterol aumenta de media en los cerdos que contindan con la
dieta y disminuye en los que la suspenden. El tratamiento con melatonina no tiene

efecto significativo en la variacion media de colesterol.

El modelo de regresion lineal confirma el efecto significativo de la dieta y no del
tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio del colesterol total, tal y
como se muestra en la Tabla 7. Podemos decir que de forma significativa los
pacientes con dieta aumentan en 81,83 puntos el nivel medio del porcentaje de

cambio del colesterol.

Tabla 7. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio Colesterol

Total.
Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante -73,16 11,52 0,000 -96,75 -49,56
Dieta 81,83 12,18 0,000 56,89 106,77
Melatonina -5,00 11,44 0,665 -28,43 18,43

%Cambio Colesterol Total = -73,16 + 81,83xDieta — 5,00xMelatonina
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De manera gréafica, se representa el porcentaje de cambio de Colesterol Total segun

los grupos de estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.91).
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Fig.91. Diagrama de cajas para la variable Colesterol Total.
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7.5.1.3. HDL

Tabla 8. HDL por grupo de estudio. Se muestran datos de media con desviacion estandar
(DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (RIQ) en la segunda fila.

GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post) (*)
28,67
Control (9,29)
27,50
(14,00)
66,00 73,08 23,28
1 (24,83) (17,95) 0,255 (45,37)
57,00 69,00 13,09
(48,00) (29,00) (79,50)
65,89 49,78 -8,15
2 (35,18) (14,11) 0,213 (41,66)
46,00 43,00 -8,11
(68,00) (26,00) (79,69)
47,40 24,80 -47,95
3 (8,56) (6,26) 0,043 (7,08)
49,00 23,00 -47,27
(17,00) (12,00) (14,13)
39,00 25,80 -30,14
4 (12,73) (7,05) 0,043 (20,56)
39,00 23,00 -29,63
(24,00) (12,00) (36,89)
p valor
Globalb 0,174 <0,001 0,011
1-2¢ 0,569 0,012 0,126
3-4¢ 0,401 0,916 0,117
1-3¢ 0,139 0,002 0,008
2-4¢ 0,142 0,005 0,386

aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.

o Cambio DL HPLPOSC—HDLPre
amate 855 = HDL Pre *
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El valor medio de colesterol HDL aumenta en el grupo 1 de manera no significativa.
En los grupos 2, 3 y 4 el nivel medio de colesterol HDL desciende, siendo esta

diferencia estadisticamente significativa solamente en los grupos 3 y 4.

Al comparar por grupos dos a dos se observa que el porcentaje de cambio difiere de
manera estadisticamente significativa solo entre los grupos 1-3. Ambos grupos han
tomado melatonina, el grupo 1 continué la dieta esteatdsica y el grupo 3 no continu6
la dieta. Por lo tanto, la diferencia entre ellos, que es la continuacion o no de la dieta,

tiene un efecto significativo sobre la variacion de los niveles de HDL pre-post.

El modelo de regresion lineal confirma el efecto significativo de la dieta y no del
tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio del colesterol total, tal y
como se muestra en la Tabla 9. Podemos decir que de forma significativa los
pacientes con dieta aumentan en 47,76 puntos el nivel medio del porcentaje de
cambio del HDL.

Tabla 9. Modelo de regresidn lineal. Variable dependiente % cambio HDL.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante -46,71 14,19 0,003 -75,78 -17,63
Dieta 47,76 15,00 0,004 17,03 78,49
Melatonina 15,32 14,09 0,286 -13,54 44,19

%Cambio HDL = -46,71 + 47,76xDieta +15,32xMelatonina

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 177
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De manera grafica, se representa el porcentaje de cambio de HDL segun los grupos
de estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.92).
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Fig 92. Diagrama de cajas para la variable HDL.
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7.5.1.4.LDL

Tabla 10. LDL por grupo de estudio. Se muestran datos de media con desviacion estandar

(DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (RIQ) en la segunda fila.

GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post) (*)
Control 47,50 (10,97)
49,50 (21,00)
186,58 152,75 11,71
1 (159,44) (110,70) 0,136 (75,26)
153,50 109,00 -15,38
(186,00) (116,00) (70,05)
120,78 136,00 35,04
2 (76,32) (78,67) 0.173 (60,11)
129,00 128,00 40,91
(132,00) (152,00) (85,68)
294,00 -77,67
3 (148,58) 52,80 (9,36) 0,043 (12,00)
235,00 -78,67
(288,00) 50,00 (18,00) (22,15)
350,60 -82,62
4 (125,03) 56,60 (10,01) 0,043 (4.73)
293,00 -80,55
(239.00) 56,00 (17,00) (8,67)
p valor
Global® 0,019 0,005 <0,001
1-2¢ 0,394 0,943 0,155
3-4¢ 0,347 0,602 0,602
1-3¢ 0,171 0,004 0,002
2-4¢ 0,004 0,028 0,003

aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.

o, Cambi LDL_LDLPDSE—LDLP?'E 100
ambio = DL Fre x
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El valor medio de colesterol LDL disminuye en los grupos 3 y 4, siendo este
descenso estadisticamente significativo. En los grupos 1 y 2 el valor medio de LDL

aumenta de manera no significativa.

Al comparar por grupos dos a dos se observa que el porcentaje de cambio difiere de
manera estadisticamente significativa entre los grupos 1-3 y 2-4. Ambos grupos han
tomado melatonina, el grupo 1 continud la dieta esteatdsica y el grupo 3 no continuo
la dieta. El porcentaje de cambio también es estadisticamente significativo entre los
grupos 2-4. Ambos grupos de animales no han tomado melatonina, el grupo 2
continué con la dieta esteatdsica y el grupo 4 suspendié la dieta esteatdsica.
Podriamos concluir por tanto que la continuacion o no de la dieta esteatdsica genera

un efecto sobre la variacion media de LDL.

El modelo de regresion lineal confirma el efecto significativo de la dieta y no del
tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio del LDL, tal y como se
muestra en la Tabla 11. Podemos decir que de forma significativa los pacientes con

dieta aumentan en 102,85 puntos el nivel medio del porcentaje de cambio del LDL.

Tabla 11. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio LDL.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante -73,10 21,02 0,002 -116,16 -30,05
Dieta 102,85 22,22 0,000 57,34 148,37
Melatonina -14,08 20,87 0,505 -56,83 28,67

%Cambio LDL = -73,10 + 102,85xDieta — 14,08xMelatonina
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De manera grafica, se representa el porcentaje de cambio de LDL segun los grupos de
estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.93).
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Fig.93. Diagrama de cajas para la variable LDL.
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7.5.1.5. Bilirrubina

Tabla 12. B por grupo de estudio. Se muestran datos de media con desviacién estandar (DE)
en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (RIQ) en la segunda fila.

GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post) (*)
Control 0,22 (0,17)
0,18 (0,18)
1 0,34 (0,23) 0,26 (0,15) 0,061 -18,66 (38,89)
0,25 (0,27) 0,28 (0,30) -20,00 (48,82)
2 0,73 (0,83) 0,22 (0,26) 0,017 -48,99 (43,80)
0,53 (0,86) 0,11 (0,19) -60,38 (71,20)
3 0,24 (0,15) 0,16 (0,16) 0,416 -11,57 (87,36)
0,19 (0,28) 0,09 (0,21) (ﬁs’;i)
4 0,20 (0,11) 0,18 (0,12) 0,588 -9,25 (55,59)
0,20 (0,22) 0,14 (0,21) -31,25 (95,83)
p valor
Global® 0,293 0,430 0,287
1-2¢ 0,255 0,193 0,082
3-4¢ 0,753 0,463 0,754
1-3¢ 0,341 0,279 0,721
2-4¢ 0,125 0,640 0,109
aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.
=9 Cambio B = BPost—5 Pre . 100
B Pre
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Se observa una disminucion media de B en todos los grupos de estudio, pero la
diferencia pre-post es Unicamente significativa en el grupo 2 (animales que

continuaron la dieta esteatosica y a los que no se administré melatonina).

En relacion al porcentaje de cambio al comparar los grupos dos a dos, no existen
diferencias significativas entre ellos, por lo que concluimos que ni la dieta ni la

melatonina generan un efecto en la variacion de B entre los dos tiempos.
El modelo de regresion lineal confirma que no existe efecto significativo de la dieta
ni del tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio de la Bilirrubina, tal

y como se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio Bilirrubina.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante -20,24 19,06 0,298 -59,28 18,81
Dieta -22,65 20,15 0,271 -63,93 18,63
Melatonina 19,65 18,93 0,308 -19,12 58,42
Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 183
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De manera grafica, se representa el porcentaje de cambio de B segun los grupos de
estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.94).
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Fig.94. Diagrama de cajas para la variable B.
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7.5.1.6. AST

Tabla 14. AST por grupo de estudio. Se muestran datos de media con desviacion estandar
(DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (RIQ) en la segunda fila.

GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post) (*)
Control -
58,33 41,67 -14,54
1 (31,99) (19,08) 0,158 (45,00)
47,00 36,50
(52,00) (34,00) 8,45 (67,35)
75,11 32,67 -44,37
2 (47,29) (13,93) 0,008 (24,85)
75,00 30,00 -42,22
(70,00) (22,00) (42,59)
33,00 55,80 76,52
3 (5,00) (38,46) 0,500 (141,10)
33,00 37,00 8,83
(8,00) (73,00) (239,45)
65,00 39,80 -37,11
4 (10,56) (5,40) 0,043 (15,82)
66,00 42,00 -44,78
(19,00) (10,00) (29,27)
p valor
GlobalP 0,067 0,492 0,063
1-2¢ 0,434 0,285 0,177
3-4¢ 0,009 0,834 0,047
1-3¢ 0,091 0,633 0,171
2-4¢ 0,947 0,141 0,947

aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.

% Cambi AH_ASTPDN—A.STP?’E 100
ambio = 15T Pre x
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No tenemos datos del parametro AST para grupo control, debido a una interferencia

del resultado por coagulacion de las muestras.

El valor medio AST disminuye en los grupos 1, 2 y 4, siendo significativo en los
grupos 2 y 4. En el grupo 3 el nivel medio AST aumenta de manera no significativa

(animales que discontinuaron la dieta y se trataron con melatonina).

Al comparar los grupos dos a dos se observa que el porcentaje de cambio difiere de
manera estadisticamente significativa solo entre los grupos 3-4. Ambos grupos han
discontinuado la dieta esteatosica, el grupo 3 tomo melatonina y el grupo 4 no toméd
melatonina. Se concluye que la melatonina tiene un efecto sobre el cambio porcentual

pre-post de AST en los animales que no contintan la dieta esteatosica.

El modelo de regresion lineal confirma el efecto significativo de la melatonina y no
de la dieta sobre el porcentaje de cambio de la Bilirrubina, tal y como se muestra en
la Tabla 15. Podemos decir que de forma significativa los pacientes con melatonina

aumentan en 57,25 puntos el nivel medio del porcentaje de cambio de la bilirrubina.

Tabla 15. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio AST.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante -9,82 23,82 0,711 -57,70 39,87
Dieta -51,12 25,18 0,052 -102,68 0,45
Melatonina 57,25 23,65 0,022 8,81 105,69

%Cambio AST = -9,82 — 51,12xDieta + 57,25xMelatonina

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 186
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De manera gréfica, se representa el porcentaje de cambio de AST segun los grupos de
estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.95).
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Fig.95. Diagrama de cajas para la variable AST.
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7.5.1.7. ALT

Tabla 16. ALT por grupo de estudio. Se muestran datos de media con desviacion estandar
(DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (RIQ) en la segunda fila.

GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post) (*)
Control -
17,75 17,42
1 (3,31) (5,47) 0,754 2,57 (21,69)
18,50 17,00
(4,00) (7,00) -7,67 (29,01)
16,00 11,44
2 (5,39) (3,88) 0,123 20,34 (35,51)
14,00 11,00
(9,00) (6,00) -18,18 (64,92)
14,00 34,00 133,28
3 (3,08) (13,34) 0,043 (64,16)
14,00 41,00 162,50
(5,00) (24,00) (111,48)
14,00 34,40 146,99
4 (2,35) (5,32) 0,042 (25,52)
13,00 34,00 138,89
(4,00) (9,00) (36,49)
p valor
Global® 0,185 <0,001 <0,001
1-2¢ 0,336 0,012 0,256
3-4¢ 0,596 0,917 0,917
1-3¢ 0,063 0,030 0,002
2-4¢ 0,737 0,003 0,003
aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.
bi _ ALT Post — ALT Pre
# O Cambio ALT = 1T Pre x 100
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No tenemos datos del parametro ALT para grupo control, debido a una interferencia

del resultado por coagulacion de las muestras.

El valor medio de ALT disminuye en los grupos 1 y 2 (cerdos que continuaron la
dieta esteatdsica) de manera no significativa y aumenta en los grupos 3 y 4 de manera
significativa (cerdos que discontinuaron la dieta esteatdsica).

Comparando los grupos dos a dos existen diferencias significativas entre los grupos
1-3 'y 2-4. El grupo 1 continud la dieta esteatosica y el grupo 3 no continuo la dieta.
El grupo 2 continué con la dieta esteatdsica y el grupo 4 suspendid la dieta
esteatdsica. por lo tanto el tipo de dieta supone una diferencia en cuanto a la variacion
media de ALT, independientemente de que los animales se hayan tratado o no con

melatonina.

El modelo de regresion lineal confirma el efecto significativo de la dieta y no del
tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio de ALT, tal y como se
muestra en la Tabla 17. Podemos decir que de forma significativa los pacientes con

dieta disminuyen en 150,86 puntos el nivel medio del porcentaje de cambio del ALT.

Tabla 17. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio ALT.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante 136,40 13,06 0,000 109,64 163,16
Dieta -150,86 13,81 0,000 -179,15 -122,57
Melatonina 7,47 12,87 0,569 -19,10 34,04

%Cambio ALT = 136,40 — 150,86xDieta + 7,47xMelatonina

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 189
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De manera grafica, se representa el porcentaje de cambio de ALT segun los grupos de
estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.96).
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Fig.96. Diagrama de cajas para la variable ALT.
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7.5.1.8. GGT

Tabla 18. GGT por grupo de estudio. Se muestran datos de media con desviacion estandar
(DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (RIQ) en la segunda fila.

GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post) (*)
35,00
Control (12.99)
34,50
(25,00)
56,58 53,42 -3,40
1 (14,11) (12,18) 0,541 (21.60)
54,50 53,00 -3,32
(15,00) (14,00) (27,39)
52,44 49,89 0,38
2 ! ! 74 !
(16,28) (19,21) 0,6 (38,83)
53,00 51,00 -1,89
(22,00) (23,00) (42,93)
55,20 43,80 -19,72
3 (18,39) (17,70) 0,043 (16,55)
63,00 34,00 -14,29
(35,00) (29,00) (28,86)
49,40 36,80 -25,57
4 (19,63) (15,25) 0,043 (16,99)
43,00 36,00 -25,64
(35,00) (23,00) (32,32)
p valor
Global? 0,914 0,213 0,158
1-2¢ 0,749 0,393 0,972
3-4¢ 0,754 0,916 0,602
1-3¢ 0,874 0,225 0,114
2-4¢ 0,640 0,285 0,125

aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.

o Cambio GoT < GOTPoSt=GGTPre
amoto Gbl = GET Pre *
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El valor medio de GGT disminuye en todos los grupos, siendo esta disminucion

significativa estadisticamente en los grupos 3-4 (grupos que discontinuaron la dieta).

Al comparar los grupos dos a dos observamos que no existen diferencias
significativas en el porcentaje de cambio medio pre-post de GGT, por lo tanto

asumimos que ni la dieta ni la melatonina generan un efecto en los niveles de GGT.
El modelo de regresion lineal confirma que no existe efecto significativo ni la dieta ni
del tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio de GGT, tal y como se

muestra en la Tabla 19.

Tabla 19. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio GGT.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante -22,33 9,64 0,028 -42,07 -2,59
Dieta 20,91 10,19 0,050 0,04 41,78
Melatonina -0,64 9,57 0,947 -20,24 18,97
Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 192
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De manera grafica, se representa el porcentaje de cambio de GGT segun los grupos
de estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.97).
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Fig.97. Diagrama de cajas para la variable GGT.
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7.5.1.9. Fosfatasa alcalina

Tabla 20. FA por grupo de estudio. Se muestran datos de media con desviacion estanadar
(DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (RIQ) en la segunda fila.

GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post)
106,33
Control (42,97)
200,25 162,08 -14,07
1 (86,79) (73,51 0,050 (46,16)
193,00 161,00 -25,54
(128,00) (79,00) (28,30)
212,78 232,56 53,65
2 (83,46) (201,04) 0,767 (176,33)
207,00 184,00 -29,95
(93,00) (144,00) (172,26)
193,60 103,00 -35,37
3 (75,98) (65,50) 0,225 (46,90)
168,00 102,00 -39,29
(113,00) (118,00) (91,43)
232,00 128,60 -43,81
4 (29,63) (28,74) 0,043 (14,98)
227,00 136,00 -47,74
(51,00) (45,00) (27,86)
p valor
Global® 0,475 0,211 0,467
1-2¢ 0,570 0,570 1,000
3-4¢ 0,117 0,251 0,917
1-3¢ 0,916 0,206 0,527
2-4¢ 0,549 0,142 0,386

aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.

