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1. Resumen.

Existen controversias en la fisiopatologia de la obesidad y sus complicaciones. El paradigma
cldsico establece que la obesidad es el resultado del desbalance positivo en el gasto
energético que desencadena alteraciones metabdlicas que predispone a sus complicaciones;
otro paradigma sugiere alteraciones metabdlicas iniciales generadas por predisposicion
familiar de obesidad y subsecuentemente el desarrollo de obesidad y sus complicaciones. Lo
anterior nos motiva a realizar modelos matematicos para entender la fisiopatologia de este

tipo de enfermedades con utilidad teorica y clinica.

Propusimos 3 modelos a través de ecuaciones estructurales (SEM) para determinar cual
explica mejor la relaciébn entre obesidad, esteatosis hepéatica no alcohdlica (EHNA),
inflamacion de bajo grado, y perfil metabolomico (glucosa, aminoacidos y acilcarnitinas). El
mejor modelo presentd el menor valor de RMSEA (raiz del error cuadratico medio de la

aproximacion, un buen modelo tiene un valor menor a 0.09).

Se analizaron 137 pacientes, 70% mujeres, sin diabetes ni hipertension con/sin obesidad o
EHNA de 30.61 (DS 8.6) afos. La historia familiar de obesidad (FHOB) estuvo presente en
53%.

El modelo mejor ajustado fue el tercero con RMSEA 0.075 (0.069, 0.081) que propone que la
FHOB determina la concentracion de aminoacidos libres en suero y acilcarnitinas que se
asocian a una disminucion en la sensibilidad a la insulina, incremento de citocinas
inflamatorias, obesidad y EHNA. Sin embargo, las beta estandarizadas de FHOB hacia la
concentracion de acilcarnitinas y aminoacidos no alcanzaron el valor > 0.2. La FHOB hacia el
fenotipo de obesidad obtuvo una beta estandarizada de 0.3 por lo que se requirié crear un
cuarto modelo en donde se demostré que FHOB predice el fenotipo de obesidad y ésta ultima
las concentraciones de aminoacidos y acilcarnitinas las cuales se asocian a citocinas
inflamatorias, EHNA vy resistencia a la insulina RMSEA 0.075 (0.069,0.081).



2. Marco Teorico
2. 1 Generalidades
La obesidad es un problema de salud a nivel mundial que ha sido caracterizado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una condicién con alta prevalencia (1-3). En
México la ENSANUT 2016 Medio Camino reporté una prevalencia de sobrepeso y obesidad
de 72.5% (4). A pesar de que ha habido avances importantes en el tratamiento, es dificil el
mantenimiento sostenido del peso perdido a largo plazo (5), asi como existen muchos retos

en el manejo que ameritan continuar estudiando su fisiopatologia.

El paradigma clasico de la obesidad propone que la obesidad es el resultado de un desbalance
positivo en el gasto energético que resulta en la expansion de tejido adiposo,
subsecuentemente inflamacion de bajo grado donde hay liberacion de citocinas, proteina C
reactiva (PCR), interferon gama (IFNy), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), entre muchos
otros. Adicionalmente existe incremento en acidos grasos libres que induce lipotoxicidad (6—
8). Como consecuencia los pacientes con obesidad tienen mayor riesgo de tener resistencia
a la insulina, dismetabolismo lipidico, diabetes tipo 2 (DM2), esteatosis hepatica no alcohdlica
(EHNA), alteraciones en fondo de ojo, dislipidemia, enfermedades cardiovasculares, sindrome
de apnea obstructiva del suefio, osteoartritis, déficit cognitivo, algunas formas de cancer entre
muchas otras complicaciones (6).

Interesantemente no todos los pacientes con exposicion ambiental favorable a obesidad la
desarrollan y no todos los pacientes con obesidad desarrollan DM2 o EHNA; los pacientes con
alta predisposicion familiar pueden adquirir obesidad, EHNA, DM2, etc con mayor facilidad
ante una exposicion ambiental minima comparada con aquellos sin predisposicion familiar; lo
gue sugiere gue existen multiples factores que pudieran tener efectos aditivos o multiplicativos
dentro de los que se agrega estilo de vida, genoma, epigenoma, metaboloma, entre muchos

otros factores. Este es el “paradigma no clasico de la obesidad” (9).

Estudios han demostrado que la historia familiar clinica puede determinar riesgo de manera
mas til que la genotipificacién de un solo gen (10-12), dado que involucra la herencia

genética de la enfermedad mas el epigenoma y el estilo de vida de los padres (13).



Existe interés en entender la fenotipificacion individual de las vias metabdlicas o el metabotipo
involucrado en enfermedades complejas, asi como entender si el fenotipo precede el

metabotipo o si es en sentido contrario.

