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Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is currently considered in Chile and worldwide, as
the main cause of cirrhosis and liver transplantation. It is therefore one of the main public
health objectives for reducing its prevalence. In last years, it was suggested that the intestinal
microbiota (IM) might contribute to the pathophysiology of NAFLD, as well as in the progression
toward nonalcoholic steatohepatitis (NASH) and cirrhosis. It is known that changes in the
composition of IM are associated with alterations in intestinal permeability and the production
of inflammatory metabolites. These alterations are part of the pathophysiological mechanisms
leading to the development of NASH. However studies on Ml in patients with NAFLD and
NASH in Chile are scarce. Through a research grant, recently awarded at the Hospital Clinico
Universidad de Chile, we aim to confirm and characterize the intestinal dysbiosis associated
with NAFLD in Chilean patients and to establish the relationship between the changes in
microbial composition with the progression of liver damage. The description of these alterations
represents an opportunity to explore new therapeutic approaches for future interventions. In
effect, through the restoration of an intestinal microbial environment towards homeostasis in
these patients, we expect to reverse or improve the progression of damage provoked by this
disease.
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INTRODUCCION

La cirrosis es una condicién patoldgica caracte-
rizada por la presencia de fibrosis y cambios en
la arquitectura hepdtica normal con formacién de
nédulos de regeneracién anémalos en el tejido he-
patico. Constituye una de las causas de mortalidad
gastrointestinal frecuente en nuestro pais, regis-
trandose en el aho 2011 una cifra de 23,6 casos de
muertes asociadas a esta causa por cada 100.000
habitantes segtin el Departamento de Estadistica e
Informacién de Salud en Chile™. En paises desa-
rrollados la cirrosis ha sido reportada como la 14°
causa de muerte”, demostrando a esta enfermedad
como un problema de salud publica relevante no
solo para nuestro pais, sino también en el mundo.

Se ha descrito que diversas causas llevan al desa-
rrollo de cirrosis. Entre ellas se incluye la enfer-
medad por higado graso no alcohdlica (EHGNA),
cuya incidencia ha ido en aumento en los dltimos
afos y es frecuentemente asociada a obesidad y a
sindrome metabdlico (SM)®%,

La EHGNA abarca un espectro de manifestacién
clinica que va desde la esteatosis hepdtica simple o
higado graso no alcohélico (HGNA), definida por
la presencia de esteatosis en mds de un 5% de los
hepatocitos, hasta la esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA), definida por la presencia de esteatosis
asociada a inflamacién portal y balonamiento en
ausencia de otra causa secundaria, tal como el con-
sumo excesivo de alcohol o drogas®®. La progresién
de la EHGNA a cirrosis se asocia a cambios tisulares
que se caracterizan por una distorsién en la estruc-
tura sinusoidal hepdtica que lleva a complicaciones
secundarias asociadas a una hipertensién portal,
entre ellas encefalopatia hepdtica, ascitis y sangrado
variceal?. En estadios mds avanzados, la EHGNA
puede predisponer al desarrollo de hepatocarcino-
ma con una tasa que va desde 2,4% en 7 afios hasta

un 12,8% en sélo 3 afios de seguimiento®®7).

www.redclinica.cl

La prevalencia de la EHGNA varia de acuerdo a la
poblacién estudiada y su deteccién depende de la
sensibilidad del método diagndstico, reportindose
un rango entre el 17-46%°). Pese a que la biopsia he-
pética es el estindar de referencia para diagnéstico
de EHNA vy para diferenciar EHGNA de EHNA,
el método habitual costo-efectivo de diagnéstico de
EHGNA es la ecografia®. Bajo esta técnica diag-
ndstica se reportd en una poblacién acotada de San-
tiago de Chile una frecuencia de EHGNA de un
23,4%, similar a lo reportado a nivel mundial®.

Reducir la incidencia de EHGNA, asi como su
avance, constituye un objetivo prioritario para
nuestro pais en términos de salud puablica. A esto
se suma considerar que es una de las causas mds
frecuentes de dano hepdtico crénico e indicacion

210~ A conse-

de trasplante hepdtico ortot6pico!
cuencia de esto, comprender la fisiopatologia de la
enfermedad resulta esencial para el desarrollo de
estrategias de control que logren prevenir y/o de-
tener la progresién de la EHGNA a cirrosis, asi

como evitar sus complicaciones.