« % Cambio FA =
% Cambio FA Pre

FA Post— FA Pre
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El valor medio de FA disminuye en los grupos 1, 3 y 4, aunque este descenso solo es
significativo en el grupo 4. Sin embargo, en el grupo 2 se produce un aumento de

media no significativo.

Al comparar los grupos dos a dos observamos que no existen diferencias en cuanto a
porcentaje de cambio. Concluimos que ni la dieta ni el tratamiento influyen en el
porcentaje de cambio de FA.

El modelo de regresion lineal confirma que no existe efecto significativo ni la dieta ni
del tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio de FA, tal y como se

muestra en la Tabla 21.

Tabla 21. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio FA.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante -18,19 37,18 0,629 -94,34 57,97
Dieta 57,60 39,30 0,154 -22,90 138,10
Melatonina -42,81 36,91 0,256 -118,43 32,81
Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 195
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De manera gréfica, se representa el porcentaje de cambio de FA segln los grupos de
estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.98).
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Fig.98. Diagrama de cajas para la variable FA.
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7.6. ANATOMIA PATOLOGICA

En la histologia hepatica tenemos en cuenta para el estudio cuatro variables:

e Grado o porcentaje de esteatosis.

0 Medido por patélogo mediante vision directa.

0 Medido por programa de andlisis digital de imagen.
o Distribucidn de la esteatosis.

o Centrolobulillar.

o Periferica.

o Difusa.
e Morfologia de la esteatosis.

0 Macrovesicular.

o Microvesicular.

e Grado de fibrosis.

La variable de grado de esteatosis fue medida mediante vision directa al microscopio
Optico por un patdlogo experimentado y mediante un programa informatico de

analisis digital de la imagen desarrollado por el propio equipo de investigacion.

En la primera biopsia, la morfologia de la esteatosis ha sido macrovesicular en todos
los animales (100%). La distribucion de la esteatosis ha sido mayoritariamente
centrolobulillar (Fig. 99), presente en 19 animales (61,29%), periférica (Fig.100) en 9
animales (29,03%) y difusa en 3 animales (9,68%). Se observé fibrosis leve en las

muestras de 14 animales (45,16%).

En la segunda biopsia, la morfologia de la esteatosis también ha sido preferentemente
macrovesicular, ya que presentaba esta morfologia de esteatosis el 100% de las
muestras. 15 (48,38%) animales presentaban una distribucion centrolobulillar de la
esteatosis, 8 (3,22%) animales distribucion difusa y los 8 (3,22%) restantes

distribucion periférica.
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El grado de esteatosis presente en los cerdos del grupo control ha sido nula (0%), por

lo que no consideramos la valoracién del resto de caracteristicas histoldgicas.

Fig 99. Distribucion de la esteatosis centrolobulillar, respetando las zonas periféricas del
lobulillo hepatico (HE 2x).
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Fig.100. Distribucion de la esteatosis periférica, respetando las zonas centrolobulillare (HE
2X).
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7.6.1. GRADO DE ESTEATOSIS ANALIZADO POR VISION
DIRECTA DEL PATOLOGO

En la Fig.101 se observa de forma grafica el grado de esteatosis medio por grupos en
los dos tiempos de estudio analizado por vision directa del pat6logo.
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Fig.101. Esteatosis media pre-post por grupos de estudio.

Se observa una disminucion de la esteatosis en los grupos 3 y 4, y un aumento de la

esteatosis en los grupos 1 y 2.

En la siguiente tabla (Tabla 22), como en las anteriores variables, se han evaluado las
diferencias en la variable grado de esteatosis dentro de cada grupo en los dos tiempos

(pre y post), asi como la diferencia y el porcentaje de cambio.

También se evalian en la siguiente tabla las diferencias de la variable grado de
esteatosis entre los grupos en los dos tiempos de estudio. Se evaltan las diferencias
comparando los grupos dos a dos para individualizar el efecto de la melatonina y el
efecto de la dieta.

Se observa que en el inicio no existian diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre los grupos, lo que indica que todos los grupos partian de niveles

similares de esteatosis.

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 199
experimental



Blanca Martinez Soriano

Resultados

Tabla 22. Esteatosis analizada por pat6logo por grupos. Se muestran datos de media con
desviacion estandar (DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (RIQ) en la

segunda fila.
GRUPO Pre Post p valor® Diferencia %Cambio
(Pre- (*) (**)
Post)
81,25 83,75 2,50 3,62
1 (7,80) (9,80) gl (10,39) (13,05)
80,00 90,00 6,25 767
(13,75) (10,00) (10,00) (12,50)
75,83 87,22 11,39 23,41
2 (20,92) (9,39) S (17,55) (36,61)
85,00 85,00 5,00 5,56
(38,75) (17,50) (28,75) (48,02)
74,00 39,00 35,00 47,68
3 (14,75) (21,33) Qo (21,51) (28,82)
80,00 30,00 35,00 62,50
(25,00) (37,50) (35,00) (46,76)
82,50 36,00 46,50 55,48
4 (9,01) (11,40) R (16,91) (16,05)
80,00 40,00 50,00 56,76
(16,25) (20,00) (31,25) (29,96)
p valor
Global® 0,825 <0,001 <0,001 <0,001
1-2¢ 0,858 0,659 0,390 0,412
3-4¢ 0,395 1,000 0,673 1,000
1-3¢ 0,420 0,002 0,005 0,005
2-4¢ 0,947 0,003 0,003 0,003

aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.

= Diferencic Esteatosis Patdlogo = Esteatosis Patdlogo Post — Esteatosis Patdlogo Pre

== 04 Cambio Esteatosis Patdlogo =

Esteatosiz Patdlogo Post—Esteatosis Patdlogo Pre

Esteatosiz Patdlogo Pre

100
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Al comparar el porcentaje de esteatosis medio en cada uno de los grupos se observa
un aumento de la esteatosis en los grupos 1 y 2 (los grupos que continuaron con la
dieta esteatosica) sin ser las diferencias estadisticamente significativas, y una
disminucion en los grupos 3 y 4 (los grupos que discontinuaron la dieta esteatdsica),
con diferencias estadisticamente significativas entre los dos tiempos para el grupo 4
(p=0,042). Asi pues los cerdos que contindan la dieta esteatésica aumentan la

esteatosis y los cerdos que discontintan la dieta disminuyen la esteatosis.

La comparacion en cuanto al porcentaje de cambio entre los grupos 1-2 para evaluar
el efecto de la melatonina sobre los cerdos que contindan con la dieta, y entre los
grupos 3-4 para evaluar el efecto de la melatonina sobre los cerdos sin dieta
esteatdsica, comparaciones principales del estudio, no resultan estadisticamente

significativas.

Si que existen diferencias significativas en cuanto al porcentaje de cambio medio
entre los grupos 1-3 y los grupos 2-4, por lo que asumimos que la dieta tiene un
efecto sobre el cambio pre-post de la esteatosis, independientemente de la ingesta o
no de melatonina. Aungue no hay diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo 1-2, se puede observar que los cerdos que consumen melatonina y contindan
con la dieta (grupo 1) no aumentan tanto la esteatosis como los cerdos que contindan

con la dieta y no toman melatonina (grupo 2), aunque p>0.05.
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El modelo de regresion lineal confirma el efecto significativo de la dieta y no del
tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio de la Esteatosis, tal y como
se muestra en la Tabla 23. Podemos decir que de forma significativa los pacientes con
dieta aumentan en 64,45 puntos el nivel medio del porcentaje de cambio de la

esteatosis.

Tabla 23. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio Esteatosis

Patologo.
Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante | -46,20 9,30 0,000 -65,24 -27,16
Dieta 64,45 9,83 0,000 44,32 84,57
Melatonina -10,76 9,23 0,253 -29,67 8,14

%Cambio Esteatosis Patdlogo = -46,20 + 64,45xDieta — 10,76xMelatonina

En la siguiente figura (Fig.102) también se representan los datos del porcentaje de

cambio ya aportados en la tabla 23.
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Fig 102. Porcentaje de cambio medio de esteatosis por grupos.
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Se estudia la relacion entre el nivel de esteatosis al inicio y el porcentaje de cambio.
Se ha utilizado el coeficiente de correlacion de Spearman. En la Tabla 24 se observa
el coeficiente de correlacion y la significacion estadistica para el total del grupo y

para cada grupo individualmente.

Tabla 24. Coeficiente de correlacion Esteatosis Patdlogo Pre vs %Cambio.

GRUPO Coeficiente de Correlacion p valor
Total -0,385 0,032
1 -0,684 0,014

2 -0,879 0,002

3 0,205 0,741

4 -0,462 0,434

Se puede observar que, al diferenciar por grupos, en los grupos 3 y 4 la relacién no es
significativa pero si para los grupos 1 y 2, por lo que se puede concluir que en los
animales que contindan la dieta el nivel inicial de esteatosis si que influye en el

cambio pre-post de esteatosis.

En la Fig.103 y Fig.104 se representa graficamente la relacion entre el nivel de
esteatosis al inicio y el porcentaje de cambio para los grupos que adquieren

significacion estadistica (grupo 1y 2).
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Fig.103. Diagrama de dispersion esteatosis pre vista por patologo — % cambio, en el grupo
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Fig.104. Diagrama de dispersion esteatosis pre vista por patélogo - % cambio, en el grupo

2.

La relacion entre el nivel de esteatosis al inicio y el porcentaje de cambio para los

grupos 1 y 2 es estadisticamente significativa con coeficientes de correlaciéon de -

0,684 (p=0,014) y -0,879 (p=0,002), respectivamente. Relacion negativa fuerte en

ambos grupos, por lo tanto, a mayor esteatosis al inicio, menor es el porcentaje de

cambio.
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7.6.2. GRADO DE ESTEATOSIS ANALIZADO CON EL
PROGRAMA DE TRATAMIENTO DE IMAGENES

En la Fig.105 se observa de forma grafica el grado de esteatosis medio por grupos en
los dos tiempos de estudio analizado digitalmente por el programa informatico de

tratamiento de imagenes.
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Fig.105. Porcentaje de estatosis (programa) media pre-post por grupos de estudio

Se observa una disminucién de la esteatosis en los grupos 1, 3 y 4, y un aumento de

la esteatosis en el grupo 2.

En la siguiente tabla (Tabla 25), como en las anteriores variables, se han evaluado las
diferencias en la variable grado de esteatosis dentro de cada grupo en los dos tiempos

(pre y post), asi como la diferencia y el porcentaje de cambio.

También se evallan en la siguiente tabla las diferencias de la variable grado de
esteatosis entre los grupos en los dos tiempos de estudio. Se evaltan las diferencias
comparando los grupos dos a dos para individualizar el efecto de la melatonina y el

efecto de la dieta.
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Tabla 25. Esteatosis analizada por programa por grupos. Se muestran datos de media con
desviacion estandar (DE) en el primera fila y mediana con rango intercuartilico (RIQ) en la

segunda fila.
GRUPO Pre Post p valor® Diferencia %Cambio
(Pre- (*) (**)
Post)
45,17 44,25 -0,91 2,49
1 (11,44) (10,01) 0,423 (9,74) (33,69)
47,50 46,50 -2,50 -5,69
(19,75) (14,50) (11,25) (23,23)
30,00 41,44 11,44 50,97
2 (10,42) (9,46) 0,008 (9,74) (64,24)
29,00 40,00 8,00 26,92
(16,50) (12,50) (10,00) (44,19)
33,60 13,20 -20,40 -56,52
3 (10,21) (6,14) 0,043 (12,60) (9,72)
40,00 11,00 -20,00 -48,78
(19,00) (11,50) (25,00) (44,29)
39,80 10,40 -29,40 -74,32
4 (8,48) (4,72) 0,043 (6,31) (9,73)
35,00 12,00 -29,40 -48,78
(15,40) (9,00) (10,20) (44,29)
p valor
Global® 0,037 <0,001 <0,001 <0,001
1-2¢ 0,010 0,434 0,004 0,002
3-4¢ 0,465 0,530 0,347 0,251
1-3¢ 0,073 0,002 0,010 0,003
2-4¢ 0,095 0,003 0,003 0,003

aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.

= Diferencia Esteatosis Programa = Esteatosis Programa Post — Esteatosis Programa Pre

Ezteatosis Programa Post — Esteatosis Programa Pre

x 100
Esteatosis Programa FPre

#= 04 Cambio Esteatosis Programa =
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Al comparar el porcentaje de esteatosis medio en cada uno de los grupos se observa
una disminucion en los grupos 3 y 4 (animales que discontintan la dieta esteatosica,
el grupo 3 se trata con melatonina y el grupo 4 no), con diferencias estadisticamente
significativas entre los dos tiempos (p=0,043 y p=0,043 respectivamente), efecto
esperado al discontinuar la dieta esteatdsica. Respecto a los grupos 1 y 2 (animales
que contintan con la dieta esteatdsica) se observa que el grupo 2 (animales que
contintan con la dieta y no toman melatonina), el porcentaje de esteatosis aumenta
siendo este aumento significativo (p 0,08), a diferencia de lo que ocurre en el grupo 1
(animales que contintan con la dieta y toman melatonina), en el que el grado de

esteatosis no aumenta, se mantiene en unos valores muy similares.

Destacar que la comparacién en cuanto al porcentaje de cambio entre los grupos 1-2
para evaluar el efecto de la melatonina sobre los cerdos que contintan con la dieta es
estadisticamente significativa (p=0,002), lo que significa que de los cerdos que
contintan con la dieta, los que consumen melatonina no aumentan de media la
esteatosis tanto como los que no la consumen. También existen diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de cambio medio entre los grupos 1-3 y los
grupos 2-4, por lo que asumimos entonces que la dieta tiene un efecto sobre el

cambio pre-post de la esteatosis, independientemente de la toma o no de melatonina.
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El modelo de regresion lineal confirma el efecto significativo de la dieta y no del
tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio de la Esteatosis, tal y como
se muestra en la Tabla 26. Podemos decir que de forma significativa los pacientes con
dieta aumentan en 90,60 puntos el nivel medio del porcentaje de cambio de la
esteatosis del programa.

Tabla 26. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio Esteatosis

Programa.
Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante -52,01 16,23 0,000 -85,27 -18,76
Dieta 90,60 17,16 0,000 55,45 125,75
Melatonina | -26,81 16,12 0,107 -59,82 6,21

%Cambio Esteatosis Programa = -52,01 + 90,60xDieta — 26,81xMelatonina

La siguiente figura (Fig.106) representa los datos del porcentaje de cambio ya
aportados en la tabla 26.

80% 1
60%
a0% +
20%
0% ; -
20% 1
-40%
60% )

-80%

Fig.106. Porcentaje de cambio medio de esteatosis del programa por grupos.
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Se estudia la relacién entre el grado de esteatosis al inicio y el porcentaje de cambio.
Se ha utilizado el coeficiente de correlacion de Spearman. En la tabla 27 se observa el
coeficiente de correlacion y la significacion estadistica para el total del grupo y para

cada grupo individualmente.

Tabla 27. Coeficiente de correlacion Esteatosis Programa Pre vs % cambio.

GRUPO Coeficiente de Correlacion p valor
Total -0,345 0,057
1 -0,245 0,443

2 -0,904 0,001

3 -0,600 0,285

4 0,100 0,873

En esta tabla se puede observar que al diferenciar por grupos, la relacion solo es

estadisticamente significativa para el grupo 2.

En la Fig.107 se representa graficamente la relacion entre el nivel de esteatosis al

inicio y el porcentaje de cambio para el grupo 2, con significacion estadistica.
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Fig.107. Diagrama de dispersion esteatosis pre programa — % cambio post-pre, en el grupo
2

La relacion entre el nivel de esteatosis al inicio y el porcentaje de cambio para el
grupo 2 es estadisticamente significativa con coeficientes de correlacién de -0,904
(p=0,001). Relacion negativa fuerte en ambos grupos, por lo tanto, a mayor esteatosis

al inicio, menor es el porcentaje de cambio.
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7.6.3. GRADO DE ESTEATOSIS ANALIZADO BAJO VISION
DIRECTA DEL PATOLOGO VS GRADO DE ESTEATOSIS
ANALIZADO POR PROGRAMA DE TRATAMIENTO DE
IMAGENES

Se observa que la esteatosis del programa aporta en todos los casos unos valores
medios inferiores a los obtenidos por vision directa del patdélogo. De media la
esteatosis por patdlogo puntia 40,68 % (DE=14,66) mas en el momento pre y 36,87
% (DE=13,45) més en el momento post.

En la siguiente figura (Fig.108) se puede observar de manera grafica los valores
medios del grado de esteatosis de ambas mediciones por grupos para los dos tiempos
estudiados (pre y post).
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Fig.108. Porcentaje de esteatosis media pre-post por grupos de estudio.

Se observa la misma tendencia en los grupos de estudio tanto en valor pre como
en valor post para cada forma de evaluacién del grado de esteatosis (patélogo vs.
programa).