2.2Estudio de la metaboldmica como una herramienta atil para identificar

mecanismos fisiopatoldgicos de enfermedades complejas.
2.2.1 Generalidades

El término metabolémica se refiere al estudio, identificacion y cuantificacién sistemética de
compuestos de bajo peso molecular en ciertas células, tejidos o fluidos biolégicos que son
producto de las reacciones metabdlicas en los seres vivos. Uno de sus principales objetivos
es identificar cambios sutiles en los perfiles metabdlicos entre sistemas biolégicos en

diferentes estados fisiologicos o patologicos (14).
2.2.2 Funcionamiento y constitucién de un espectrometro de masas

Un espectrometro de masas (MS) permite la separacion, identificacién y cuantificacion de
moléculas, basada en la relacion masa /carga (m/z) en diferentes matrices (liquidas, sélidas)

después de su ionizacion.

Un espectometro de masas consta de cinco médulos fundamentales: 1) sistema de
introduccién de muestra, 2) fuente de ionizacién, 3 ) analizador de masas, 4) detector y 5)

procesador de datos.

La funcién de la fuente de ionizacion en un equipo de MS es aplicar energia a la muestra para
generar moléculas cargadas positiva 0 negativamente, ya que para medir las moléculas por el
espectometro de masas, éstas deben estar “eléctricamente cargadas”. Existen técnicas de
ionizacion en las que la energia impartida hace que las moléculas s6lo adquieran carga
(ionizacién suave) y técnicas de ionizacion en las que la energia impartida es de mayor
magnitud, por lo que la molécula se rompe y forma fragmentos cargados. Las moléculas que

solo adquieren carga sin ser fragmentadas se conocen como iones moleculares; las moléculas



gue ademas de ionizarse se fragmentaron se conocen como productos o fragmentos idnico
(15).

Los iones provenientes de la fuente de ionizacién pasan al analizador de masas, que tiene
como funcion separarlos y ordenarlos de acuerdo a su m/z. El intervalo de m/z, su precision y
exactitud dependen del tipo de analizador que se utilice. Para biomoléculas, la masa se puede
medir con una exactitud del 99.9%; esto permite detectar pequefios cambio en la masa del
compuesto que se estudian, por ejemplo la sustitucibn de un aminoacido por otro 0 una

modificacidn post-traduccional.

El detector registra y amplifica la sefial proveniente del analizador de masas, posteriormente
la envia al procesador de datos en donde esta informacién se registra en forma de espectro
de masas, que es una representacion grafica de los iones separados por su valor de m/z y
ajustados de acuerdo al porcentaje de las especies mas abundantes en la muestra. Los
detectores pueden ser de varios tipos; los mas utilizados son el electromultiplicador y el
fotomultiplicador.

Como resultado de un andlisis por MS se puede obtener el espectro de masas del ion
molecular, el de los productos i6nicos o el de ambos, dependiendo del tipo de fuente de

ionizacion que se utilice (15).
2.2.3 Espectrometria de masas en tandem.

Esta técnica analitica se introdujo en los laboratorios de analisis clinicos en la década de los
afos 80 del siglo XX. La palabra tandem viene del inglés tAndem, cuyo significado inicial es
“picicleta de dos asientos”, también tiene la aceptacion de “conjunto de elementos que se

complementan® o “reunion de dos personas que colaboran en algo”.

Un equipo MS/MS esta constituido de seis componentes béasicos: 1) sistema de introduccion
de muestra; 2) fuente de ionizacién; 3) primer analizador de masas (MS1); 4) cAmara o celda

de colisién; 5) segundo analizador de masas (MS2); 6) detector.

En la actualidad existen diferentes acoplamientos entre los componentes de los equipos
MS/MS, gue se disefian de acuerdo a la naturaleza de las moléculas de interés. Uno de los

equipos mas utilizados en quimica clinica es el de tipo triple cuadrupolo, acoplado a una fuente



de ionizacion por “electrospray” (ESI). Este equipo funciona de la siguiente manera: una vez
que la muestra ha sido introducida, sufre una ionizacion suave por ESI para adquirir carga;
posteriormente pasa al MS en donde los componentes de la muestra se separan y ordenan
de acuerdo a sum/z. Los iones pasan por la celda de colision en donde se generan fragmentos
como producto de su colision con un gas inerte; los fragmentos generados pasan por el MS2,
los cuales se pueden correlacionar con las moléculas intactas producidas en el MS1. Los
resultados generados se registran en forma de espectro de masas que es como una huella
digital de los compuestos. Con esta técnica se puede detectar y cuantificar selectivamente
multiples analitos dentro de una familia de compuestos. También se puede obtener
informacion estructural acerca de un compuesto a través de la formacion de fragmentos
especificos y es util para descubrir compuestos en mezclas complejas de acuerdo a su patron

de fragmentacion.

Gracias al desarrollo de este tipo de tecnologias es posible a través de una muestra de sangre

determinar “perfiles“ metabolicos (15).

2.3 Aplicacion metabolémica en estudio de obesidad , EHNA y resistencia a la

insulina

Estudios recientes han documentado que existe diferencia en los metabolitos en sangre tales
como glucosa, lipidos, acilcarnitinas y aminoacidos en pacientes con obesidad, resistencia a
la insulina y EHNA(16-24). Describiremos algunos de ellos a continuacion ya que seran

utilizados para explicar mas adelante nuestras hipotesis.