FISIOPATOLOGiA DE LA ENFERMEDAD
POR HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

La comprensién de los mecanismos que subya-
cen en la patogenia de la EHGNA ha presentado
grandes avances en los tltimos anos. Los primeros
estudios en modelos animales permitieron postu-
lar la hipétesis de los “dos golpes”, en la cual el
“primer golpe” era referido a aquel proporcionado
por la presencia de esteatosis hepdtica como resul-
tado de hdbitos de consumo de una dieta alta en
grasa, el sedentarismo, la obesidad y la resistencia
a la insulina. Este primer impacto puede predis-
poner a un “segundo golpe”, en el que se involu-
cran un conjunto de mecanismos fisiopatolégicos
responsables de desencadenar la activacién de vias
proinflamatorias y profibrogénicas conducentes al
dano crénico hepético de un individuo, como los
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observados en la EHGNA®Y. Sin embargo, actual-
mente esta teorfa ha resultado ser insuficiente para
dimensionar la complejidad de los mecanismos in-
volucrados en la patogenia de esta enfermedad, lo
que ha llevado a postular en estudios posteriores
que la EHGNA seria el resultado de la presencia
de multiples factores, entre ellos ambientales, los
que interactuarian entre si hacia el desarrollo de
la enfermedad en sujetos genéticamente suscepti-
bles, acufidndose la hipétesis de “los golpes multi-
ples™?. Se suman a estos factores los hdbitos nu-
tricionales, principalmente relacionados a la dieta
alta en grasas, la obesidad, el sindrome metabé-
lico, el sedentarismo y los cambios en la compo-
sicién de la microbiota intestinal (MI)"?. Desde
nuestra perspectiva se concibe a la esteatosis he-
patica como una consecuencia de la activacién de
vias metabélicas y proinflamatorias que participan
en las alteraciones del eje higado-intestino-micro-
biota, las que han sido asociadas a estrés oxidati-
vo, estrés del reticulo endoplasmdtico y disfuncién

(1415 En particular, se ha descrito que

mitocondrial
la disbiosis intestinal contribuye al desarrollo de
la EHGNA, asi como la progresion a formas mds

severas del espectro de esta patologia®.

Disbiosis intestinal y EHGNA

La microbiota intestinal (MI) estd compuesta por
la totalidad de microorganismos que colonizan el
intestino, incluyendo bacterias, hongos, arqueas,
virus y protozoos, la mayoria de estos con caracte-
risticas no patogénicas, cohabitando en la barrera
epitelial de manera simbidtica’”. Se ha descrito
que la MI tiene un rol regulador de procesos que
participan en la inmunidad innata, asi como en
mecanismos de inmunotolerancia. Ademds, su
composicién afecta la metabolizacién de nutrien-
tes y drogas, el grado de proteccién o competencia
con la colonizacién de patdgenos, la regulacion de
funciones endocrinas y la sefalizacién neuronal,

entre otras funciones®1?,
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La caracterizacién de la MI y el andlisis de su
implicancia en procesos fisiolégicos y fisiopato-
l6gicos ha sido posible con el uso de técnicas de
laboratorio, tales como estudios moleculares ba-
sados en la metagendmica, los que permitieron la
deteccién y clasificacién de la M1 asi como su ge-

noma'”18

). En el adulto sano, se ha descrito el pre-
dominio de dos phylum principales: Bacteroidetes
y Firmicutes, los que varfan en su composicién en
el tiempo y a lo largo de las distintas porciones
del intestino, segtn la poblacién estudiada. En
la poblacién chilena sana se ha descrito el pre-
dominio de ambos phylum”. Ademds, la com-
posicién de la MI varia segtn la edad, la dieta,
el uso de férmacos, asi como por variaciones de
determinantes genéticos del hospedero y el esta-
do inmune del individuo®. Un desbalance en la
composicién de la MI o disbiosis es asociado a un
amplio espectro de enfermedades, entre ellas: la
enfermedad inflamatoria intestinal, el sindrome

de intestino irritable, las alergias, diabetes melli-
tus 2, EHGNA y obesidad"”.