En los siguientes graficos se observa el grado de correlacion entre la esteatosis
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pre del programa y la esteatosis pre del patélogo (Fig.109) y entre la esteatosis

post del programa y la esteatosis post del patologo (Fig.110).
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Fig.109. Diagrama de dispersion esteatosis programa pre — esteatosis patologo pre.
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Fig.110. Diagrama de dispersion esteatosis programa post — esteatosis patélogo post.

El coeficiente de correlacién de Spearman (r=0,318) indica una relacion débil
positiva entre la esteatosis pre vista por patélogo y la esteatosis pre del programa
aunque esta relacion no es estadisticamente significativa (p=0,082). La relacion es
estadisticamente significativa entre ambos métodos (p<0,001) para los valores post,
obteniendo un coeficiente de correlacion lineal de 0,795 lo que indica relacion fuerte

positiva entre ambas variables.
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En la siguiente figura (Fig.111) se muestra la relacion existente entre el porcentaje de

cambio obtenido con el programa y el porcentaje de cambio obtenido con el pat6logo.
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Fig.111. Diagrama de dispersion % cambio esteatosis programa — % cambio esteatosis
patdlogo.
El porcentaje de cambio de la esteatosis entre el tiempo pre y post del seguimiento de
los cerdos, muestra una fuerte relacion lineal entre ambos métodos, se obtiene un

coeficiente de correlacion de 0,767 con un nivel de significacion inferior a 0,001.
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7.7. MEDICION DE ESTRES OXIDATIVO: MDA Y
CARBONILOS

Malondialdehido es el producto final mayoritario del proceso de peroxidacion

lipidica en los procesos de estrés oxidativo.

Los carbonilos son productos procedentes de la degradacion oxidativa de las

proteinas.

Medimos las concentraciones de MDA y Carbonilos para valorar a nivel molecular el
estado de estrés oxidativo al que se ha sometido al higado asi como el posible efecto

antioxidante de la melatonina.

7.7.1. MALONDIALDEHIDO (MDA)

Tal y como se muestra en la Tabla 28, se han evaluado las diferencias en la variable
MDA dentro de cada grupo en los dos tiempos de estudio, asi como el porcentaje de

cambio.

Se han evaluado las diferencias en la variable MDA existentes entre los grupos en los
dos tiempos de estudio. Asi pues se evallan las diferencias de MDA comparando los
grupos dos a dos. Interesa principalmente la comparacion entre los grupos para
individualizar el efecto de la melatonina y el efecto de la dieta.
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Tabla 28. MDA por grupo de estudio. Se muestran datos de media con desviacion estandar
(DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (RIQ) en la segunda fila.

GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post) (*)
Control 0,77 (0,48)
0,65 (0,52)
-34,15
1 2,13 (0,92) 1,27 (0,50) 0,004 (26,16)
-36,33
2,13 (1,70) 1,23(0,76) (45,75)
-0,40
2 1,88 (0,83) 1,64 (0,57) 0,594 (41.46)
7,07
1,91 (1,30) 1,41 (0,71) (73,40)
-11,94
3 1,57 (0,66) 1,25 (0,46) 0,345 (36,88)
-11,85
1,17 (1,22) 0,99 (0,87) (54,14)
-14,36
4 1,18 (0,28) 0,97 (0,08) 0,080 (17,11)
-9,80
1,06 (0,33) 0,95 (0,13) (26,26)
p valor
Global? 0,122 0,110 0,177
1-2¢ 0,374 0,145 0,055
3.4 0,249 0,834 0,917
1.3¢ 0,187 1,000 0,206
9-4¢ 0,124 0,004 0,463

aTest de Wilcoxon. °Test de Kruskal-Wallis. “Test de U de Mann-Whitney.

o ppy = MDAPost—MDAPre
s = MDA Fre *
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En todos los grupos de estudio se produce un descenso del valor medio de MDA,
siendo estadisticamente significativo en el grupo 1 (cerdos que contintan la dieta

esteatdsica y se les administra melatonina).

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
comparados en cuanto a porcentaje de cambio, lo cual indica que ni la dieta ni la

melatonina influyen en la variacion de MDA.
El modelo de regresion lineal confirma que no existe efecto significativo ni la dieta ni
del tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio de MDA, tal y como se

muestra en la Tabla 29.

Tabla 29. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio MDA.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante -2,19 11,94 0,856 -26,65 22,27
Dieta -4,97 12,62 0,697 -30,83 20,88
Melatonina -21,92 11,86 0,075 -46,20 2,37
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De manera gréafica, se representa el porcentaje de cambio de MDA segun los grupos
de estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.112).
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Fig.112. Diagrama de cajas para la variable MDA.

7.7.2. CARBONILOS

Tal y como se muestra en la Tabla 30, se han evaluado las diferencias en la variable

Carbonilos dentro de cada grupo en los dos tiempos de estudio, asi como el
porcentaje de cambio.

Se han evaluado las diferencias en la variable Carbonilos existentes entre los grupos
en los dos tiempos de estudio. Asi pues se evaltan las diferencias de Carbonilos
comparando los grupos dos a dos. Interesa principalmente la comparacion entre los
grupos para individualizar el efecto de la melatonina y el efecto de la dieta.
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Tabla 30. Carbonilos por grupo de estudio. Se muestran datos de media con desviacién
estdndar (DE) en la primera fila y mediana con rango intercuartilico (R1Q) en la segunda

fila.
GRUPO Pre Post p valor® %Cambio
(Pre-Post) (*)
Control 5,40 (0,70)
5,55 (1,37)
-15,26
1 8,64 (1,18)  7,22(2,23) 0,070 (26,46)
-13,83
8,54 (1,63) 7,45 (4,05) (33,58)
13,16
2 8,26 (1,25) 9,20 (1,09) 0,100 (20,00)
6,47
8,02 (1,66) 9,56 (1,95) (35,83)
9,46
3 4,89(0,89)  5,30(1,27) 0,437 (24,40)
9,41
5,16 (1,64) 5,21 (2,29) (47,08)
40,15
a 4,99 (1,17) 6,69 (0,45) 0,028 (34,73)
21,03
5,42 (2,25) 6,69 (0,78) (64,72)
p valor
Globalb <0,001 0,001 0,003
1-2¢ 0,488 0,016 0,014
3.4¢ 0,876 0,049 0,145
1.3¢ <0,001 0,093 0,093
5-4¢ <0,001 <0,001 0,166

aTest de T de Student para muestras relacionadas. PANOVA. °Test de T de Student para muestras
independientes.

) ) Carbonilos Post — Carbonilos Pre
=04 Cambio Carbonilos = — x100
Carbonilos Pre
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En los grupos 2, 3y 4 se produce un descenso medio de carbonilos, siendo solamente
significativo en el grupo 4. Tampoco tiene significacion estadistica el pequefio
descenso medio que se produce en el grupo 1 (cerdos que contintan la dieta y son

tratados con melatonina).

Se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo 1 y el grupo 2.
El porcentaje de cambio al comparar el grupo 1y 2 es estadisticamente significativo,
lo cual significa que el tratamiento con melatonina tiene efecto en el cambio pre-post

de los carbonilos en los pacientes que contintan con la dieta.

El modelo de regresion lineal confirma el efecto significativo tanto de la dieta como
del tratamiento con melatonina sobre el porcentaje de cambio de Carbonilos, tal y
como se muestra en la Tabla 31. Podemos decir que de forma significativa los
pacientes con dieta disminuyen en 25,80 puntos el nivel medio del porcentaje de
cambio del Carbonilos, y los pacientes con melatonina lo disminuyen en 29,16 puntos
porcentuales.

Tabla 31. Modelo de regresion lineal. Variable dependiente % cambio Carbonilos.

Coeficientes no IC95% B
estandarizados
B EE p valor Inferior Superior
Constante 39,38 9,27 0,000 20,40 58,36
Dieta -25,80 9,79 0,014 -45,86 -5,74
Melatonina -29,16 9,20 0,004 -48,01 -10,32

%Cambio Carbonilos= 39,38 — 25,80xDieta — 29,16xMelatonina
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De manera gréfica, se representa el porcentaje de cambio de carbonilos segun los

grupos de estudio en el siguiente diagrama de cajas (Fig.113).

100

% Cambio Carbonilos
(]
1

-50—

-100

| [ I I
1 2 3 4

Grupo de estudio

Fig.113. Diagrama de cajas para la variable Carbonilos.
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8. DISCUSION

La esteatosis hepatica 0 NAFLD es uno de los procesos hepaticos mas prevalentes en
la sociedad occidental. Aln siendo una enfermedad silente, que puede tardar en
descubrirse hasta varios afios, cuando la viscera hepética ya ha alcanzado un alto
grado de infiltracién, es una de las mayores causas de fracaso hepatico en el mundo
occidental. Habitualmente asociada, aunque no exclusivamente, a la obesidad y al

sindrome metabolico, puede llegar a suponer una auténtica epidemia en el futuro.

El tratamiento de la misma se ha basado en una drastica modificacion del género de
vida y de las conductas alimentarias. Numerosos autores han comprobado que la
reduccion del sobrepeso, y de la consiguiente resistencia a la insulina, puede lograr
restablecer la fisiologia y la histologia hepatica®®. Aunque desconocemos el alcance
de estas medidas y su verdadera eficacia.

Multitud de grupos de investigacion y una gran cantidad de recursos se han dedicado
a buscar una alternativa méas répida y “maés llevadera” para los pacientes, basada en
farmacos®®. No existe, hasta la fecha, un tratamiento médico realmente eficaz que
prevenga o disminuya la esteatosis una vez establecida o que reduzca sus efectos

patologicostt?,

Se han ensayado muchos farmacos, antioxidantes, hepatoprotectores, complejos
vitaminicos, scavengers de radicales libres etc. con la idea de o bien evitar el acumulo

de los lipidos en el hepatocito o de extraer los lipidos de las células®.

Nobili publicd un estudio®® en el que a un grupo de jovenes con NAFLD probada
con biopsia se les tratd con complejos vitaminicos antioxidantes (alfa tocoferol y
acido ascorbico) junto con un control estricto de la ingesta encontrando una
disminucion del grado de infiltracion grasa del higado y una mejora de los parametros
bioguimicos, concluyendo que bastaba una mejora del estilo de vida sin necesidad de

farmaco alguno para lograr esta mejora.
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La vitamina E y sus derivados (tocoferoles) son unos potentes antioxidantes que
frenan la produccion de radicales libres de oxigeno y modulan la actividad de sefiales
enzimaticas, al menos in vitro y en cultivos celulares. Diverso estudios clinicos en
humanos, han demostrado que el tratamiento con vitamina E parece ser una buena
opcién para mejorar la histologia y la citolisis hepéatica en los pacientes con
NAFLD!%. Sin embargo existen diversas limitaciones para el tratamiento con
vitamina E, ya que no se recomienda para NASH en pacientes diabéticos, NAFLD sin
biopsia o cirrosis establecida, de acuerdo con las guias americanas. Ademas se han
planteado serias cuestiones con respecto a la inocuidad del tratamiento a largo

plazo®.

El &cido ursodesoxicélico también se ha ensayado por su buen documentado efecto
citoprotector hepatico, aunque en al menos dos ensayos clinicos publicados este
farmaco no ha demostrado su eficacia frente al placebo#?!3, Los datos actuales no
muestran ningun beneficio sustancial del acido ursodesoxicolico en el tratamiento de

la NASH, y las guias americanas no lo recomiendan como tratamiento de NAFLD®,

Otros farmacos que se han ensayado como los farmacos antidiabéticos (metformina,
pioglitazona, rosiglitazona), hipolipemiantes y antihipertesivos (inhibidores de la
enzima convertidora de la angitensina) no han demostrado su utilidad en ensayos
clinicos o bien su seguridad3®126.132.139.145 y; o) efjcacia todavia no estan definidas para
el tratamiento de NAFLD.

Se han ensayado otros tratamientos con sustancias como el acido obeticolico, biciclol
etc.? demostrando efectos beneficiosos, aunque se necesitan mas estudios para definir
su utilidad en NAFLD.

En resumen, hasta la fecha no existe tratamiento farmacologico eficaz de la NAFLD,
que no vaya unido a una modificacion del estilo de vida, incluyendo una pérdida de
peso. El descubrimiento de un medicamento con esas propiedades podria cambiar el

espectro y la repercusién de la enfermedad.
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8.1. LA MELATONINA COMO POTENTE
ANTIOXIDANTE

La melatonina, hormona universal que se produce, en concentraciones diversas, en
casi toda nuestra economia, ha sido estudiada como una de las posibles soluciones a

la alteracion del metabolismo lipidico y al acumulo de grasa hepatocitaria.

¢Porque la melatonina? El efecto de la melatonina sobre el metabolismo graso se
puede resumir en una disminucion de la peroxidacion lipidica y disminucion del
estrés oxidativo, fendmenos bioguimicos intimamente relacionados con el acumulo
de lipidos en el hepatocito. Aunque se han atribuido a la melatonina otros efectos

comol68:

e Estimulacion de enzimas antioxidantes ya presentes en los hepatocitos.

e Regulacion de genes transcriptores de enzimas antioxidantes.

e Scavenger de radicales libres de oxigeno.

e Estimulacion de la sintesis de glutation.

e Aumento de la actividad de otras moléculas antioxidantes.

e Disminucion de la generacién de radicales libres en las mitocondrias.

e Disminucion de la expresién de proteinas que tienen accién sobre la
acumulacion de lipidos en el citoplasma del hepatocito.

e Proteccion de las membranas celulares ante la peroxidacion lipidica.

e Disminucion de los factores proinflamatorios responsables de la progresion de
NAFLD a NASH.

En multitud de estudios previos la melatonina presenta marcados efectos protectores
sobre el dafio hepatico inducido por farmacos, sustancias lesivas (tetracloruro de
carbono, nitrosaminas, lipopolisacaridos, metales pesados etc.)!”® e incluso para
situaciones que alteran la fisiologia hepatica (isquemia-reperfusion, ligadura del

conducto biliar principal, dietas con alto contenido en grasas etc.) 204,
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La melatonina tiene un efecto primordial en la peroxidacion de los acidos grasos y la
peroxidacion de los lipidos de la membranas’’® (tanto citoplasmicas como
mitocondtriales). La peroxidacion lipidica es el paso fundamental para que la
esteatosis se convierta en esteatohepatitis y de ahi a inflamacion, necrosis y fibrosis
(Fig. 114). Asi pues, al menos en el plano tedrico un control de esta reaccion por
parte de la melatonina podria prevenir este paso crucial para el desarrollo de

alteraciones irreversibles en el higado.
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Fig.114. Lugar de accion de la melatonina en el proceso de transformacion de NAFLD a
NASH.

El metabolito aldehido de la reaccion de peroxidacion lipidica es el MDA, principal
producto de la peroxidacion de los &cidos grasos. Esta molécula es un biomarcador de
la peroxidacion lipidica y del estrés oxidativo. Ademas es el principal responsable de
activar las células de Kupffer, que son las principales productoras de fibras de
coldgeno que se acumulan en el espacio extracelular. Pero también el MDA produce
una activacion del factor nuclear Kappa (NF- kB), factor de transcripcion que regula
varias citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesion. La generacion de
especies reactivas de oxigeno, radicales libres y anion superoxido, por inhibicién de
transferencia de electrones en la cadena respiratoria puede dar lugar a un aumento de
la peroxidacién lipidica, reaccion que puede ser inhibida por la melatonina, como se

demuestra en numerosos trabajos experimentales'®®,
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La melatonina es también un “scavenger” de radicales libres, mucho mas potentes
que los utilizados habitualmente en la clinica. Por Gltimo la melatonina aumenta la
produccion de enzimas con efecto antioxidante como: superoxido dismutasa,

glutation peroxidasa y glutation reductasa®®®,

8.2. MODELO EXPERIMENTAL: ANIMALES Y DIETA

Se han realizado numerosas investigaciones y descrito numerosos modelos animales
que semejan la NAFLD humana. ElI modelo ideal seria aquel que reflejara tanto la

histologia como la fisiopatologia de la enfermedad en sus diferentes estadios.

Desde un plano teorico el modelo ideal es complejo y deberia presentar esteatosis con
escaso grado de inflamacion, balonamiento celular y fibrosis perisinusoidal, incluso
incremento de la susceptibilidad a padecer tumores. Ademas estos animales deberian
presentar obesidad, resistencia a la insulina, dislipemias y alteraciones del perfil

adiposo corporal.

Por supuesto el modelo debe de ser reproductible, fiable, sencillo, predecible y
econdmico. Desgraciadamente no existe ningun modelo animal en la actualidad que

refleje completamente todas estas alteraciones de la histologia y la fisiopatologia.

En algunos modelos de animales modificados genéticamente ocurre primero la
esteatosis y con posterioridad la esteatohepatitis, en otros este progreso no ocurre de

forma directa.

Los modelos de hipernutricibn mas o menos cronica, suelen ser mas adecuados, ya
gue las anormalidades metabdlicas y el dafio estructural hepéatico suele estar en

consonancia con los acontecimientos que ocurren en el humano.
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Los modelos con modificacion de la dieta pueden agruparse en varias categorias
(Fig.115):

Modelos con dieta alta en grasas: dietas con entre un 30 y 50% de la ingesta a
base de grasas.