2.3.1 Metabol6émica en obesidad

2.3.1.1 Perfil de acilcarnitinas

Las carnitinas juegan un papel esencial en el papel del metabolismo de acidos grasos pues
se pueden conjugar con acidos grasos de cadena larga para formar acilcarnitinas a través de
su intercambio de grupos acil entre coenzima Ay L-carnitina por la accion de acil-transferasas.
Las transferasas tiene especificidad solapada para varios grupos acilos de los diferentes

tamafios de cadena que van desde 2 carbonos hasta 18 carbonos. Las acilcarnitinas facilitan



el transporte de acidos grasos a la matriz mitocondrial donde se lleva a cabo la B oxidacion.
También se puede asociar al metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada
(principalmente C3-C5). Las acilcarnitinas atraviesan las membranas mitocondriales y
plasmaticas por lo que pueden encontrarse en plasma o suero en concentraciones estables.
Cualquier enfermedad que bloqueé la via catabdlica de acidos grasos o aminoacidos de
cadena ramificada, incrementara intermediarios de acil-CoA y por lo tanto incrementara la

concentracion de acilcarnitinas (25,26).

En el &rea de obesidad existe publicada una serie de 30 pacientes con obesidad /sobrepeso
y 30 controles delgados por Ji Joung Kim et al., a los que se les realiz6 espectrometria de
masas con medicion de 347 metabolitos. Se demostré un incremento estadisticamente
significativo (p<0.01) en obesos en los niveles de butirilcarnitina (C4) y propionil carnitina (C3),
con un tamafo del efecto >0.2 en los niveles de hexanoilcarnitina (C6), octanoilcarntina (C8)
y palmitoilcarnitina (C16). Los niveles de L-carnitina se encontraron mas altos en pacientes
delgados (27).

En el estudio de Andreas Oberbach se demostrd acetilcarnitina (C2) (carnitina dominante en
las especies que corresponde con la abundancia intracelular) mas alta en obesos. Esta
carnitina se mantuvo alta posterior a la reduccion de peso con dieta hipocal6rica y bypass
gastrico. Asi también encontraron que tetradecenoilcarnitina (C14:1) correlaciono

directamente con masa adipocitica aun después del ajuste por edad, género y HBAlc (17).

En el estudio de Brante P Sampley se hizo un modelo donde se indujo obesidad a ratones a
través de dieta de cafeteria y dieta alta en lipidos. Se demostré alta concentracion en tejido
adiposo y musculo de palmitoilcarnitina (C16) y octadenoilcarnitina (C18:0) en el primer grupo
y decanoilcarnitina (C10), laurinilcarnitina (C12) y octadenoilcarnitina (C18) en el segundo

grupo comparado con ratones controles (28).

En el mismo estudio se realizé un segundo modelo donde se traté macrofagos derivados de
médula 6sea con dosis hasta de 1000mcM de Lauroilcarnitina (C12) y se observé como
polarizé a los macréfagos hacia un fenotipo pro-inflamatorio M1 que regulé a la baja AMPK e

incremento la secrecion de citocinas inflamatorias: IL 3, 6, 12, 11, 16, 23 y TNFa.



2.3.1.2 Perfil de aminoacidos

Los aminoacidos son la base estructural de las proteinas, son moléculas consistentes en un
grupo amino y un grupo carboxilico con un grupo organico lateral (R) unido al atomo de
carbono (NH2CHRCOOH).

En el estudio de Ji Joung Kim (27) se encontré una concentracién mas alta (p<0.1) en obesos

de triptofano, tirosina, valina y leucina. Todos con tamario del efecto > 0.2.

En el andlisis de componentes principales del estudio de metabolémica de Christopher B
Newgard, que se realizado en 74 individuos obesos y 67 individuos delgados, se encontro
diferencias entre grupos en los aminoacidos (p<0.01): leucina, isoleucina, valina (14-20% mas
alta en obesos) metionina, glutamato, fenilalanina y tirosina asi como acilcarnitinas C3 y C5.
Con lo anterior los autores propusieron como mecanismo una sobrecarga en el catabolismo

de aminoacidos de cadena ramificada en los pacientes obesos (29).

En una poblacion china de 452 pacientes histidina y arginina se asociaron a interleucina 6,
proteina C reactiva y estrés oxidativo en mujeres obesas (20).