La asociacién entre la presencia de disbiosis intesti-
nal y el desarrollo de EHGNA fue planteado en un
comienzo a partir de estudios de cohortes de pacien-
tes sometidos a bypass intestinal, en lo cuales poste-
rior a la cirugfa, se observé la presencia de sobrecre-
cimiento bacteriano del intestino delgado (SIBO) y
esteatosis hepdtica, condiciones revertidas luego de

2223 Esta aso-

la administracién de metronidazol'
ciacién ha sido reforzada ademds en un modelo de
ratones C57BL/6] axénicos alimentados con dieta
alta en grasa en el que el trasplante de microbiota
fecal (TMF), proveniente de un ratén singénico res-
pondedor a la dieta hipergrasa (hiperglicemicos y
con alza de citoquinas inflamatorias sistémicas), ele-
varon sus niveles de glicemia e inflamacién a nivel
hepdtico y desarrollaron esteatosis hepdtica a dife-
rencia del TMF, proveniente de ratones no respon-
dedores. Estos hallazgos fueron asociados a diferen-

cias en la composicion de la microbiota entre dos
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tipos de TME, en el que se demostré que el grupo
respondedor presentaba un predominio de phylum
Firmicutes, en comparacién con los no responde-
dores, caracterizados por una mayor concentracién
de Bacteroidetes®”. Resultados similares han sido
observados en humanos, en los que se ha reportado
que pacientes con EHGNA diagnosticada a través
de biopsia hepdtica, presentan una mayor concen-
tracién del phylum Firmicutes en comparacién con
sujetos sanos cuya composicién es mds abundante
en Bacteroidetes. Ademds cambios en la composi-
cién de la M1, en las que se destaca una reduccién
en los niveles de Firmicutes, ha sido observada en
pacientes EHGNA luego de 6 meses de un trata-
miento probiético, efecto correlacionado con un
menor contenido hepdtico de triglicéridos®. Estas
evidencias sugieren que cambios en la composicién
de MI se asocian a la aparicién y progresién de la
enfermedad hepdtica por higado graso.

El higado y el intestino estdn interconectados, tan-
to anatémica como funcionalmente, mediante el
sistema porta, responsable del 75% de la irrigacién
hepdtica®®. Mediante esta via, el higado se expone
de forma constante a la entrada de microorganis-
mos y sus componentes estructurales, entre ellos los
lipopolisacéridos (LPS), y a nutrientes y metabolitos
generados a nivel luminal en el colon. De esta ma-
nera, una disbiosis intestinal afecta la homeostasis
hepdtica mediante diversos mecanismos patogéni-

27)

cos relacionados a la progresién de la EHGNA'

Disbiosis y disfuncion de la barrera
intestinal - respuesta inmune en EHGNA

En condiciones fisiolégicas, la barrera intestinal
estd compuesta por distintos tipos celulares orga-
nizados a lo largo del intestino en vellosidades y
criptas. El epitelio, que forma parte de esta barrera,
se estructura de manera polarizada y organizada
mediante diversos complejos de unién intercelula-
res, siendo las uniones estrechas (UE), localizadas
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en el dominio apical de esta barrera, cruciales para
su integridad. Estas regulan selectivamente el paso
de iones y moléculas desde el lumen a la ldmina
propia y se caracterizan por su estructura dindmi-
ca, capaz de responder a diferentes estimulos, entre
ellos modificaciones en la dieta y a cambios en la
MI@2) Ademds MI contribuye en la inmunomo-
dulacién del sistema inmune innato y adquirido a
nivel intestinal"®.

Mediante un estudio observacional se detecté que
pacientes con EHGNA presentan una permeabili-
dad intestinal aumentada, demostrada por la mayor
excrecién urinaria de un marcador administrado
por via oral (EDTA, dcido etilendiaminotetraacéti-
co), equivalente a un 4,88% de la dosis oral admi-
nistrada, en comparacién con sujetos sanos, donde
la excrecién fue de un 2,04% (considerando que en
condiciones normales solo se absorbe entre 1 a 3%
en el intestino). El aumento de la permeabilidad
intestinal en EHGNA ademds fue correlacionado
con la severidad de la esteatosis hepdtica y la pre-
sencia de SIBO en estos pacientes®?, lo que sugiere
que una mayor predisposicién a la translocacion
paracelular de LPS, pudieran llevar a endotoxemia
(via portal), inflamacién hepdtica y posterior estea-
tohepatitis y fibrinogénesis durante la progresién de
esta patologia®). Esta hipétesis ha sido comproba-
da en un modelo animal de inflamacién coldnica,
inducida por sulfato de dextran (DSS), en el que
la administracién de una dieta alta en grasa indujo
un aumento de la concentracién de LPS plasmdti-
co, asociado a una mayor expresién hepdtica de los
receptores tipo Toll 4 y 9 (TLR-4 y TLR-9). A su
vez, en este modelo se evidenci6 la presencia de una
mayor esteatohepatitis y fibrosis hepdtica, asociada
a la expresién de genes de factores profibréticos, a
diferencia de lo observado en ratones desafiados
con DSS en presencia de una dieta normal®?.