Modelos con dietas deficientes en metionina y colina: dieta deficitaria en
antioxidantes hepaticos (esenciales para la [-oxidacion hepética y la
produccion de VLDL). Kocal® obtuvo ratas con higado esteatosico en 8
semanas.

Modelos con dietas deficientes solo en colina: desarrollan esteatosis pero con
menor grado de inflamacion y fibrosis severa.

Modelos con dietas con suplementos de colesterol y colatos: utilizadas para
modelos de aterosclerosis, se observé que producian un efecto sobre el higado
muy marcado.

Modelos con dietas altas en fructosa-sacarosa: carbohidratos mono y
disacaridos que afectan al metabolismo de una forma muy similar al humano
cuando ingiere gran cantidad de estos productos.

Modelos con dietas combinadas: muy similares a la composicién de las
denominadas “comidas rapidas”, son ricas en fructosa (bebidas refrescantes) y

en grasas (carne de hamburguesas).

Modelos . Resistencia (:'itoqu.inas . . Elevacion de listooraliendilcs
.. Obesidad . . Jadipoq an Dislipamia X AR A
nutricionales a la insulina iy transaminasas | pereatosis | Inflamacién LIS | e
plasma hepatocelular
Dieta alta en grasas Sifnofno Sif no P TNFa Sifnofno . . . . . Si/nof
. . X . . Sifno Sifno Sifno Sifno descrito no
descrita descrita Jadiponectina descrita .
descrita
Dieta con déficit de | [PERDIDA ML1P, IL6, | LTriglicéridos ] . ) . .
metionina y colina DE PESO! No TMFa Jecolesterol Si Si Si No descrito S
Dieta con déficit de . . . ] . . _ leve
o Si Si No descrito Si No/ leve Si Si No descrito (90d)
Dieta aterogénica si s TTNFa 5i 5i 5 Si Si (al afiadir si
(colesterol y colato) | grasa)

[l el No si ML, -2, - Si No i Sifno No descrito Sifno
fructosa/sacarosa 6 descrita
Dieta combinada
(alta en fructosa y Si Si Tleptina Si Si Si Si No descrito Si

alta en grasa)

Dieta de cafeteria . N R . . . . . No
Si Si No descrito Ne descrito No descrito Si Si No descrito descrite
escrita
Fig.115. Modelos de NAFLD y NASH en ratones inducidos por modificaciones
dietéticas.
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En nuestro estudio, la dieta utilizada retne las siguientes caracteristicas:
e Alto contenido en grasa saturada (25 %).
e Deficiente en metionina (<1/4 de las necesidades) y colina (1/6 de las
necesidades).

e Suplementada con 2 % de colesterol y 0,5 % de colato sédico.

La mayoria de estos modelos se han descrito en roedores existiendo muy pocos

modelos en grandes animales.

También existen modelos sobre animales modificados genéticamente, todos ellos en
roedores, como se muestra en la Fig.116. Hay diferentes modelos genéticos segln
sean de origen natural o modelos con mutaciones genéticas inducidas. Los modelos
de esteatosis hepatica en ratones monogenicos no traducen del todo la etiopatogénesis
de la esteatosis humana, pero pueden proporcionar resultados valiosos sobre sucesos

particulares en la patogenia de esta enfermedad.

Modelos _ Resistencia a la o _ ST e
icional Obesidad insuli Dislipemia Dol Tme e
nutricionales = TN Esteatosis Esteatohepatitis Fibrosis
hepatocelular
Ratones ob/ob Si Si Si Si o esp-untan_Eamente Mo descrito Mo (resistentes)
(si con dieta)
Rat db/db N N ita 1 N ta T
atones db/: si si o si 0 espontdneamente No descrito o espontdneamente
descrita (si con dieta) (si con dieta)
Ratas obesas de No espontdneamente
Si Si Si Si p y No descrito No (resistentes)
Zucker (si con dieta)
Ratones lipoatréficos . . - . - -
No Si Si Si Si Si Si
(SREBP-1c)
Ratas con
sobreexpresidn de No Si Si Si Si (con dieta) No descrito No descrita
SREBP-1a
(A No No Ne. si si No descrito No
descrita
Ratones KK-A 3 3
si si Nu_ si MNo Esp-untan_saments No descrito No es;]‘nntan_eamsnte
descrita (si con dieta) (si con dieta)
Ratones MATLA -/- No No No Si Si Mo descrito Si
Ratones NRF1-/- N
/ e No descrito Si Si Si No descrito Si
descrita
Ratones PTEN No No
Hipersensible Si Si No descrito Si
flox/flox descrita P descrita
Ratones PPAR-a N No (sien
No Mo U_ estado de Mo Mo descrito No
descrita
hambre)
Ratas obesas de Si{con dieta con
Si(leve Si Si Si Si (con dieta Si(con dieta
OLEFT ( ) ( ) dieta combinada) ( )

Fig.116. Modelos de NAFLD y NASH en ratones modificados genéticamente.

Los modelos en grandes animales son caros y solo disponibles en centros
especializados, pero son una oportunidad Unica de estudiar en el mismo grupo de
animales y de forma seriada todos los procesos que conducen a una NASH (a través
de biopsias seriadas), ademas estos modelos asemejan, mucho mas que los modelos

en roedores, la anatomia, la histologia y la fisiologia humana.
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El higado porcino es muy similar anatémica y estructuralmente al humano y se nos
ofrece como el modelo ideal para realizar estos experimentos. También se ha descrito
una cierta resistencia de los cerdos a padecer esteatosis a pesar del marcado

incremento de peso y del sindrome metabolico secundario a la modificacion dietética.

Existen pocos modelos de esteatosis hepatica en grandes animales, y en la mayoria de
ellos se ha inducido el dafio hepatico mediante la administracion de toxicos como el
alcohol.

Mets??” realizd un estudio con cerdos, que desarrollaron esteatosis mediante la
administracion de 1g/kg de alcohol con agua (1:3) a través de sonda nasogastrica
durante 16 dias, aunque el trabajo no estaba disefiado para obtener animales para el
estudio de la esteatosis hepética. Este modelo, basado en la adicion de un toxico a la

dieta no puede utilizarse para el estudio de la NAFLD como es obvio.

Spannbauer??® consiguié esteatosis en cerdos tanto con ingesta endlica aislada como

con dieta deficiente en proteinas y con la suma de ambos modelos.

Quizas el unico modelo de NAFLD/NASH disefiado en grandes animales es el de los
cerdos Ossabaw miniature pigs. Estos cerdos procedentes de una isla cercana al
estado de Georgia en los EE.UU. fueron llevados por los conquistadores espafioles en
el siglo XV1 y criaron libremente en la isla presentando un cierto endogamismo que
los hacia susceptibles a alteraciones metabolicas cuando eran sometidos a una dieta
hipermetabdlica aterogénica. Este fue el primer modelo de NAFLD/NASH descrito

en grandes animales producido por una manipulacion dietética.

En 2009, el equipo de Lee et al.??® describieron por primea vez un modelo de NASH
en grandes animales producido por una manipulacion dietética, utilizando cerdos

Ossabaw miniature pigs.

En 20015, Liang et al.?® describen un modelo de NASH en cerdos Ossabaw

miniatures Pigs con cambios histolégicos en el higado (degeneracion baloniforme,
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fibrosis hepatica, acumulo de células de Kupffer. Estos cerdos sin embargo no

desarrollaron esteatosis macrovesicular.

Dado que estos animales se encuentran en peligro de extincion y son en la actualidad

una especie protegida el modelo es poco utilizable en la actualidad.

Un aspecto importante de este modelo es que los cerdos no desarrollaron esteatosis
macrovesicular, a pesar de que desarrollaran un aumento de peso y sindrome
metabolico, un hecho que los autores no saben explicar. A pesar de que no existe
apenas bibliografia a este respecto, una explicacion que aportan seria que estos
animales no mostraban niveles de triglicéridos muy elevados, por tanto se sospecha
que la esteatosis macrovesicular puede estar relacionada con la exportacion de
triglicéridos desde los hepatocitos en forma de VLDL. Otro hallazgo es la aparicion

de células de Kupffer que no es tipico de la esteatosis en humanos.

Por lo tanto este modelo, aunque consigue desarrollar mediante dieta un higado
esteatdsico, no consigue un modelo histologico que sea extrapolable al ser humano. A
diferencia de los estudios en cerdos Ossabaw, nuestro modelo de dieta consiguio altos
grados de infiltracion grasa hepatica a expensas de esteatosis macrovesicular, sin

datos de esteatohepatitis.

En nuestro trabajo utilizamos un modelo experimental en el que reprodujimos una
esteatosis en grandes animales, utilizando el cerdo White-Landrace. Dicho modelo es
original y suficientemente probado en estudios anteriores de nuestro grupo y que
tiene la particularidad de que Unicamente mediante manipulacion dietética, sin
utilizar farmacos o téxicos algunos hemos logrado grados de esteatosis controlados y
muy elevados. No existe ningin modelo publicado hasta la fecha que induzca, sin la
utilizacion de sustancias lesivas para el higado, o una dieta excesiva en grasas 0
fructosa (habitualmente con suplementos de sales biliares y colesterol), o un déficit
de elementos necesarios para la beta oxidacion (colina y metionina) un grado de
esteatosis macrovesicular similar al nuestro, en tan poco tiempo y con unas minimas

repercusiones en la fisiologia del animal.
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Habitualmente las dietas ricas en grasa empleadas inducen una obesidad en el animal
con incrementos sustanciales de peso. Esto ocurre para cualquier especie animal

utilizada, murina, bovina, canica, primates, roedores, gatos etc.

Otra de las fortalezas de nuestro modelo experimental es que nos permite comprobar
el dafio hepatico y cuantificar la esteatosis mediante la realizacion de biopsias
hepaticas antes y después del desarrollo de la esteatosis, en muchos modelos murinos

esto no es posible y en el humano casi ningun autor las realiza.

Todos los animales utilizados alcanzaron una esteatosis de mas del 40%, con un
maximo del 95%, pero es que en casi el 75 % fue mayor del 70 %. En trabajos

consultados los autores alcanzan cifras mucho mas dispares y de menor porcentaje.

En estudios anteriores de nuestro grupo ya a las 8 semanas del inicio de la dieta
existia infiltracion grasa, alcanzando un mé&ximo hacia los 3 meses, antes de aparecer

fenémenos de fibrosis.

En modelos murinos la esteatosis es alcanzada mucho antes evidentemente (entre 12
y 20 semanas). Para nuestro estudio preferimos animales con un grado muy elevado

de esteatosis sin que presentaran alteraciones histoldgicas irreversibles.

Tras finalizar el periodo de dieta esteatésica encontramos que existian ciertas
diferencias en el grado de NAFLD encontrado. La variabilidad de las cifras de
esteatosis obtenidas tras el periodo de dieta especial, aunque ciertamente muy escasa
se debi6 a que la dieta era ingerida ad libitum, sin control por parte de los cuidadores
de la cantidad de la misma, y probablemente también a que la pequefia disparidad de
los pesos de los animales al inicio pudiera haber condicionado tanto la cantidad de

ingesta como la velocidad con que se produjo la infiltracion grasa del higado.

La dieta fue formulada por el equipo del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza. Esta dieta no
incluye alcohol ni ningln téxico y semeja en gran medida las condiciones de

generales de los pacientes con esteatosis hepatica.
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Los animales esteatdsicos presentaban un aspecto normal, eran activos y dindmicos,
todos ganaron peso con facilidad y no presentaban apenas alteraciones cutaneas que
pudieran aparecer si la formulacion dietética adoleciera de ciertos principios

inmediatos.

8.3. ADMINISTRACION DE MELATONINA

8.3.1. VIADE ADMINISTRACION

En nuestra serie la melatonina fue administrada por via oral en una sola toma,
mezclada con el alimento, asegurandonos de que el animal la ingeria en todos los
casos. Aunque existian formulaciones de melatonina via parenteral (via I.V. o
peritoneal), preferimos la via oral por semejarse mas a la forma de administracion del
farmaco en el humano. Otros autores, principalmente en modelos experimentales
murinos, utilizan la via intraperitoneal para asegurarse una absorcion completa y una
via de acceso controlable y de facil utilizacion repetidas veces. Estos modos de
administracion, aunque faciles de utilizar, poseen el inconveniente de que el farmaco
debe ser disuelto en etanol absoluto, que aungue en pequefias cantidades, es un

producto directamente toxico para el higado.

La melatonina, por su facil y rdpida absorcion en tramos altos del sistema digestivo
(una dosis oral de melatonina de 2 mg. alcanza concentraciones plasmaticas maximas
entre los 30 y 60 minutos de su ingesta, independientemente de si se ingiere con o sin
alimentos) puede ser administrada sin problemas por esta via, y ademas es la via de

eleccion en pacientes humanos.

Se dispone, para uso humano de melatonina de liberacién lenta, la cual permanece
elevada en el plasma durante 5-7 horas tras su administracion, aumentando sus

valores cuando se ingiere con alimentos.
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No creimos necesario determinar los niveles de la hormona en plasma ya que la
interpretacion de los datos podria resultar equivoca, la melatonina posee un ritmo
circadiano de secrecioén con niveles basales muy variables en dependencia de la
situacion clinica, estrés etc. Tras la ingesta, los valores permanecen elevados durante
3-4 horas pasadas las cuales los niveles retornan a situacion basal, siendo el tiempo

de semivida de 30-40 min.

Los valores enddgenos de melatonina plasmatica en el humano se sitdan entre los 5 y
los 100 pg/ml. En dependencia de los ritmos de suefio-vigilia, aumentando su

concentracion a 2.000 o 3.000 pg/ml. tras la administracion exogena del preparado.

8.3.1. DOSIS DE MELATONINA

La melatonina se ha administrado en dosis variables, cada vez mas crecientes, vista

su inocuidad y posiblemente su falta de efecto eficaz en determinados experimentos.

En experimentos en ratas a las cuales se les inducia una NAFLD por medio de dieta
especial rica en grasas, las dosis de melatonina administrada varian desde 0,5 a 10

mg/kg?t3. Pan?!? utiliza melatonina a dosis de 2,5, 5y 10 mg/kg via intraperitoneal.

La dosis habitualmente utilizaba en humanos es mucho menor, del orden de 0,3 a 5
mg dos veces al dia??!. Es de destacar que, aunque la melatonia ha demostrado su
inocuidad, no se utiliza en el humano a dosis similares a las utilizadas en animales de
experimentacién, aunque no se ha establecido su utilidad para el tratamiento de la
NAFLD.

En gran parte de los trabajos, tanto clinicos como experimentales, en los que se
utilizan dosis variables de melatonina, habitualmente es la dosis mas alta la que
resulta mas efectiva, tanto en disminuir los niveles de enzimas hepaticas como en el
grado de infiltracion grasa, comparada con las dosis méas bajas. Se considera una

dosis moderada 5 mg/kg/dia y una dosis elevada 10 mg/kg/dia.
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En nuestro trabajo preferimos utilizar la dosis considerada de mayor utilidad en otros

experimentos similares.

8.4. ESTUDIO PILOTO. ESTUDIOS PREVIOS

Pese a las evidencias encontradas en la literatura sobre el efecto de la melatonina en
la esteatosis hepatica y el metabolismo lipidico en modelos animales de NAFLD,
decidimos realizar un estudio piloto previo con 6 cerdos a los cuales se les indujo una
esteatosis con nuestro modelo de dieta, con el fin de comprobar los efectos de la
misma. Comprobamos mediante biopsia que todos estos animales habian desarrollado
una esteatosis hepatica grave (>80% en todos los animales). Desconociamos los
efectos de la melatonina sobre el modelo porcino y con grados elevados de
infiltracion grasa. Los resultados de este estudio demostraron que un ndmero
significativo de los animales mejoraron la esteatosis tras un mes de tratamiento con
melatonina oral a dosis de 10 mg/kg/dia (3 de los 6 animales mejoraron el grado de
esteatosis tras la adiccion del farmaco). Estos resultados y las evidencias obtenidas
por otros autores en modelos murinos nos animaron a realizar un estudio mas

completo y controlado en grandes animales.

8.5. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DEL
HIGADO ESTEATOSICO

Valoramos una serie de caracteristicas macroscopicas en los higados esteatdsicos,
tanto en la primera como en la segunda intervencion: tamafo, bordes, coloracion,

consistencia y presencia de ascitis.

Por lo general, en los casos de esteatosis hepatica leve, es posible que no se afecte
macroscépicamente la viscera. Sin embargo, en los casos de infiltracion grasa severa,
se produce por lo general un aumento de tamafio de la viscera, haciéndose mas
amarillenta, hasta que en casos extremos puede transformarse en un 6rgano amarillo,

brillante, blando y friable al tacto.
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En la primera biopsia de nuestro estudio, la totalidad de los animales de los 4 grupos
de estudio presentaron un higado ligeramente aumentado de tamafio, de bordes
romos, de aspecto amarillento y consistencia blanda. 11 de los 31 animales

presentaban ascitis (32,3%).