En otro estudio realizado en ratones C57BL/6J alimentados con dieta alta en grasa y controles
delgados, se estudio los niveles de mMRNA de los genes asociados a aminoacidos de cadena
ramificada en tejido adiposo visceral. Después de ser expuestos a TNFa, IL-6, IL-13, and IFNy
se demostro la reduccién en la expresion de los genes asociados al transporte y oxidacion de
estos aminoacidos BCAA, sugiriendo que la acumulacién de leucina, isoleucina y valina en
plasma fue resultado de la disminucién del metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada

y alteracion de ciclo de Krebs (30).
2.3.2 Metaboldmica en resistencia a la insulina

Estudios demuestran que los aminoacidos pueden ser marcadores y/o efectores de la
resistencia a la insulina (29,31). Se ha encontrado que uno de los mecanismos potenciales en
la patogénesis de la diabetes mellitus tipo 2 es la acumulacion de aminoéacidos, ya que el
riesgo de padecer diabetes mellitus se eleva cuatro veces en aquellos con altas
concentraciones de aminoacidos en ayuno, manteniéndose elevados incluso 12 afios antes

del inicio de la diabetes. Ademas la elevacion de los aminoacidos circulantes puede ocurrir



antes de cualquier alteracion en la accion de la insulina (24). Estudios han demostrado que
los pacientes con antecedentes familiares de diabetes tienen aminoécidos circulantes mas
altos que controles sin antecedentes. Se ha sugerido por diversos estudios que los
aminoacidos de cadena ramificada pueden ser los mas importantes en la regulacion del
metabolismo periférico de la glucosa, y son captados principalmente por el musculo

esquelético (32,33).

La elevacion de los niveles de aminoacidos séricos puede inducir resistencia a la insulina en
el musculo esquelético en humanos (disminuyendo la disposicion de glucosa en un 25%)(34)
por diferentes mecanismos: 1) competencia de sustrato con la glucosa para la oxidacion
mitocondrial (34) debido a que los aminoacidos se pueden metabolizar a acetil-CoA y ser
oxidados en el ciclo de &cidos tricarboxilicos, 2) inhibicion de la piruvato deshidrogenasa
debido a un aumento en la relacién acetil-CoA/CoA y NADH/NAD+ en las células esqueléticas
y hepaticas (19,21), 3) reduccién en la actividad de la glucégeno sintasa y/o inhibicién del
transporte/fosforilacion de la glucosa (35), que ocasiona reduccion del 64% de la velocidad de
sintesis de glucégeno en el musculo esquelético, 4) deterioro en la fosforilacion de tirosina en
los sustratos del receptor de insulina con la consecuente inhibicion del fosfatidil inositol 3
kinasa (36), que ocasiona alteracion en los pasos iniciales y criticos de la sefializacion de la
insulina (31,32,36-38).

Con respecto al perfil de acilcarnitinas, los pacientes con resistencia a la insulina no diabéticos
tienen mayor concentracion de C14, C16, C16:1 y C20. La acilcarnitina C16:1 es de vital
importancia pues promueve la sensibilidad de insulina en el masculo (29). Se ha visto que
pacientes con antecedentes familiares de diabetes el perfil de acilcarnitinas es mas alto que

los controles sin antecedentes.
2.3.3 Metabolémicay EHNA

Uno de los estudios mas representativos fue el de Statish C Kalhan y colaboradores que
incluyé 11 pacientes no diabéticos con esteatosis hepatica y 24 pacientes con esteatohepatitis
gue fueron comparados con 25 controles sanos. El patrén metabolémico no pudo diferenciar
entre esteatosis hepatica y esteatohepatitis; sin embargo en comparacion con los controles

sanos las concentraciones de carnitinas libres, butirilcarnitina y metilbutiril carnitina (C3-C5)
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estuvo mas alta (73). Otro estudio ha reportado tanto acilcarnitinas de cadena larga (C18,
C18:2, C16) como corta (C4 y C3) relacionado a diferentes grados de EHNA en humanos
(23).

Con respecto al patron de amino4cidos se ha reportado asociacion niveles mas altos en
glutamina, glutamato, creatinina, metionina, alanina, lisina, arginina, fenilalanina, tirosina,

valina e isoleucina (22).
2.4Métodos de analisis con utilidad en metabolémicay enfermedades complejas

El analisis de los datos metabolémicos es complejo por la gran cantidad de datos que arroja y
la inherente variabilidad en cada muestra. Los métodos tradicionales de analisis se basan en
técnicas de pesca (“fishing”) a través de regresiones lineales estandar y analisis por
conglomerados, como por ejemplo andlisis de componentes principales (PCA) y analisis de
proyeccion parcial de minimos cuadrados a estructuras latentes (PLS) cuyo objetivo es
encontrar diferencia entre clases o grupos ajustando a la variabilidad intra-grupo; sin embargo

no estan disefiados para determinar relaciones funcionales entre las variables (39—-41).

Las ecuaciones estructurales (SEM) estiman relaciones funcionales entre variables que
normalmente no son reveladas en modelos lineales estandar (42). Es una poderosa
herramienta de analisis multivariado. Estos modelos han sido utilizados en diferentes campos
como genética y psicologia, donde se han utilizado para reconstruir redes fenotipicas (43—-45).
Las ecuaciones estructurales son una generalizacion tanto de una regresion como de un
andlisis de factores en donde la matriz de covarianza de las variables observadas es una
funcién de un conjunto de parametros definidos a priori. EI modelo de SEM se puede
descomponer en 2 sub-modelos: el medido y el estructural. Por convencion cuando
graficamente se representa un modelo, las variables observadas son presentadas se
representan en cuadrados o rectangulos; mientras que las variables latentes en Gvalos o
circulos. Los residuales son siempre variables no observadas (factores latentes) y son
representados por 6valos o circulos (42,43). En la Figura 1 se describe graficamente los

componentes de una SEM.
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Figura 1. Componentes de una SEM.