Ademds se ha observado que pacientes con EHG-
NA presentan una alteracién en la composicién de la
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MI, con disminucién de phylum Bacteroidetes, pre-
sentando una mayor permeabilidad epitelial intesti-
nal, en concordancia a una reduccién en las uniones
estrechas presentes en el epitelio, lo cual se relaciona
a una disminucién en el nimero de los linfocitos
CD4+ y CDS8 + en la ldmina propia de la muco-
sa duodenal, asociado a un aumento en los niveles
de citoquinas inflamatorias como interleucina (IL)-
6, factor de necrosis tumoral (TNF)-a e interferén
(IFN)-y, a diferencia de lo observado en sujetos sa-
nos. Hallazgos similares a los evidenciados en sujetos
con EGNA se ha observado en modelos animales de
ratones obesos, lo cual confirma una alteracién en el
funcionamiento del sistema inmune®?.

Disbiosis intestinal y
las alteracion metabolicas

La microbiota intestinal tiene un rol importante en
las funciones metabdlicas del organismo hospedero.
La MI es capaz de metabolizar diversos macronu-
trientes y moléculas, generando metabolitos tales
como 4cidos grasos de cadena corta (AGCC), entre
ellos butirato, propionato y acetato, los que son sinte-
tizados a partir de carbohidratos y oligosacdridos no
absorbibles. Estos metabolitos son utilizados como
fuente de energfa al ser absorbidos en el intestino del
hospedero®”. Ademds la metabolizacién de nutrien-
tes por la MI produce etanol (etanol endégeno) y
otros componentes voldtiles, los cuales se absorben
a nivel intestinal y llegan al higado por circulacién
portal. Esto ha llevado a plantear que la generacién
de alcohol endégeno pudiera ser un factor responsa-
ble del dafo hepdtico, con caracteristicas histolégi-
cas similares a las observadas en la esteatohepatitis
alcohdlica en pacientes con EGHNA®.

La capacidad de la MI de inducir cambios meta-
bélicos estdn relacionados a las caracteristicas ge-
néticas de su poblacién, las que hoy en dia pue-
den ser analizadas, utilizando la metagenémica y

(36)_

la metatrascriptémica®®. Se ha observado que en
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condiciones de obesidad se generan cambios en la
capacidad enzimdtica de la MI que favorecen la
ingesta de una dieta calérica del hospedero. Ade-
mids bajo estas condiciones la conversién de colina
a metilamina (metabolito tdéxico) es favorecida a
nivel hepdtico, lo que promueve el dafno y la ge-
neracién de un estado proinflamatorio conducente
ala EHGNA®. A su vez, el déficit de colina ge-
nerado por la formacién de metilamina afecta los
niveles de fosfatidilcolina, componente esencial en
la estructura de la membrana celular y necesaria
para la generacién lipoproteinas de muy baja den-
sidad (VLDL), induciendo asi la acumulacién de
triglicéridos a nivel hepdtico por menor secrecién
de este dltimo componente.

CONCLUSION

La EHGNA es una las epidemias del siglo XXI y
la cirrosis con sus complicaciones, su consecuen-
cia mds grave. Esto se asocia a alta mortalidad y
morbilidad, situacién no ajena en nuestro pais,
donde casi el 30% de la poblacién presenta EHG-
NA. El reconocimiento de la relacién estrecha
entre la MI y los procesos fisiopatoldgicos que lle-
van a EHGNA, representa una oportunidad tera-
péutica novedosa para esta afectacién. Conocer la
MI de estos pacientes es esencial para poder es-
tablecer intervenciones terapéuticas. Estudios del
andlisis de la composicién microbiana intestinal
son escasos en nuestro pafs. Recientemente nues-
tro grupo de investigacién se adjudicé un pro-
yecto de investigacién destinado a demostrar la
presencia de disbiosis intestinal en pacientes chi-
lenos con EHGNA y establecer la relacién de los
cambios de composicién microbiana con la pro-
gresién del dafio hepdtico. Futuras aproximacio-
nes terapéuticas dirigidas al restablecimiento de
una microbiota intestinal homeostatica podrian
ser consideradas para reducir el avance del dafo
que se produce en EHGNA, incluida la cirrosis y
sus complicaciones.
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