Sin embargo, los 6 animales del grupo control (no esteatdsicos) presentaron un
higado de tamafio normal, bordes agudos, coloracion rojiza y consistencia dura. Solo
uno de ellos (16,7%) presentd ascitis (ligera).

En la segunda biopsia, el tamafio del higado estaba aumentado en 29 animales
(93,5%). Los bordes hepaticos eran romos en 28 de los animales (90,3%). EIl color
del higado seguia siendo amarillento en 21 animales (67%). La consistencia del
higado era blanda en 25 de los animales (80,7%). En ninguno de ellos se observo la
presencia de ascitis.

En conclusion, las caracteristicas macroscopicas del higado en la primera biopsia nos
hicieron sospechar un alto grado de infiltracion grasa, tal y como luego se demostrd
con el analisis histolégico. Las caracteristicas macroscopicas del higado no se
modificaron de manera considerable de una a otra biopsia para poder sacar
conclusiones al respecto, ademas las caracteristicas que mejoraron en la segunda
biopsia, no se correspondieron solo con los animales que habian recibido melatonina.
También hay que tener en cuenta que aunque la descripcion de las caracteristicas
macroscopicas fue realizada por un solo observador, para intentar unificar criterios, la

interpretacion de las mismas esta sujeta a subjetividad.
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8.6. PESO DE LOS ANIMALES

El primer pardmetro que podria modificar la melatonina sobre el modelo
experimental fue el peso de los animales, ya que las dietas que inducen NAFLD
suelen inducir también incremento del peso o franca obesidad. Hemos encontrado
que todos los animales, independientemente del grupo de estudio al que
pertenecieran, incrementaron su peso al finalizar el periodo de tratamiento. No hemos
encontrado estudios experimentales en modelos murinos ni estudios en humanos que
analizaran el peso tras la ingesta de dieta esteatdsica y tras el tratamiento con

melatonina, por lo tanto no podemos extrapolar nuestros resultados.

Nuestros animales, continuaran con la dieta esteatosica o no, y recibieran melatonina
0 no, incrementaron su peso al final del experimento. En el caso de los grupos 1, 3y
4 este aumento fue estadisticamente significativo (p=0.003, p=0.0043 y p=0.0043
respectivamente). Sin embargo, no todos los animales incrementaron su peso en igual
cuantia. Los animales de los grupos 1 y 2 (animales que continuaron con la dieta
esteatdsica) apenas incrementaron su peso frente a los animales que si dejaron de
ingerirla (porcentaje de cambio para el grupo 1 y 2 fue de 452 y 0,91
respectivamente vs porcentaje de cambio para el grupo 3 y 4 de 1558 y 13,72
respectivamente). Esta circunstancia puede indicar el gran efecto que la dieta presenta
sobre el metabolismo del animal, asumiendo entonces que la dieta esteatdsica
previene el engorde del animal con el paso del tiempo, en contraste con los animales
que si dejaron la dieta, los cuales engordaron de forma mas acorde a su metabolismo

convencional.

Realizamos la comparacion por grupos para individualizar el efecto de la melatonina
en los grupos que habian mantenido dieta esteatosica (grupos 1 y 2) o no habian
mantenido dieta esteatosica (grupos 3 y 4) y también para individualizar el efecto de
la dieta en los animales que habian sido tratados con melatonina (grupos 1y 3) o no

habian sido tratados con melatonina (grupos 2 y 4).
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No hubo diferencias al comparar los grupos 1-2 y 3-4, que individualizan el efecto de
la melatonina, por lo tanto no podemos concluir que la melatonina ejerza ningdn

efecto en el peso final del animal.

En los grupos que tomaron melatonina (grupos 1 y 3), el grupo que discontinud la
dieta esteatdsica (grupo 3) aumentdé mas de peso de manera significativa (p=0,014),
lo cual habla a favor de que la dieta esteatdsica a largo plazo podria proteger del

aumento de peso.

En los grupos que no tomaron melatonina (grupos 2 y 4), el grupo que discontinud la
dieta esteatosica (grupo 4) aumentd mas de peso significativamente (p=0,07), lo cual

también hace pensar en que la dieta esteatdsica podria proteger del aumento de peso.

El modelo de regresion lineal confirma el efecto significativo de la dieta y no del

tratamiento con melatonina

No encontramos en la literatura articulos similares en modelos de grandes animales,
en los que se compare como influye la continuacion o discontinuacion de la dieta en
el peso del animal. En el modelo de esteatohepatitis llevado a cabo en cerdos
Ossabaw en 2015%%° se observo que en el grupo de animales sometidos a dieta alta en
grasas ganaron peso de manera continuada y mantenida segun los controles
realizados a las 8, 16 y 24 semanas. El grupo control también aumento de peso de
forma acorde a la fisiologia del animal. La ganancia de peso en el grupo control fue
estadisticamente menor que en el grupo de estudio en los tres tiempos, lo cual
contrasta con los resultados de nuestro estudio. Si bien es verdad, que el grupo
control de cerdos Ossabaw, no discontinua la dieta esteatosica, sino que se alimenta
de dieta normal durante todo el estudio, por lo tanto, no podria compararse con la

variacion de peso que experimentan nuestros animales al discontinuar la dieta.

En los modelos murinos, la discontinuacion de la dieta rica en grasas supone una
disminucion del peso, aunque dificilmente podemos extrapolar los resultados
obtenidos en nuestro estudio sobre el peso a los modelos en roedor, ya que el

metabolismo y fisiologia del animal es totalmente diferente.
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8.7. ANALISIS SEROLOGICOS: LiPIDOS
PLASMATICOS Y MARCADORES DE FUNCION
HEPATICA

En nuestro trabajo se han analizado marcadores lipidicos en plasma (colesterol total,
colesterol LDL, colesterol HDL vy triglicéridos) y marcadores de dafio hepatico en
plasma (B, AST, ALT, GGT Y FA).

8.7.1. LIPIDOS PLASMATICOS

Los niveles de colesterol total, HDL y LDL alcanzados por los animales tras el
periodo de dieta esteatosica (antes de ser sometidos, o no, al tratamiento con
melatonina) triplican y cuatriplican los niveles basales del grupo control, lo cual hace
suponer un importante efecto de la dieta sobre el metabolismo general de todos los
lipidos. Esto sucede para las cifras de colesterol (total o unido a lipoproteinas), pero

no se observa este efecto en los triglicéridos.

El nivel medio de TG, en los grupos 2, 3 y 4 disminuyo en el tiempo post con
respecto al tiempo pre, de manera significativa (p=0,043) s6lo en el grupo 4
(animales que discontinuaron la dieta y no se trataron con melatonina). Al comparar
por grupos, el porcentaje de cambio difiere de manera estadisticamente significativa
(p=0,028) entre los grupos 2 y 4 (el grupo 2 continud con la dieta esteatosica y el
grupo 4 la suspendio). Por lo tanto, la discontinuacion de la dieta en los animales que
no toman melatonina si tiene un efecto en la variacién de TG. Respecto a los niveles
medios de TG, no podemos sacar muchas conclusiones, ni la discontinuacion de la
dieta, ni el tratamiento con melatonina genera un efecto sobre el porcentaje de
cambio, y asi lo confirma el modelo de regresion lineal. Solo podriamos decir que la
discontinuacion de la dieta en los animales que no se tratan con melatonina genera un

descenso de TG mayor.
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Respecto al nivel medio de colesterol total, parece que la dieta juega un efecto
importante sobre sus niveles, ya que los grupos 3 y 4 (los dos grupos de animales que
discontinuaron la dieta) han disminuido significativamente (p=0,043 y p=0,043
respectivamente) los niveles de colesterol total. En los grupos que contintan la dieta,
tomen o no melatonina, el nivel medio de colesterol total aumenta. Ademés si
observamos la comparativa entre los grupos, el porcentaje de cambio varia de manera
significativa (p=0,02 y p=0,003) al comparar los grupos que continuaron la dieta vs.
los grupos que discontinuaron la dieta (grupo 1-3 y grupo 2-4). Por lo tanto, podemos
concluir que el colesterol total disminuye de media en los cerdos que discontindan la
dieta, y que la melatonina no tiene un efecto significativo en la variacion del

colesterol total plasmatico, y asi se observa en el modelo de regresion lineal.

Algo similar ocurre con el nivel medio de colesterol HDL, desciende
significativamente en los grupos que discontindan la dieta esteatdsica y el porcentaje
de cambio es significativo (p=0,08) entre los grupos 1-3 (ambos grupos de animales
tratados con melatonina con la diferencia de que el grupo 1 continué la dieta y el
grupo 3 no). En conclusion, la discontinuacion de la dieta genera un efecto sobre el
descenso medio de colesterol HDL, este efecto no lo podemos demostrar con la

melatonina, y asi lo confirma el modelo de regresion lineal.

El nivel medio de colesterol LDL varia en el mismo sentido que el colesterol total y
el colesterol HDL, ya que desciende al eliminar el efecto de la dieta estetdsica,
disminuyendo significativamente (p=0,043 y p=0,043) en los grupos de animales que
dejan de consumir dieta esteatdsica (grupos 3 y 4). El porcentaje de cambio, de nuevo
varia significativamente (p=0,02 y p=0,03) entre los grupos 1-3 y 2-4.

Por lo tanto, al igual que en el caso del colesterol total y del colesterol HDL, la
discontinuacion de la dieta genera un efecto sobre el descenso medio de colesterol

HDL, sin que se observe este efecto para la melatonina (modelo de regresion lineal).

En resumen, segun los resultados de nuestro estudio, no se ha podido demostrar la
efectividad de la melatonina en la reduccion de ninguno de los marcadores lipidicos

bioquimicos en plasma. Sin embargo, el cambio de una dieta rica en grasas saturadas
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hacia una dieta estandar durante 4 semanas, si que genera un descenso de los niveles

plasmaticos de colesterol total y unido a lipoproteinas.

Sin embargo los datos que hemos obtenido contrastan con los encontrados en la
literatura. Los primeros estudios realizados hace mas de tres décadas sefialaron un
efecto de la glandula pineal sobre el metabolismo lipidico. La administracion de
extractos de glandula pineal en ratas disminuyo el colesterol en plasma, higado,
suprarrenal y testiculo; mientras que la pinealectomia causoé los efectos opuestos. El
efecto reductor de la melatonina en el colesterol sérico ha sido documentado en la

literatura ampliamente desde hace mas de 30 afios?3-2%,

Uno de estos estudios recientes es el trabajo de Pan et al.?!? en 2006, en el que se
evalUa el efecto protector de la melatonina sobre el higado graso inducido mediante
dieta en un modelo experimental murino. En este trabajo se demostrd un efecto
hipolipemiante de la melatonina, ya que la melatonina administrada a dosis de 5 0 10
mg/kg/dia durante 12 dias fue eficaz en la reduccion de colesterol y triglicéridos

plasmaticos.

El efecto de la melatonina como hipolipemiante se atribuye al aumento del
catabolismo del colesterol, los &cidos biliares, la inhibicién de la sintesis de colesterol
y acciones directas en el tejido adiposo a través de receptores especificos. Hay que
tener en cuenta que en este estudio, los autores pretenden evaluar el efecto de la
melatonina como farmaco en la prevencién del desarrollo de la esteatosis hepatica,
partiendo de niveles de colesterol y triglicéridos no muy elevados. El objetivo pues es
diferente al de nuestro estudio, que pretende tratar la esteatosis hepéatica una vez
instaurada y el descenso de unos niveles lipidicos en suero muy elevados. Podriamos
especular que la melatonina podria ser eficaz en pacientes en los que las cifras de
lipidos plasmaticos todavia no hubieran alcanzado cifras considerables o en pacientes
con grados de infiltracién grasa mas moderados (en nuestro estudio la cifra menor de
esteatosis fue del 40 %, muy por encima de las cifras de pacientes obesos mérbidos o
diagnosticados de NAFLD).
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En el trabajo publicado por Hatzis et al.?!3 similar al estudio anterior, y cuyo objetivo
fue evaluar el efecto de la melatonina intraperitoneal en la prevencion del estrés
oxidativo al que se ha inducido un higado esteatosico mediante dieta alta en grasas,
los resultados no revelaron cambios en los niveles plasmaticos de lipidos tras la
administracion de melatonina intraperitoneal a dosis de 5 0 10 mg/kg/dia, al igual que

en nuestro estudio.

Hoyos et al.?** en 2010 también demostraron una reduccion del colesterol total y LDL
en el grupo de roedores tratados con melatonina via oral a dosis de 10 mg/L
(administrada en el agua de bebida) y sometidos a la vez a dieta rica en colesterol. La

melatonina también previno en este grupo el descenso del nivel de HDL.

En el estudio de Subramanian en 200728 se observo un descenso significativo de los
niveles de colesterol, fosfolipidos, triglicéridos y acidos grasos en el higado en el
grupo de ratas tratadas con melatonina intraperitoneal a dosis de 0.5 y 1 mg/kg/dia.
En este estudio no se administra dieta rica en grasas, ni antes ni durante el estudio, las

ratas se alimentan de dieta estandar.

Se han realizado diversos estudios en humanos intentando demostrar la capacidad
hipolipemiante y reductora del dafio hepatico de la melatonina, con resultados

contradictorios.

Cichoz-Lanch et al.?®® demostraron en 2010 una disminucion del nivel de
triglicéridos en pacientes con diagnostico histolégico de EHNA a los que se habia
administrado un preparado de fosfolipidos mas melatonina en dosis de 10 mg al dia

durante 4 semanas.

En otro estudio realizado por Gonciarz et al.??* en 2010 sobre un grupo de pacientes
diagnosticados de NAFLD mediante biopsia, con dos grupos de estudio, un grupo
placebo y otro, a los que se habia administrado melatonina en dosis de 10 mg al dia
durante 12 semanas, no consiguieron demostrar mejoria de los niveles lipidicos en el
grupo de tratamiento. Los mismo autores publicaron en 2012 un trabajo similar tras

un periodo de tratamiento con melatonina méas largo (12 semanas mas) y con un
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mayor tiempo de seguimiento, con los mismos resultados negativos.

Celinski et al.??® publicaron un estudio con 74 pacientes diagnosticados mediante
examen histologico de NAFLD. Se demostré una disminucion significativa de los
niveles de TG y LDL en el grupo tratado con melatonina a dosis de 10 mg/kg/dia
durante 14 meses. Cabe destacar de este estudio, que la dosis de melatonina y el
tiempo de tratamiento fueron superiores al resto de estudios, por lo que se podria
interpretar la necesidad de un tratamiento prolongado, con dosis elevada de

melatonina para conseguir un efecto hipolipemiante.

En conclusién, en la mayoria de los trabajos, ya sean en modelo experimental en
roedor o en humanos, se consigue demostrar el efecto hipolipemiante de la
melatonina a largo plazo (aunque estos resultados son todavia controvertidos). No
tenemos una explicacion clara para justificarlo. Hay que tener en cuenta por una
parte, que la melatonina no protege contra las consecuencias de una dieta rica en
grasas, incluyendo la absorciédn intestinal de lipidos que conduce a un aumento en la
oferta de acidos grasos libres al higado y el aumento de sintesis de novo de acidos
grasos en el higado. Otra razén que podria argumentar esta disparidad de resultados
es que en nuestro modelo experimental partimos de una esteatosis hepatica
establecida, con unos niveles sanguineos de lipidos elevados de manera cronica,
situacion que no ocurre en el resto de estudios experimentales, ya que la melatonina
se administra de manera concomitante a la dieta alta en grasas a modo de prevencion.

En algunos estudios? incluso los animales se alimentan de dieta estandar.

Los resultados de nuestro estudio podria llevarnos a pensar que la melatonina carece
de efecto hipolipemiante en situaciones de niveles seroldgicos de lipidos elevados de

manera persistente.

8.7.2. MARCADORES DE FUNCION HEPATICA

Desde el punto de vista teodrico, la melatonina tendria un efecto citoprotector
hepético, que se traduciria en una disminucion de las enzimas hepaticas, que reflejan

el dafio celular. Asi pues cabria encontrar o bien una disminucion de los valores
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elevados (si se elimina la noxa) o bien una falta de progresion (si la noxa persiste).
Precisamente nuestro trabajo se disefio para corroborar estos extremos, ya que
incluimos grupos de animales en los cuales se les mantenia el estimulo para producir
el dafio hepatico (dieta esteatosica) y animales a los cuales se les elimind este

estimulo.

La bilirrubina disminuyé de media en todos los grupos, siendo significativo
(p=0,017) este descenso en el grupo 2 (animales que continuaron la dieta y no se
trataron con melatonina). No hubo diferencias en la comparativa entre grupos en el
porcentaje de cambio pre-post de B, por lo que ni la dieta ni la melatonina generan un
efecto en los niveles de B, como también se confirma mediante el modelo de

regresion lineal.