Las mayores aplicaciones del modelaje de ecuacion estructural son:

1.

El modelaje causal que hace hipotesis de relaciones causales entre variables y prueba
los modelos a través de un sistema de ecuacién lineal. Los modelos causales pueden
involucrar tanto variables manifiestas, latentes o ambas.

Analisis de factores confirmatorios, que es una extension del analisis factorial en donde
se prueba hipoétesis especificas sobre la estructura de las cargas e inter-correlaciones
de las mismas.

Andlisis de factores de segundo orden en donde la matriz de correlacién de los factores
analizados se vuelven a analizar para obtener factores de segundo orden.

Modelos de regresién, como extension de un modelo linear.

Modelos de estructura de covarianza, donde se hace la hipotesis de que la matriz de
covarianza tiene una forma en particular.

Modelos de estructura de correlacion, donde se hace la hipétesis de que la matriz de

correlacion tiene una forma en particular.
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En nuestro conocimiento no hay estudios donde las SEM se hayan utilizado en el campo de
la metabolémica, ni tampoco se han utilizado para establecer la relacion entre obesidad,
EHNA, diferentes grados de historia familiar de obesidad, acilcarnitinas, aminoacidos y
marcadores pro-inflamatorios. Creemos que las SEM pueden ser una herramienta Gtil para
probar direccionalidad a través de un modelaje causal, estructural de covarianza y correlacion
entre las variables mencionados, ademas de ser sencilla su interpretacion en la practica
clinica, util y tienen menor probabilidad de no convergencia, a diferencia de otros métodos

estadisticos.

En la presente tesis utilizamos SEM para establecer las relaciones y asi poder establecer
redes de causalidad entre obesidad, NAFLD; diferentes grados de historia familiar de

obesidad, metabolémica dirigida y marcadores inflamatorios.
3. Planteamiento del problema

Existen controversias en la fisiopatologia de la obesidad (causa y complicaciones). El analisis
de mecanismos fisiopatoldgicos a través de estudios de metabolémica es de utilidad en el
entendimiento de enfermedades complejas. Se requiere la utilizacion de modelos matematicos
como las SEM que tengan utilidad tedrica para entender direccionalidad fisiopatologica entre
historia familiar de obesidad, fenotipo de obesidad, inflamacion de bajo grado, metabotipo y

complicacionesa asociados a obesidad como higado graso y resistencia a la insulina.
4. Justificacion

La obesidad es un problema de salud a nivel mundial con alta prevalencia. A pesar del avance
en el desarrollo terapéutico, el mantenimiento sostenido del peso a largo plazo contintia siendo
un reto, por lo que se requiere continuar entendiendo los mecanismos implicados en su
fisiopatologia. Se requiere estudios donde se pueda interpretar la direccionalidad del
metabolismo. No existe un andlisis integrado donde se establezcan las relaciones a través de
redes de causalidad entre obesidad, NAFLD; diferentes grados de historia familiar de
obesidad, metabolomica dirigida y marcadores inflamatorios. Con el presente trabajo
pretendemos realizar un analisis metabolémico con una integracién util que explique los
fendmenos mencionados de manera tedrica causal con aplicacion clinica para plantear a

futuro estudios donde se lleven a cabo nuevas propuestas terapéuticas.
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5. Pregunta de Investigacion

¢ Cual de las tres hipotesis planteadas explica mejor la relacién entre obesidad, historia
familiar de obesidad, EHNA, resistencia a la insulina, citocinas inflamatorias, concentracién
sérica de aminoacidos y acilcarnitinas que sea soportada por la matriz de correlaciones y

analisis de varianza?

Esto es: ¢ La obesidad (OB) precede a una alteracién en el metabolismo de aminoécidos (AA),
asi como alteracion en la 3 oxidacion que produce incremento en acilcarinitinas (AC) que se
asocia a complicaciones como EHNA, resistencia a la insulina (RI) e inflamacion de bajo grado
(INFL) ? (OB>AA+AC>EHNA+IR+ INFL).

¢La historia familiar de obesidad (FHOB) es el mayor determinante del perfil metabolémico
gue hace que las personas que tengan dicho antecedente tengan mayor concentracién de AA
libres en suero tal vez por defecto en su utilizacion y esto induzca alteracion en la B oxidacion,
aumentando los niveles de AC, disminucién en IR, y por ende EHNA, obesidad e INFL? (FHOB
—>AA->AC, IR>0B + NAFLD+INFL).

¢La historia familiar de obesidad (FHOB) es el mayor determinante del perfil metabolémico
gue hace que las personas que tengan dicho antecedente tengan a priori alteracion en la B
oxidacion y por ende mayor concentracion circulante de AC asi como mayor concentracion
de AA libres en suero tal vez por defecto en su utilizacion y esto induzca disminucion en IR, y
por ende EHNA, OB e INFL? (FHOB > AA+AC~> IR+OB + NAFLD+INFL).

6. Hipotesis

Se propusieron 3 modelos cuyas significancia clinica tiene diferentes implicaciones teéricas

como practicas:

Hipotesis 1. Si la OB ocasiona exceso de acidos grasos libres que aumenten el estrés
oxidativo y disfuncion mitocondrial, esto incrementard la presencia de AC circulantes. Las
AC induciran aumento de INFL y también habra incremento en AA. Lo anterior inducira EHNA
yIR...
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Significado de la hipotesis 1: Este es practicamente el paradigma actual de como se produce

la obesidad. Hemos incluido en la ecuacion los diferentes estudios y el orden en que se supone

deben aparecer estos fendbmenos. De ser este el caso, el tratamiento de reduccion de peso

de la obesidad por si misma mejorara la concentracion de sustratos metabdlicos lo que

concluird en un aumento en la sensibilidad a la insulina (Figura 2).
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Figura 2. Hipotesis 1. Se realizaron simulaciones de Monte Carlo para modelaje. OB=

obesidad, IMC= indice de Masa Corporal, %grasa= porcentaje de grasa corporal total, cintura=

perimetro abdominal, AC= acilcarntinas, INFL= inflamacion, AA= aminoacidos, VAL= valina,

TYR=tirosina, LEU=leucina, IR=resistencia a lainsulina, Matsuda: indice de matsuda, EHNA:
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esteatosis hepética no alcohodlica, USG= EHNA por USG, ALT= alanina transaminasa, AST=

aspartato aminotransferasa.
Hipotesis 2.

Si FHOB produce aumento en la concentracion de AA libres en suero, tal vez por defecto en
la utilizacion, esto va a inducir disminucion en IR. También va a provocar aumento en las AC
que inducira EHNA y OB...

Significado de la hipétesis 2: Este planteamiento sugiere que la obesidad es un fenémeno
secundario a otros de origen genético-metabdlico, al menos en un porcentaje del grupo de
sujetos con obesidad. El tratamiento dietético con control o disminucién de residuos de
aminodacido va a mejorar la resistencia a la insulina. La disminucién de peso seria un fendbmeno

independiente que explicara la mejoria a la sensibilidad a la insulina (Figura 3).
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Figura 3. Hipotesis 2. Se realizaron simulaciones de Monte Carlo para modelaje. FHOB e
HFOB= historia familiar de obesidad OB= obesidad, IMC= indice de Masa Corporal, %grasa=

porcentaje de grasa corporal total, cintura= perimetro abdominal, AC= acilcarntinas, INFL=
inflamacion, AA= aminoacidos, VAL=valina, TYR=tirosina, LEU=leucina, IR=resistencia ala
insulina, Matsuda: indice de matsuda, EHNA: esteatosis hepatica no alcohélica, USG= EHNA
por USG, ALT= alanina transaminasa, AST= aspartato aminotransferasa.
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Hipotesis 3

Si FHOB afecta la concentracion de AA y AC en suero, ambas llevaran al aumento de INFL,
EHNA y OB. Todos estos fendmenos explicardn RI. La OB ser& un epifendmeno asociado al

aumento de acidos grasos libres...

Significado de la hip6tesis 3: Es derivado de la hipétesis anterior. Sugiere que la obesidad es
una consecuencia secundaria a un fendbmeno metabdlico subyacente donde el aumento de
sustratos es el detonador. Explicaria en parte porqué el tratamiento de la obesidad tiene
fracaso. Enfocaria el manejo con sustratos especificos de acidos grasos y aminoacidos
(Figura 4).
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Figura 4. Hipotesis 3. Se realizaron simulaciones de Monte Carlo para modelaje. FHOB e HF OB
= historia familiar de obesidad OB= obesidad, IMC= indice de Masa Corporal, %grasa=
porcentaje de grasa corporal total, cintura= perimetro abdominal, AC= acilcarntinas, INFL=
inflamacion, AA= aminoacidos, VAL= valina, TYR= tirosina, LEU= leucina, IR= resistencia a la
insulina, Matsuda: indice de matsuda, EHNA: esteatosis hepatica no alcohélica, USG= EHNA

por USG, ALT= alanina transaminasa, AST= aspartato aminotransferasa.
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...Entonces al analizar pacientes delgados con EHNA, OB con y sin EHNA a través de un
analisis de factores subyacentes (ecuacion estructural) se observard que el mejor modelo
presentaran un RMSEA (raiz del error cuadratico medio de la aproximacion) < 0.1. Los valores
B estandarizados para ser considerados como relevantes para la participacion de
fisiopatologia seran >0.2. De acuerdo a los indices de modificacion (estimadores de Lagrange

y Wilkins) se haran cambios en las ecuaciones estructurales propuestas.