El valor medio de AST descendié en los grupos 1, 2 y 4, siendo significativo
(p=0,008 y p=0,043) este descenso en el grupo 2 y 4 (animales que siguieron con la
dieta esteatosica no tratados con melatonina y animales que discontinuaron la dieta y
no se trataron con melatonina). En el grupo 3 (animales que tomaron melatonina y
discontinuaron la dieta), aument6 la media de AST. El porcentaje de cambio difiere
de manera estadisticamente significativa sélo entre los grupos 3-4 (p=0,047). Ambos
grupos han discontinuado la dieta esteatdsica, el grupo 3 tom6 melatonina y el grupo
4 no tomd melatonina. Se concluye que la melatonina tiene un efecto sobre el cambio
porcentual pre-post de AST en los animales que no contintan la dieta esteatosica.
Segun el modelo de regresion lineal, los pacientes con melatonin aaumentan en 57,25

puntos el nivel medio del porcentaje de cambio de AST.

Con respecto a la ALT, en nuestro estudio, encontramos resultados contradictorios. El
valor medio de ALT aumenta de media significativamente (p=0,043 y p=0,042) en los
dos grupos que discontintan la dieta (grupos 3 y 4), independientemente del efecto de
la melatonina y al contrario de lo que cabria esperar, que seria una mejoria de los
parametros de citolisis hepética al normalizarse la dieta. En los grupos que continGian
la dieta esteatdsica (grupos 1 y 2) el valor medio de ALT disminuye discretamente,
sin ser este descenso significativo. Estos resultados no son los esperables en cuanto al

efecto de la dieta en la variacion de ALT. Tampoco podemos relacionar el efecto de la
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melatonina con dicha variacion. Al comparar por grupos, existen diferencias
significativas entre los grupos 1-3 y 2-4. Por lo tanto el tipo de dieta supone una
diferencia en cuanto a la variacion media de ALT, independientemente de que los
animales se hayan tratado o no con melatonina. EI modelo de regresion lineal
confirma el efecto significativo de la dieta y no del tratamiento con melatonina sobre

el porcentaje de cambio de ALT.

Tras analizar los datos en los diferentes grupos de estudio, podemos observar que el
valor medio de GGT disminuyd en los dos grupos de animales que discontinuaron la
dieta (grupos 3 y 4) de manera estadisticamente significativa (p=0,043 y p=0,043).
Dicho efecto es el esperado, ya que al normalizar la dieta, mejoran los pardmetros de
funcién hepatica. En los grupos que continuaron con la dieta esteatdsica (grupos 1y
2) también se observo una disminucion del valor medio de GGT mas discreta y no
significativa. No hubo diferencias significativas al comparar por grupos en el
porcentaje de cambio pre-post de GGT, por lo que ni la dieta ni | amelatonina generan
un efecto en los niveles de GGT, como demuestra también el modelo de regresion

lineal.

Observamos que la tendencia de FA es a disminuir de media en todos los grupos
menos en el grupo 2 (animales que continuaron con la dieta esteatosica y no fueron
tratados con melatonina). En el grupo 4 (animales que discontinuaron la dieta y no
tomaron melatonina) este descenso es significativo (p=0,043). No hubo diferencias al
comparar por grupos en el porcentaje de cambio pre-post de FA, por lo que ni la dieta
ni la melatonina generan un efecto en los niveles de FA, como demuestra también el

modelo de regresion lineal.

Podemos concluir que en nuestro estudio, no hemos encontrado ese efecto
citoprotector de la melatonina cuando se mantiene la noxa que produce la lesién
hepatica. Tampoco encontramos diferencias significativas respecto a las enzimas
hepéaticas en los grupos que discontinuaron la dieta esteatdsica, recibieran o no
melatonina, por lo tanto no podemos sacar conclusiones en cuanto a que la
normalizacion de la dieta genere una mejoria en los niveles enzimaticos, al menos en

las 4 semanas que durd nuestro estudio.
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Comparando estos resultados con lo publicado en la literatura, encontramos que en el
estudio, Pan et al.?!?2 se logr6 demostrar que la administracion de melatonina
intraperitoneal a dosis de 5y 10 mg/kg/dia durante 12 dias fue eficaz en la reduccion
en suero de ALT, AST. La diferencia con nuestro trabajo es que los autores anteriores
administraban de forma conjunta la dieta esteatosica y la melatonina a los animales
de experimentacion y nuestro trabajo parte de animales con una NAFLD vya
establecida, es decir quiza la melatonina pudiera tener un efecto preventivo de la
lesion hepatica cuando es administrada de forma temprana (antes de producirse el
acumulo graso en el hepatocito), siendo su efecto nulo cuando ya esta establecida la
NAFLD.

El trabajo realizado por Hatzis et al.?*® nos aporta un poco de luz a este respecto. Los
autores pudieron demostrar que la necrosis celular hepatica fue significativamente
menor en las ratas que habian recibido dieta rica en grasas y melatonina a dosis de 5
mg o 10 mg/kg/dia via intraperitoneal durante 4-8 semanas, encontrando que los
niveles de AST y ALT fueron menores tras recibir el farmaco. Sin embargo en su
trabajo un grupo de animales se les indujo una esteatosis (por medio de la dieta) antes
de ser tratados con melatonina, pues bien, este Gltimo grupo de animales no obtuvo
ningun efecto citoprotector hepatico, al igual que los animales de nuestro estudio.
Cabe concluir que la melatonina es ineficaz como tratamiento una vez establecida la
NAFLD no debe utilizarse pues como tratamiento de un higado graso ya instaurado
ni como farmaco para reducir unos niveles plasmaticos de enzimas crénicamente

elevados.

En nuestro trabajo, los grados de NAFLD alcanzados tras la dieta fueron muy
elevados, mucho méas que los obtenidos en estudios similares con otros modelos
experimentales, quiza con grados mas moderados de infiltracion grasa la melatonina

pudiera tener algun efecto, este extremo deberia ser investigado.

Hoyos et al.?!* en 2010 no consiguieron demostrar un descenso de enzimas hepaticas
en los grupos de ratas tratadas con melatonina via oral a dosis de 10 mg/L en el agua

de bebida durante 3 meses.
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En el estudio de Tahan et al.?!® se observé una disminucion de AST, ALT y FA en el
grupo de ratas alimentadas con dieta esteatdsica (deficiente en metionina y colina) y
tratadas a la vez con melatonina a dosis de 50 mg/kg/dia via intraperitoneal durante
un mes. Este estudio también tuvo como objetivo la prevencion de la esteatosis

hepatica y de citolisis hepatica.

En 2015, Agil et al.2!” publicaron un trabajo en el que también demostraron una
reduccién de la disfuncién hepatica mitocondrial en ratas obesas. Una de las
conclusiones del estudio fue que el tratamiento con melatonina en una dosis de 10
mg/kg/dia via oral durante 6 semanas disminuye los niveles séricos de ALT
significativamente en el grupo de ratas obesas tratadas con melatonina con respecto al
grupo de ratas obesas no tratadas. En este estudio si que se parte de animales a los
gue se ha inducido una obesidad y probablemente esteatosis hepatica, por lo que
podria parecerse mas a nuestro modelo, sin embargo, la mejoria de los distintos
parametros no se comparan con los niveles basales, sino que se comparan con un
grupo control, ya que a las ratas obesas no se les realiza biopsia antes de empezar a

ser tratadas con melatonina.

También se ha experimentado la melatonina en el humano como farmaco protector

hepatico.

Cichoz-Lanch et al.??® consiguieron demostrar diferencias significativas sélo en la
reduccién de GGT en pacientes diagnosticados por NAFLD mediante biopsia y
sometidos a una dosis de 10 mg/dia de melatonina via oral durante 4 semanas.

Gonziarz et al.??* en 2010 encontraron que, comparados con un grupo de pacientes
control sin tratamiento la melatonina logré un descenso de las enzimas hepaticas
(AST y GGT) significativamente sélo en el grupo tratado con melatonina, tras 12
semanas de tratamiento a dosis de 10 mg/dia. Este estudio demuestra por primera vez
en humanos que tres meses de tratamiento con melatonina, mejora significativamente
las enzimas hepaticas plasmaticas en pacientes con NAFLD. El hecho de que todos
los individuos se sometieran a dieta y ejercicio esta sujeto al prejuicio del efecto de

un mayor autocontrol (cambios imperceptibles en la dieta, ejercicio fisico u otras
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costumbres) que pueden ser variables de un individuo a otro, sobretodo en los
pacientes con NASH. Los autores no reportan datos sobre cambios en la infiltracion
grasa del higado, ya que no practicaron biopsias a los pacientes después del

experimento.

En el trabajo publicado por los mismos autores en 2012 donde presentaban el
seguimiento de sus primeras observaciones???, no se modificaron los resultados
obtenidos en 2010 a pesar de haber alargado el tratamiento con melatonina 12
semanas mas. El defecto de este estudio es nuevamente la ausencia de estudios

histologicos tras el tratamiento.

Estos trabajos demuestran un efecto positivo de la melatonina a corto y medio plazo,
al menos medida en parametros seroldgicos, obviamente la NAFLD no es una

enfermedad aguda que necesite un tratamiento puntual.

El estudio de Gonciarz et al.?** del 2013 sobre el efecto de la melatonina en la
resistencia a la insulina, los niveles de leptina, adiponectina, resistina, ghrelina y las
enzimas hepaticas en pacientes con EHNA demostrado histolégicamente, observaron
una disminucion significativa de enzimas hepéaticas (ALT, AST, GGT) al final del
tratamiento con melatonina con respecto a los niveles basales. Se confirma también lo
observado en estudios anteriores en cuanto a la accion de la melatonina en la
disminucion de enzimas hepaticas, que traduce una disminucion del dafio o lesién
hepética. Los autores no reportan datos sobre cambios en la infiltracion grasa del
higado, ya que no practicaron biopsias a los pacientes después del experimento.

En el estudio de Celinski et al.?® afio 2014 tras 14 meses de tratamiento con
melatonina a dosis de 10 mg/kg/dia via oral se demostré que la melatonina reduce
significativamente los niveles de enzimas plasmaticas y disminuye también los
niveles de citoquinas proinflamatorias (1I-1, IL-6 y TNF alfa), lo cual hacia pensar en
una falta de progresion o una disminucion de los fendmenos inflamatorios que
conducen la NAFLD a una NASH (los niveles de IL-6 se han relacionado con la
progresion a fibrosis. Este estudio utiliza una dosis de melatonina mucho mayor que

los estudios anteriores (10 mg/dia vs. 10 mg/Kg/dia) y una duracion de su

Efecto de la melatonina como farmaco antioxidante para revertir la esteatosis hepatica. Modelo 245
experimental



Blanca Martinez Soriano Disusion

administracion mayor que en el resto de estudios en humanos. Adolece también en
que solo se obtuvo una biopsia hepatica, tras finalizar el periodo de tratamiento, en
solo 9 pacientes de los 70 que fueron reclutados. Quiza lo mas interesante de este
estudio es que la melatonina puede frenar la progresion de la NAFLD a NASH o
incluso revertir los efectos a traves de una mejora en el metabolismo de los lipidos
(efectos antioxidantes) y a través de su efecto antiinflamatorio (disminucion de

mediadores proinflamatorios).

En conclusion, nuestros resultados contrastan con los de la literatura cientifica, ya
que en la mayoria de estudios, tanto en modelos experimentales como en ensayos en
humanos, se ha conseguido demostrar ese efecto citoprotector de la melatonina, en

nuestro trabajo no hemos podido demostrarlo.

Tampoco hemos demostrado que la discontinuacién de la dieta esteatdsica hacia una
dieta normalizada proteja de este aumento de enzimas hepaticas, pese a que se ha
aceptado ampliamente que la reduccion de peso por modificaciones dietéticas y el

aumento de actividad fisica mejora dichos parametros®.

Ueno et al.?® demostraron que la dieta restringida y la realizacion de ejercicio en
pacientes obesos con NAFLD disminuyé los niveles de ALT y AST, asi como el
grado de esteatosis en la biopsia hepéatica después de los 3 meses de tratamiento.
Suzuki et al.?% han demostrado que reducir el peso al menos 5% vy el ejercicio regular

disminuyé significativamente el nivel de ALT en estos pacientes.
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8.8. ANATOMIA PATOLOGICA

Al analizar las muestras histolégoicas, hemos valorado una serie de pardmetros
cuantitativos y cualitativos:
e Grado o porcentaje de esteatosis (medida mediante vision directa del pat6logo
y mediante un programa informatico de analisis de imagen).
e Morfologia de la esteatosis (macro o microgotular).
e Distribucion de la esteatosis (periférica o centrolobulillar).

e Presencia o no de fibrosis.

En cuanto a la morfologia de la esteatosis, ha sido macrovacuolar en todas las
muestras de nuestro estudio, tanto en el tiempo pre como en el tiempo post. La
esteatosis macrovacuolar es la lesion clésica vinculada a la esteatosis presente en la
obesidad, el alcoholismo crénico y la diabetes tipo 2. La esteatosis microvesicular sin
embargo, ocurre en otra variedad de enfermedades genéticas y adquiridas, incluyendo
enfermedades metabolicas, el higado graso del embarazo, el sindrome de Reye y

reacciones hepatotoxicas a drogas y toxinas.

La distribucion de la esteatosis, fue preferentemente centrolobulillar, es decir, los
hepatocitos con infiltracion grasa se situaban de manera predominante en el centro
del lobulillo, cercanos a la vena centroobulillar. La acumulacion de triglicéridos en
unas u otras zonas del lobulillo hepatico depende de la causa: en la congestion
hepética que genera isquemia (insuficiencia cardiaca por ejemplo) los triglicéridos se
acumulan preferentemente en el centro del lobulillo, en el alcoholismo y en la
obesidad ocurre lo mismo. La esteatosis perilobulillar es tipica de los largos periodos

de ayunos y de la agresion por toxicos.

En menos de la mitad (45,2%) de muestras de la primera biopsia habia cierto grado
de fibrosis, sin asociar actividad inflamatoria. En la segunda biopsia hubo 16
muestras con fibrosis (51,61%). No se observd infiltracion inflamatoria ni otros datos
histologicos de esteatohepatitis. El grado de fibrosis alcanzado fue leve en 100% de

las muestras.
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8.8.1. GRADO DE ESTEATOSIS ANALIZADO POR VISION
DIRECTA DEL PATOLOGO

El grado medio de esteatosis aumenta en los grupos 1 y 2 (animales que mantienen la
dieta esteatdsica) y disminuye en los grupos 3 y 4 (animales que discontindan la dieta
esteatosica), siendo estadisticamente significativa (p=0,042) esta disminucién en el
grupo 4 (animales que discontindan la dieta y no toman melatonina). Estos resultados
hablan a favor del potente efecto que tiene la discontinuacion de una dieta alta en
grasas en la mejoria del grado de infiltracion grasa, de manera independiente al

tratamiento o no con melatonina.

Al comparar por grupos, observamos que existen diferencias significativas (p=0,05 y
p=0,03) en cuanto a porcentaje de cambio de esteatosis al comparar los grupos 1-3
(los dos grupos han tomado melatonina, el grupo 1 ha seguido con la dieta esteatosica
y el grupo 3 la ha discontinuado) y 2-4 (ninguno de los dos grupos han tomado
melatonina, el grupo 2 continud con la dieta y el grupo 4 la discontinud). Estas dos
comparativas entre grupos individualizan ambas el efecto de la dieta. La comparativa
entre grupos también deja patente el efecto beneficioso de abandonar una dieta con
alto contenido en grasa para revertir la esteatosis hepéatica establecida,
independientemente del tratamiento con melatonina, y asi se comprueba también
mediante el modelo de regresion lineal. Por lo tanto, no podemos atribuir a la

melatonina un efecto sobre la mejora de la infiltracion grasa del higado

Cabe resaltar, aunque carezca de significacion estadistica, que el grupo 1
(continuacién de la dieta y tratamiento con melatonina) ha aumentado la estatosis
mucho menos que el grupo 2 (continuacion de la dieta sin tratamiento con
melatonina), lo cual podria hacernos suponer que la melatonina ha tenido cierto

efecto protector en la progresién de la enfermedad.
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8.8.2. GRADO DE ESTEATOSIS ANALIZADO POR PROGRAMA
DE TRATAMIENTO DE IMAGENES

La tendencia en la variacién media de esteatosis se mantiene en el andlisis digital de
imagenes igual que en el andlisis por patélogo, con alguna variacién en cuanto a
significacion estadistica.

Los grupos 3 y 4 (animales que discontinuaron la dieta esteatdsica) disminuyen el
grado de esteatosis media de manera significativa (p=0,043 y p=0,043) en ambos
grupos. De nuevo se puede concluir que el abandono de una dieta rica en grasas
disminuye el grado de infiltracion grasa del higado. Respecto a los grupos 1 y 2
(animales que contintan con la dieta esteatdsica) se observa que el grupo 2 (animales
que continlan con la dieta y no toman melatonina), el porcentaje de esteatosis
aumenta siendo este aumento significativo (p=0,08), a diferencia de lo que ocurre en
el grupo 1 (animales que contindan con la dieta y toman melatonina), en el que el

grado de esteatosis no aumenta, practicamente se mantiene en el mismo valor.