De existir buen ajuste en varios modelos existira la posibilidad de integrar un modelo Unico,
cuya significancia clinica reflejara la necesidad de manejar la obesidad en base a sustratos de

aminoacidos y reduccion calorica.

Las controversias en la fisiopatologia y tratamiento de la obesidad nos han motivado a realizar
estas tres propuestas que tienen implicaciones tedricas, clinicas y terapéuticas. Por otro lado
obtendremos pesos estandarizados para las vias analizadas, 1o que contribuird a integrar
mejor las alternativas metabdlicas asociadas a este problema. De acuerdo a los resultados se

orientara la investigacién consecuente.

7. Objetivos

7.1General

Determinar qué modelo de ecuacion estructural puede explicar mejor la relacion de OB,

EHNA, IR y su relacion con INFL, AC y AA en la poblacion estudiada.

7.2Especificos
7.2.1 Definir la concentracién de 31 ACy 11 AA en 3 subgrupos de
mexicanos: delgados sin EHNA, OB, con y sin EHNA.
7.2.2 Contrastar las diferencias en las variables clinicas, IR, INFL, AAy

AC entre los tres grupos y entre la presencia de FHOB.
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8. Material, Métodos y Analisis Estadistico

Se realizé un estudio transversal, que incluy6 137 pacientes consecutivos entre 18 y 45 afios
gue fueron reclutados entre enero y octubre del 2012 en la consulta externa de Medicina
Interna del Hospital General de México. Se realiz6 un disefio cuasi-experimental que dividid
los pacientes en 3 grupos: Pacientes con EHNA y obesidad (G1), Pacientes sin EHNA con
obesidad (G2). Pacientes sin EHNA sin obesidad (G3). La historia familiar de obesidad fue
definida en base a los familiares como “directa” si incluia a la madre o al padre, o “indirecta”
se incluia familiares de segundo grado como abuelos, o tios. Anticipamos a priori la posibilidad
de grupos desbalanceados en base a modelos de simulacion que realizamos anticipadamente.
Excluimos pacientes con embarazo, que fumaran, ingirieran mas de 10gr de alcohol a la
semana, consumieran medicamentos hepatotoxicos, tuvieran cancer, enfermedad aguda o
cronica, hipertensién, diabetes, insuficiencia renal cronica o cualquier condicién patoldgica

determinada durante la examinacion clinica y laboratorios en sangre.

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital General de México y se obtuvo un

consentimiento informado de todos los sujetos.

Los sujetos acudieron al hospital, después de la firma del consentimiento informado fueron
pesados, medidos, se les tomoO la presion arterial, composicion corporal a través de
impedancia bioeléctrica Quantum IV. Posterior a 12 hrs de ayuno se les realizé curva de
tolerancia a la glucosa de 2 hrs, asi creatinina, urea, acido Urico, colesterol total, Colesterol
HDL, Colesterol LDL, triglicéridos, alanino aminotransferasa (AST), aspartato
aminotransferasa ( ALT) con equipo AU480 (Beckman Coulter, EUA). Durante la curva de
glucosa también medimos insulinas por ELISA con un kit De Abnova TM. Se calcul6 el indice
de sensibilidad de Matsuda:

indice de Matsuda= 10,000 + V[(IPA*GPA)*(xGPC * xIPC)];
donde IPA es la insulina plasmatica en ayuno en pU/ ml, GPA la glucosa plasméatica en ayuno
en mg/dl, xGPC es el promedio de la concentracion de glucosa plasmatica en todos los puntos

de la curva y xIPC es el promedio de la concentracion de insulina plasmatica en todos los

puntos de la curva.(35). Las interleucinas fueron medidas utilizando un ELISA con ensayo
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Bioplex-ProTNM (Rio Rad, EUA) y la proteina C reactiva se midio utilizando in ensayo de

microplacas inmunoenzimometrico (Monobind Inc, EUA)

La medicion de 31 acilcarnitinas y 7 aminoacidos utilizo el kit de Neobase (PerkinElmer, EUA)
a través de un espectrometro en Tandem (MS-MS) de la marca Quattro Micro API

(MicroMass).

Finalmente se realiz6 ultrasonido hepatico utilizando el equipo Voluson Pro VTM (GE, USA),
para determinar EHNA en base a 3 criterios: ecotextura hepatica, atenuacion hepatica, y

disminucién en la visualizacion venosa portal.

Se realiz6 estadistica descriptiva, transformacion log 10 para normalizacidon. Chi- cuadrada,
prueba-t, ANOVA de una via, post HOC LSD de Fisher; analisis de componentes principales
(PCA), andlisis discriminatorio de minimos cuadrados (PLSDA), andlisis de factores
subyacente y finalmente SEM de las 3 hipotesis. EI mejor modelo fue el que tuvo un RMSEA
< 0.1. Los valores B estandarizados para ser considerados como relevantes para la

participacion de fisiopatologia fueron >0.2.