En la comparativa por grupos observamos los mismos resultados que bajo vision
directa por patologo: existen diferencias significativas (p=0,010 y p=0,003) en cuanto
a porcentaje de cambio de esteatosis al comparar los grupos 1-3 y 2-4. Esto hace
referencia al efecto positivo del abandono de la dieta esteatosica sobre la reversion de
la esteatosis hepética. Sin embargo, hemos obtenido significacion estadistica (p=0,02)
en cuanto a porcentaje de cambio al comparar los grupos 1-2 (animales que han
continuado con dieta esteatosica), lo cual indica un efecto positivo de la melatonina
en cuanto a la reversion de la esteatosis. Esto refuerza nuestra hipGtesis anterior, es
decir, de los animales que continGan con la dieta esteatdsica, aumentan menos la
esteatosis los animales que toman melatonina. Podemos demostrar entonces un cierto
efecto protector de la melatonina en la progresion de la enfermedad hepatica (Fig.117
y Fig.118).
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Fig.117. Animal del grupo 1 en la primera biopsia o tiempo pre, con un grado de esteatosis
del 90% (HE 2x). Analisis realizado por patélogo.

Fig.118. Mismo animal que en la imagen anterior, donde se aprecia la mejoria del grado de
esteatosis, que es del 70% en esta segunda biopsia (HE 2x). Andlisis realizado por pat6logo.

En modelos experimentales de esteatosis inducidos por toxicos'’® (tioacetamida,
tetracloruro de carbono, dimetilnitrosamina, lipopolisacarido, ocratoxina A, metales
pesados) o incluso por en lesiones por isquemia-reperfusion®®, ligadura del conducto
biliar, pinealectomia®®?, la melatonina ha demostrado capacidad de revertir el grado

de infiltracién grasa.
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En el modelo murino de Pan et al.?!?2 demostrd que una dosis moderada o alta de
melatonina (5 y 10 mg/kg/dia) mejord la esteatosis hepatica en el sentido de que la
mayor parte de las ratas tratadas con 5 mg/kg/ dia de melatonina presentaron un
grado de esteatosis de | y Il, y las ratas tratadas con 10 mg/kg/dia de melatonina
presentaron mayoritariamente un grado I. Hay que mencionar de nuevo, que la
diferencia del trabajo de Pan et al.?? respecto al nuestro es que, la melatonina se
administré6 concomitantemente a la dieta alta en grasas, no posteriormente, por lo

tanto la intencion de este estudio es prevenir y no tratar la esteatosis hepatica.

En el trabajo de Hatzis et al.?® (2013) se estudid el efecto de la melatonina a dos
niveles, como prevencion de la esteatosis hepatica (grupos de ratas a las que se
administro dieta alta en grasas concomitantemente con melatonina) y como
tratamiento de la esteatosis hepatica instaurada (grupos de ratas a las que se
administré dieta alta en grasas y en las ultimas semanas se administr6 también
melatonina). Esta es la Unica similitud con nuestro estudio que hemos encontrado en
la literatura respecto a la reversion de la esteatosis hepatica en un modelo
experimental. Los autores de este estudio concluyen que existe una accion protectora
de la melatonina cuando se administro de forma sincronizada con la dieta alta en
grasas, este efecto no se demostrd en las ratas que recibieron melatonina en una fase
tardia del experimento. Este estudio es el primer estudio en modelo experimental que
demostro la posible ineficacia de la melatonina para revertir la esteatosis hepéatica una

vez establecida.

Para aportar algo de luz en la hip6tesis de que la melatonina podria ser menos eficaz
en la esteatosis ya instaurada, es decir, con un alto grado de infiltracién grasa
hepatica, analizamos con los datos de nuestro estudio, si existe una relacion entre el
grado de esteatosis alcanzado y el porcentaje de cambio (coeficiente de correlacion).
Pues bien, en la medicidn del grado de esteatosis por patdlogo, obtuvimos asociacion
fuerte negativa entre el grado de esteatosis alcanzado y el porcentaje de cambio para
el grupo 1 y 2. En la medicion del grado de esteatosis mediante analisis digital de
imagenes, obtuvimos relacion fuerte negativa sélo para el grupo 2. Lo cual quiere
decir, que para estos grupos, a mayor esteatosis alcanzada, menor es el porcentaje de

cambio. Este dato es interesante para el grupo 1 (animales que continuaron la dieta
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esteatdsica y se trataron con melatonina), ya que podria encajar con nuestra hipétesis
de que a mayor esteatosis, la melatonina ejerce menor efecto en la mejoria del

porcentaje de hepatocitos afectados.

En el modelo de Tahan et al.?!® también se demostré el efecto protector de la
melatonina intraperitoneal a dosis de 50 mg/kg/dia durante 4 semanas en la
instauracion de la esteatosis hepatica a ratas alimentadas con dieta deficiente en
metionina y colina (MCDD). La melatonina se administr6 de manera concomitante a

la dieta rica en grasas.

Agil?t" demostr6 la reduccion de la disfuncion hepatica mitocondrial en ratas obesas.
La disfuncién mitocondrial juega un papel muy importante en la resistencia insulinica
y en el desarrollo de esteatosis hepética. Las ratas obesas y diabéticas tratadas con
melatonina tuvieron una infiltracién grasa del 15%, con diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo de ratas obesas y diabéticas no tratadas con
melatonina. En este estudio se demostrd también mejoria de la disfuncién hepatica
mitocondrial, que juega un papel muy importante en el desarrollo de esteatosis
hepética. Este estudio también tiene similitudes con el nuestro, ya que su objetivo es
revertir un higado graso ya instaurado (supuestamente) en ratas obesas, y consiguen
demostrarlo. Como limitaciones de este estudio encontramos que establecen la
mejoria del grado de esteatosis comparando el grupo de ratas obesas tratado con
melatonina con el grupo de ratas obesas no tratadas con melatonina, es decir, no
realizan biopsia para calcular la variabilidad intraindividual y saber del grado de

esteatosis del que se parte.

Respecto a los estudios realizados en humanos, ninguno de ellos excepto el trabajo de
Celinski et al.?® en 2014, realiza biopsia hepatica tras el tratamiento con melatonina.
En 23 pacientes con diagndstico histologico de NASH, se administré un preparado de
fosfolipidos y melatonina a dosis de 10 mg/kg/dia/via oral y realiz6 biopsia a 4 de
estos pacientes. Tras el tratamiento con melatonina se observaron datos histologicos
de esteatosis, pero no de inflamacién. Las limitaciones de este estudio es el escaso
numero de sujetos al que se realizd la segunda biopsia, los resultados pueden estar
sesgados por la escasa muestra. Ademas no se cuantifico el grado de esteatosis ni se

establecieron los criterios por los cuales se realizo a esos sujetos una segunda biopsia.
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8.8.3. GRADO DE ESTEATOSIS ANALIZADO POR PATOLOGO
VS GRADO DE ESTEATOSIS ANALIZADO POR PROGRAMA
DE TRATAMIENTO DE IMAGENES

La evaluacion del grado de esteatosis hepatica, el método tradicional que se utiliza en
la mayor parte de los laboratorios clinicos del mundo, se realiza mediante valoracién

de la muestra histoldgica tefiida con hematoxilina-eosina.

La técnica de medicion se suele basar en el contaje de hepatocitos con vacuolas de
grasa con la ayuda de una rejilla (fig. x), que se superpone a la muestra histolégica. El
numero de celdillas ocupadas por hepatocitos esteatésicos en comparacion con el

total de la rejilla permite un minimo de extrapolacion a toda la muestra.

El inconveniente de este método es que se trata de un método totalmente subjetivo,
que depende de la experiencia del médico patologo, la preparacion de la muestra, la

tincién e incluso a las circunstancias del caso.
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Fig.119. Rejilla sobrepuesta a la imagen microscopica para realizar el contaje de
hepatocitos con vacuolas de grasa.
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Con el fin de evitar dicha subjetividad, aumentar la precision y permitir una
homologacion de los resultados, se han desarrollado diferentes técnicas para el
andlisis digital de imagenes histologicas. Estas técnicas incluyen procesamientos
informéaticos de las imagenes obtenidas de cortes histologicos de una muestra

hepaética.

Existen trabajos que indican que hay discrepancias en la valoracion del grado de
infiltracion grasa entre observadores cuando los anélisis son llevados a cabo por
patdlogos poco familiarizados con la patologia hepatica. Hall et al.!® publicaron un
trabajo en el que analizaron una serie de muestras hepaticas valoradas por varios
patologos de diversos centros y también por medios digitales. Aungque no existian
muchas discrepancias a la hora de valorar el porcentaje de esteatosis, si existian
grandes discrepancias a la hora de valorar otras lesiones y sobre todo los indices de
concordancia con los resultados obtenidos mediante andlisis digital de la muestra

fueron bajos.

En nuestro estudio, un Unico patologo con amplia experiencia en patologia hepatica
analizo el total de las muestras. Ademas utilizamos un método de analisis digital de
imagen mediante un programa informético, para evitar la posible subjetividad de la

vision directa por patélogo.

El programa de evaluacion de las imagenes es un software especifico asistido por
Mathlab® lo que nos permitié modificar el modo de gestion de los cortes histolégicos
para que la muestra fuera méas representativa, analizando 4 fotografias obtenidas del
mismo corte entorno a una vena centrolobulillar. El resultado en forma de porcentaje
de la esteatosis obtenida fue muy homogeneo entre las cuatro muestras del mismo
lobulillo, lo que nos da una idea de la idoneidad del método. Ademéas nuestro
programa de andlisis de imagen permite obtener y analizar cuantas imagenes en torno

a las venas centrolobulillares queramos (aumentando asi la fiabilidad de la muestra).

Se ha publicado que el analisis convencional histoldgico de las biopsias hepaticas
sobrevalora el grado de esteatosis real, comparado con los datos obtenidos por el

analisis digital. Esta sobrevaloracion es mayor en higados con mayor grado de
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esteatosis y ocurre incluso cuando la valoracion se realiza no en porcentaje sino en

categorias (de uno a cuatro grados).

Las categorias o grados para expresar la infiltracion grasa que han sido recomendados
por la Asociacion Americana de Gastroenterologia para la NAFLD, son los
siguientes:

e Grado 0: <5%

e Grado 1: 5-25%

e Grado 2: 25-50%

e Grado 3: 50-75%

e Grado 4: > 75%

En nuestro estudio, se observd que la medicidon de la esteatosis mediante analisis
digital aporta en todos los casos unos valores medios inferiores a los obtenidos por
vision directa del patologo. De media el grado de esteatosis medida por vision directa
del patélogo puntua 40,68% mas en el momento pre y 36,87% mas en el momento
post. En el tiempo pre el porcentaje maximo de media fue de 95% analizado por
patodlogo y 60% analizado por programa; y el minimo fue de 40% analizado por
patélogo y 16% analizado por programa. En el tiempo post el porcentaje maximo de
media fue 100% analizado por pat6logo y 60% analizado por programa; y el minimo
fue de 30% analizado por patélogo y 5% analizado por el programa. En conclusion,

en nuestro estudio el andlisis por patologo sobreestima el grado de esteatosis.

Estudios publicados en la literatura corroboran esta sobreestimacion. El estudio de
Franzen et al.}%®® muestra una discrepancia enorme entre el andlisis convencional por
patologo y el andlisis digital. Se encontraron grados de esteatosis entre el 0 y el 80%

mediante analisis por pat6logo y entre el 0 y el 15% mediante andlisis digital.

Una explicacion de esta sobreestimacion, como explican diversos autores, es que el
area medida de vacuolas grasas hepatocitarias, se mide mejor por métodos
informaticos que puramente visuales, ya que el ordenador es capaz de eliminar las

areas de la muestra con similar aspecto visual (en el disefio de nuestro programa
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informatico tuvimos en cuenta este hecho) y la valoracion subjetiva siempre tiende a
evitar falsos negativos de esteatosis, aun a costa de un mayor nimero de falsos

positivos.

En nuestro estudio, se observa un que existe una correlacion débil positiva (r=0,318)
entre la esteatosis pre analizada por patélogo y entre la esteatosis pre analizada
digitalmente, aunque esta relacion no es estadisticamente significativa (p=0,082). Sin
embargo, la relacién es estadisticamente significativa (p<0,001) entre ambos métodos

para los valores post, con una relacion fuerte positiva (0,795).

En conclusion, en nuestro estudio obtuvimos una alta correlacion entre los valores
obtenidos mediante analisis convencional por vision directa del patélogo y el analisis
digital, tanto en el tiempo pre como en el tiempo post, pero con una sobreestimacion

del grado de esteatosis mediante el analisis por patélogo.

Nuestro metodo de andlisis digital, disefiado por nuestro grupo de investigacion,
presenta una serie de ventajas con respecto a otros programas similares de analisis
informatico de imagen:

e En primer lugar analiza al menos cuatro muestras de la biopsia hepatica y
realiza una media de los datos de las mismas. Esto permite evitar las posibles
variaciones en cuanto al grado de infiltracién encontrado en la misma viscera,
ya que la esteatosis puede acumularse en areas especificas del higado con
otras areas de aspecto histoldgico normal. Ademas permite analizar cuantas
imagenes deseemos.

e Se selecciona siempre la zona centrada en una vena hepatica centrolobulillar y
se recogen datos de los cuatro cuadrantes alrededor de la misma, que es donde
aparece de forma mas temprana la esteatosis, a diferencia de trabajos sobre
analisis de imagen que se realizan sobre muestras tru-cut hepatico sin
posibilidad de seleccidn de una region histolégica del higado.

e Nuestro método es perfectamente reproductible ya que el observador so6lo

selecciona las imagenes a tratar, siendo la cuantificacion totalmente objetiva.
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Los inconvenientes que presenta nuestro programa de lectura digital, es comun a la
mayoria de programas informaticos destinados a este fin, son los siguientes:

e Esta disefiado exclusivamente para valorar el grado de esteatosis y no es capaz
de detectar otras alteraciones histoldgicas como la fibrosis, la balonizacion de
los hepatocitos, las areas de regeneracion, etc.

¢ No cuantifica la esteatosis microvesicular, mucho mas dificil de detectar y con

mayor repercusion funcional que la propia esteatosis macrovesicular.

La determinacion semicuantitativa de la esteatosis, ya sea por métodos
convencionales o por métodos digitales, tiene dos limitaciones:

e La primera hace referencia a la tincion tradicionalmente empleada, la
hematoxilina-eosina. EI método rutinario de tefilir y de procesar la muestra
puede ocasionar que durante el proceso de tincidn se pierdan gotas de lipidos
y ademas, existan espacios en los hepatocitos (previamente ocupados por
glucdgeno), que durante el procesamiento son perdidos. Asi pues, no todos los
espacios observados con la tincion de H-E son inequivocamente espacios
ocupados por gotas de grasa.

e Otra limitacion es la valoracion de la esteatosis en muestras planas de dos

dimensiones, y no de forma tridimensional.

La valoracion real de la cantidad de grasa deberia ser una cuantificacién bioquimica,
lo cual incluiria una homogeneizacion de la muestra, extraccion de las fracciones de
lipidos y cuantificacion real de los mismos, aunque esto conllevaria a la destruccion
de la muestra, que no podria valorarse posteriormente de otra forma. La
determinacion directa de los triglicéridos y colesterol mediante el homogeneizado de

la biopsia hepatica deberia ser el patron estandar para medir la esteatosis.

Li et al.?® compararon la medicion tradicional con la medicion mediante un programa
de tratamiento de imagenes y una cuantificacion directa bioquimica. Se trata de uno
de los pocos trabajos que comparan los tres métodos. Obtienen una correlacion
significativa entre los tres modelos. Indican la superioridad del método de

cuantificacion bioquimica aunque también sefialan los inconvenientes de cada uno:
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e Mayor subjetividad y baja reproductibilidad para el método de analisis
tradicinal.

e Necesidad de un software especial y analisis de muestras en dos dimensiones
para el método de analisis digital.

e Sacrificio de toda la muestra histologica en el método de cuantificacion

bioquimica.

8.9. MEDICION DE ESTRES OXIDATIVO: MDA Y
CARBONILOS

El efecto beneficioso de la melatonina sobre el metabolismo lipidico y la NAFLD es
la disminucion de la peroxidacion lipidica y la limitacion o prevencion del estrés
oxidativo, principales mecanismos fisiopatogénicos de dicha patologia. Las acciones
antioxidantes de la melatonina incluyen:

e Estimulacion de enzimas antioxidantes.

¢ Regulacion de la transcripcion de genes para las enzimas antioxidantes.

e Eliminacion directa de radicales libres.

e Reduccion de la generacidon de radicales libres.

e Accion sobre la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial.

Durante el estrés oxidativo, los lipidos son las moléculas mas susceptibles de ser
atacados por radicales libres. El ataque oxidativo a los lipidos o peroxidacion lipidica
comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la cadena alifatica de un
acido graso, se desprende un atomo de hidrégeno y se forma un radical alquilico. Un
solo ataque por un radical libre da lugar a la formacion de un gran numero de
productos de peroxidacion, sobre todo aldehidos como malondialdehido (MDA) y 4-

hidroxinonenal.

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles de ser
atacados por los radicales libres, sobretodo por el radical hidroxilo. En los procesos

de dafio oxidativo a proteinas, algunos aminoécidos como lisina, prolina y arginina,
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se oxidan dando lugar a grupos carbonilos, de modo que el contenido en carbonilos

de las proteinas se puede emplear como un indicador de dafio oxidativo a las mismas.

Existe evidencia de que la melatonina ejerce una funcion protectora en diferentes

sistemas experimentales tanto in vitro como in vivo?3’:23%,

El dafio oxidativo a los lipidos de membrana constituye, muy probablemente un
factor importante en la disminucion de la fluidez de las membranas. La melatonina
también ha demostrado reducir el efecto inducido por radicales libres en la alteracion

de la fluidez de la membrana microsomal®’®.

En la mayoria de trabajos experimentales en modelo animal y estudios clinicos en
humanos que han estudiado el efecto de la melatonina en la prevencion de la
esteatosis hepatica han realizado la determinacion de algin parametro de estrés
oxidativo para reflejar el mecanismo de dafio celular que acontece en NAFLD. El
parametro mas utilizado es MDA. Tambiéen se han determinado los niveles de
especies reactivas de acido tiobarbitdrico, los niveles de enzimas antioxidantes y la
fluidez de la membrana citoplasmética. En nuestro estudio consideramos la
determinacion de los niveles de MDA y carbonilos, por ser los productos

mayoritarios de degradacion de lipidos y proteinas.

Encontramos que los niveles medios basales de MDA en el grupo control fueron muy
inferiores a los niveles medios de MDA en los animales que concluyeron la dieta
esteatésica (0,77 vs 1,69 respectivamente) por lo tanto asumimos que la dieta
esteatdsica genero el efecto esperado en los animales, generando un dafio oxidativo

celular.

Los resultados que obtuvimos en cuanto a MDA es que su valor medio experimentd
un descenso en el tiempo post con respecto al pre, en todos los grupos, siendo este
descenso Unicamente significativo en el grupo 1 (p=0,004), es decir, en el grupo de
animales que mantuvieron la dieta esteatosica y fueron tratados con melatonina. Esto
significa que los animales que tomaron melatonina, a pesar de continuar con la dieta

esteatdsica redujeron significativamente su nivel medio de MDA. Sin embargo la
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comparativa entre los grupos 1-2, que individualiza el efecto de la melatonina
(animales que continuaron la dieta esteatdsica), no revela diferencias significativas.
Tampoco existen diferencias en la comparativa entre el resto de grupos, por lo que no
podemos concluir que la dieta genere un efecto en la variacion media de MDA, al
contrario de lo que cabria esperar al cesar el estimulo que genera la peroxidacion

lipidica como es el aporte exdgeno de grasas.

Los carbonilos en el grupo 1 (animales que continuaron con la dieta esteatdsica y
fueron tratados con melatonina) disminuyeron su valor medio, aunque esta
disminucion no fue significativa, sin embargo este grupo fue el dnico que
experimento un descenso, ya que en el resto de grupos el valor medio de carbonilos
aumento, incluso siendo este aumento significativo en el grupo 4 (p=0,028). Esta
diferencia entre el grupo 1 y el grupo 2 (grupo de animales que mantiene dieta
esteatdsica pero no se trata con melatonina) genera una significacion estadistica entre
los grupos (p=0,014). Esta comparativa individualiza el efecto de la melatonina, por
lo tanto podemos concluir que la melatonina ejerce un efecto en la variacion del valor

medio de carbonilos en los animales que han mantenido dieta esteatosica.

Nuestros resultados coinciden con los modelos experimentales recientes realizados en
roedor, a los que se administré dieta alta en grasas y tratamiento con melatonina con

el objetivo de prevenir la instauracion de la esteatosis hepatica.

Pan et al.?*? demostraron que la melatonina a dosis de 10 mg/kg/dia durante 12 dias
via intraperitoneal redujo los niveles de MDA en el higado y aumento los niveles de

enzimas antioxidantes a dosis de 2.5, 5y 10 mg/kg/dia.

En el estudio similar realizado por Hatzis et al.?!® también se pudo demostrar que la
melatonina atenuaba el estrés oxidativo, disminuyendo los niveles de MDA y
aumentando los niveles de glutation significativamente en el grupo de ratas tratadas

con melatonina respecto a las ratas no tratadas.
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Hoyos et al.?** demostraron una disminucién de MDA+4-HDA en higado en las ratas
sometidas a dieta rica en colesterol y tratadas con melatonina via oral a dosis de 10

mg/L en el agua de bebida.

En el estudio de Tahan et al.?!® también observaron una disminucion de los niveles de
MDA en el grupo de ratas alimentadas con dieta deficiente en metionina y colina y
tratadas con melatonina a dosis de 50 mg/kg/dia via intraperitoneal durante 1 mes,
con respecto al grupo de ratas alimentadas solo con dieta deficiente en metionina y

colina.

Subramanian et al.?*® determinaron las especies reactivas al acido tiobarbiturico y las
enzimas antioxidantes como parametros de medicion de estrés oxidativo en ratas
alimentadas mediante dieta regular y a las que se administr6 melatonina a dosis de
0,5 y mg/kg/dia via intraperitoneal. Observaron un descenso de especies reactivas al
acido tiobarbiturico y un aumento de enzimas de estrés oxidativo en el grupo de ratas
alimentados mediante dieta regular y tratados con melatonina a ambas dosis en

comparacion con el grupo control.

El grupo de Atilgan et al.?*® en 2013 publicé un trabajo en el que evaluaban la
modificacion de los parametros de estrés oxidativo en ratas alimentadas con dieta alta
en grasas, sometidas a discontinuacion de la dieta 0 a melatonina. Evaluaron los
efectos antioxidantes producidos por la melatonina y la pérdida de peso en ratas con
obesidad inducida, analizando dichos parametros en suero y en testiculos. La pérdida
de peso y el tratamiento con melatonina mejoraron significativamente los niveles de

MDA, carbonilos y SOD en el tejido testicular y el suero.

En los ensayos clinicos realizados en humanos, no se realizaron determinaciones de

parametros de estrés oxidativo, por lo tanto no podemos realizar comparaciones.

En conclusion obtenemos resultados esperanzadores en cuanto a la mejoria de los
marcadores de estrés oxidativo que tienen lugar a nivel celular, cuando iniciamos
tratamiento con melatonina en animales con una esteatosis instaurada e inducida por

dieta.
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8.10. CONCLUSIONES GENERALES

Como conclusiones generales de nuestro trabajo, podemos decir que no hemos

podido demostrar a nivel global un efecto beneficioso de la melatonina en la mejoria

0 reversion de la esteatosis hepatica una vez instaurada, inducida por dieta en un

modelo animal porcino. No hemos conseguido demostrar el efecto hipolipemiante y
citoprotector a nivel hepético de la melatonina, a diferencia de los resultados
obtenidos en la literatura en estudios experimentales y en estudios clinicos en
humanos. Sin embargo, aunque no hemos obtenido resultados contundentes sobre un
efecto beneficioso de la melatonina, hemos encontrado diversis indicios de mejoria a
nivel histolégico y a nivel de los pardmetros de estrés oxidativo. Hemos comprobado
en nuestro estudio que, en el andlisis histoldgico de la muestra hepatica mediante
programa de tratamiento de iméagenes (libre de subjetividad), de los animales que
contintan con la dieta, los que no consumen melatonina no aumentan de media la
esteatosis tanto como los que no la consumen, de manera significativa (p=0,002). En
cuanto a los pardmetros de estrés oxidativo, el MDA disminuye de manera
significativa en el grupo de animales que continGian con la dieta y toman melatonina,
aunque no existen diferencias significativas en cuanto a porcentaje de cambio al
comparar por grupos. En cuanto a Carbonilos, observamos que de los animales que
continian con la dieta esteat6sica, el nivel de carbonilos desciende de manera
significativa en los animales tratados con melatonina con respecto a los no tratados
(p=0,014).

Si bien es cierto que estos indicios de mejoria de la melatonina a nivel histoldgico y a
nivel de estrés oxidativo, son resultados positivos, ya que nuestro estudio es el primer
estudio trabajo realizado en un modelo de grandes animales en el que se estudia el
efecto de la melatonina como tratamiento en la reversion de la esteatosis hepatica
instaurada. Hasta ahora todos los modelos experimentales se realizaban con roedores
y la gran mayoria probando la melatonina como prevencion de la esteatosis hepatica.
So6lo en el estudio de Hatzis encontramos similitudes con nuestro estudio, ya que en
un grupo de roedores se administro dieta esteatdsica durante 8 o 12 semanas y en las

ultimas 4 semanas se administrd6 melatonina via intraperitoneal. Los autores de este
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estudio concluyen que en este grupo de roedores no existe ningun efecto protector de
la melatonina en una fase tardia, por lo tanto, es la primera vez que en la literatura se
hace referencia a que la melatonina no podria ser eficaz ante la enfermedad hepética

ya instaurada.

Los estudios realizados en humanos tienen el handicap de que no realizan biopsias
para corroborar la mejoria de la esteatosis hepatica tras la administracion de
melatonina, probablemente por el porcentaje de complicaciones no desdefiable que

conlleva este método diagnostico.

Con este trabajo podemos demostrar cierto efecto protector de la melatonina en
cuanto a menor progresion de la esteatosis en la muestra histoldgica, sin embargo no
podemos demostrar la mejoria, como en otros estudios. Podemos sacar varias

reflexiones al respecto.

La primera, a la cual ya se ha hecho referencia, es que en nuestro trabajo partimos de
niveles de esteatosis muy elevados. Los estudios experimentales en roedores
administran la melatonina de manera concomitante con la dieta rica engrasas, por lo
que pretenden encontrar un efecto protector de la melatonina en la instauracion de la
esteatosis hepatica, no la reversion de la esteatosis hepatica, que es el objetivo de
nuestro estudio. Por otra parte, en los estudios realizados en humanos el grado de
esteatosis del que se parte no llega a los niveles tan elevados de esteatosis de los que
partimos nosotros. Por lo tanto es posible que la melatonina tenga un efecto
preventivo de la lesién hepética o incluso sirva como tratamiento de la esteatosis
hepética cuando el grado de afectacion grasa de los hepatocitos es menor, siendo
dificil su reversion cuando la afectacion hepatocitaria es mayoritaria y no cesa el

estimulo que la produjo.

Otro aspecto a tener en cuenta es el tiempo de administracion de melatonina. Hemos
visto que en nuestro estudio se obtienen resultados positivos a nivel molecular, en el
mecanismo intimo de produccion de NAFLD, es decir, observamos que la melatonina
atenua el estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica en los grupos de animales que
contindan con la dieta, sin embargo los cambios a nivel histoldgico han sido solo de
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prevenir la progresion. Esto puede ser debido a que el periodo de administracion de
melatonina (4 semanas) o la dosis administrada (10 mg/kg/dia) es insuficiente para
observar cambios en la acumulacion de lipidos hepatocitarios a nivel histologico. Se
necesitarian estudios con un tiempo de administracion mas prolongado de melatonina

0 con una dosis mayor para demostrar este efecto.

8.11. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

A la hora del analisis de los datos nos encontramos principalmente con dos problemas
estadisticos habituales. En primer lugar tamafio muestral y potencia de la prueba.
Emplear muestras pequefias, como es comun en los estudios de experimentacion con
animales de gran tamafio, conlleva una pérdida de potencia en los contrastes de
hipdtesis, tal y como explica la publicacion de Button et al. en Nature Reviews
Neuroscience de 2013. Al aumentar el tamafio de la muestra dejando fijos los demaés
elementos, aumentaria también la potencia de la prueba. Esto es, con una muestra
grande es mas probable detectar diferencias significativas entre los grupos cuando
realmente éstas existen. En nuestro proyecto, todos los grupos alcanzan el tamafio
muestral optimo estimado en los calculos previos, pero un tamafio superior mejoraria la

potencia del estudio.

En segundo lugar debemos hablar de las comparaciones multiples. Cuando el nimero
posible de comparaciones es elevado, la aplicacion reiterada de este procedimiento para
un nivel de significacion dado, puede conducir a un alto nimero de rechazos de la
hipotesis nula aunque no existan diferencias reales. En nuestro estudio, se da esta
situacion cuando se comparan los resultados entre los cuatro grupos de animales.
Aplicando la correccion de Bonferroni podriamos paliar el problema, en nuestro caso
supondria aceptar como estadisticamente significativa una diferencia con un p valor
menor que 0,0125 en lugar de 0,05 ya que evaluamos cuatro comparaciones. Sin
embargo, no lo aplicamos ya que se trata de un método muy restrictivo y asumimos que
las comparaciones entre los grupos son resultados secundarios, las conclusiones reales
sobre el efecto de la dieta y el tratamiento se basan principalmente en los modelos de

regresion lineal maltiple realizados.
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Otra de las limitaciones fue que no realizamos una determinacion de los niveles de
melatonina en sangre, lo cual no nos permitié comprobar el efecto real del farmaco,
aunque el efecto encontrado en las variaciones del MDAy carbonilos hace pensar que

el farmaco fue ingerido por el animal y fue metabolizado de forma correcta.

Tampoco realizamos un grupo de estudio para valorar el efecto del fArmaco como
prevencion de la NAFLD, es decir administrar la melatonina a la vez que la dieta
esteatdsica, como realizan una gran mayoria de autores, aungue este no fue nuestro

proposito.

8.12. FORTALEZAS DEL ESTUDIO

Creemos que una de las mayores fortalezas de nuestro estudio fue el modelo
experimental empleado, original de nuestro grupo y experimentado en otros trabajos.
Nuestro grupo ha realizado experiencias utilizando este modelo en méas de 70
animales, con resultados uniformes en cuanto a la produccion de NAFLD. Ademas en
nuestro modelo hemos demostrado que acontecen todos los fenémenos que
contribuyen a la NASH. Cambios estructurales hepaticos desde la simple
acumulacién de lipidos en los hepatocitos a la produccion de fibrosis, asi como

cambios generales bioquimicos y serologicos.

Otra de las fortalezas de nuestro estudio es el que intentamos individualizar el efecto
de la Melatonina del efecto de la ingesta de la dieta esteatdsica. Muchos de los
trabajos no incluyen grupos con discontinuacion de la dieta o buscan puramente el
efecto protector del farmaco administrandolo conjuntamente con la dieta. En nuestro
trabajo preferimos utilizar 4 grupos distintos de animales, lo cual nos obligé a
emplear una cantidad de animales de experimentacion considerable pero permitio
simular los diferentes escenarios en los que se puede administrar la melatonina como

farmaco para tratar la NAFLD.
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También el estudio de la esteatosis por medio del analisis de imagen por ordenador
supone una menor variabilidad comparada con la valoracion que realiza el patélogo,
aunque los resultados que obtuvimos con el analisis de imagen fueron similares a los

obtenidos por vision directa del patélogo.
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9. CONCLUSIONES

1. Nuestro modelo experimental de esteatosis en grandes animales basado en
modificaciones de la dieta, es capaz de provocar cambios histologicos hepaticos
similares a la NAFLD con grados de infiltracidon grasa por encima del 40% tras 3

meses de dieta.

2. La medicion del grado de infiltracion grasa del higado estimada subjetivamente
por el patdlogo magnifica el porcentaje de esteatosis comparado con el método de
medicion realizado con ayuda de un programa informatico de tratamiento de

imagenes.

3. La melatonina administrada via oral en una sola toma a dosis de 10 mg/kg/dia
durante 4 semanas es incapaz de revertir la esteatosis hepatica en un modelo de

higado graso porcino con elevados grados de infiltracion.

4. La melatonina administrada via oral en una sola toma a dosis de 10 mg/kg/dia
durante 4 semanas es incapaz de modificar los niveles de lipidos plasmaticos ni
los parametros seroldgicos de dafio hepatico provocados por la dieta inductora de

esteatosis.

5. La melatonina administrada via oral en una sola toma a dosis de 10 mg/kg/dia
durante 4 semanas produce un efecto de disminucion de la peroxidacion lipidica
medido mediante la disminucién de los malondialdehido (mayor que los casos en
los que no se tome el farmaco, aunque estos resultados no son estadisticamente

significativos) y medido mediante la disminucion de los Carbonilos.
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vez revisada la documentacién disponible en relacién al procedimiento de éxperimentaciéon descrito,
considera:

QUE EL PROCEDIMIENTO CUMPLE LOS PRINCIPIOS ETICOS Y DE PROTECCION DE LOS ANIMALES
UTILIZADOS PARA EXPERIMENTACION QUE SE HA IMPUESTO LA UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA, Y SE
ADAPTA A LA NORMATIVA VIGENTE (R.D. 1201/2005). Por todo ello, se emite informe FAVORABLE.

Esta evaluacién serd valida Unicamente para ESTE PROCEDIMIENTO y durante un periodo de tiempo
de tres afios, salvo modificaciéon sustancial del procedimiento presentado. La realizacién del
‘procedimiento queda supeditada igualmente a la disponibilidad de las instalaciones necesarias en el
momento en que se plantee la realizacién del mismo.

En Zaragoza, a 22 de febrero de 2012

EL SECRETARIO DE LA COMISION : LA PRESIDENTA DE LA COMISION
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