El calculo de tamafio de muestra se realizé en base a tamafios de efecto que pueden ser
discriminados en la ecuacion estructural, para ello se realizaron simulaciones de Monte Carlo
para una distribucion beta inversa con parametro alfa de 1 y beta de 7. Los valores minimo y
maximo se obtuvieron de distribuciones sesgadas considerando una desviacion estandar del
promedio obtenido en articulos, el valor maximo fueron 3 desviaciones estandares respecto al
mismo promedio. La diferencia esperada de acilcarnitinas entre sujetos con y sin EHNA, se
consideré como tamafio de efecto de 20%, mientras que la diferencia entre aminoacidos fue
entre delgados y obesos, considerando tamarfio de efecto de 20%. Con un tamafio de muestra
de 137 pacientes se observo un buen ajuste del modelo que incluye tamafios de efecto entre
19 y 100%.

Programas estadisticos empleados: SPSS 18.0 AMOS 18.0, Metaboanalyst 3.0 (46)
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9. Aspectos Eticos

Todos los procedimientos propuestos estan de acuerdo con las normas éticas, el reglamento
de la ley General de Salud y la declaracion de Helsinki del 2013, asi como con los cédigos y

normas internacionales vigentes para las buenas practicas en la investigacion clinica.
10.Recursos y Financiamiento

El protocolo de investigacion cuenta con apoyo econdémico de Recursos Federales.
11.Resultados
11.1 Generales

Incluimos 137 sujetos normoglicémicos con una edad (DS) de 30.61 (8.6) afios. Setenta
porciento fueron mujeres. La historia familiar de obesidad (cualquiera) estuvo presente en
53%. El primer grupo tuvo 82 sujetos, el segundo y tercero 24 y 31 respectivamente. El tercer
grupo tuvo mayor edad, por lo que se realizaron los ajustes pertinente en los modelos. La tabla
1 muestra los valores medias (DS, IC95%) de los factores clinicos, inflamatorios y metabdlicos.
Los graficos 1-4 muestran las curvas de glucosa e insulina de los 3 grupos. La tabla 2 muestra

los diferentes grados de historia familiar de obesidad.

Tabla 1. Parametros clinicos y metaboldmicos en base a 3 grupos. Media (IC 95%)).

G1 IMC<25 Gé;%i?go G3 IMC>30; EHNA
Media (95% ClI) . (+) Media (95% Valor-p Factor en SEM
N Media (95% CI) _
n=82 N Cl) n=31
n=24
Antropométrico
Edad 28(26,29)° 27(24,32)° 36(33,39) 2 <0.001
Genero (% 65 87 71 0.098
Mujeres) ’
IMC 22.2(22,23)¢ 32.9 (32,34)° 36.2 (34,38)2 <0.001 o8
Circunferencia 08
b

Abdominal (cm) 73.42(72,75)c 85 (75,95) 102.48 (96,107)a <0.001
%Grasa Total 29.7 (28,31)b 40.88 (37,45)° 41.63 (32,36)2 <0.001 o8B

% masa magra | 67.6 (67.6,69.2)° | 57.5(53.7, 60.2)3 56.2 (53.7,58.8)? <0.001
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Sensibilida

d alalnsulina

AUC glucosa | 435.91(75.71)b | 464.65(76.75)° 515.20 (67.96)° <0.001
Indice de . s b IR
Matouds 6.1(5.4,6.9) 4.8 (4,6) 3.1(2.4,3.9) <0.001
Lipidos y pruebas de funcién hepatica
Colesterol Total | 125 160 176) | 173(161,186)° 190 (178,202)? 0.008
(mg/dl)
Triglicéridos 93 (85,101)b 114 (98,132) 170 (141,206)a <0.001
(mg/dl) ! ! ! ’
HDL(mg/dl) 48 (46,51)? 44 (39,50)2b 49 (36,42)° 0.001
LDL (mg/dl) 100(95,105) | 110 (102,120,)> 119( 110,129)? 0.001
ALT (UL) 19 (17,20)¢ 21(16,26)° 31(26,37)° <0.001 EHNA
AST (UIL) 21(20,23)® 22 (19,25)2* 26 (23.29) 0.005 EHNA
Marcadores inflamatorios
PCR (mg/dl) 1.9(1.7,2.2) 4.2 (3.1,5.7)? 4.8(3.9,5.9)° <0.001 PCR
IL-6 (pg/dI) 1.15(0.96,1.37) | 0.66(0.33,1.3) 0.85 (0.68,1.02) 0.056 INFL
TNFa (pg/dl) 1.14 (0.9,1.43) 75 (0.41,1.3) 0.9(0.72,1.3) 0.234 INFL
Aminoacidos
Arginina (LM) 36.3 (33,40) 42.3(37,48.3)% 45.2(39.2,52.1)? 0.027 AAL
Citrulina (uM) 9(8.5,9.5) 9.5(8.5,10.6) 9.2(8.3,10.35) 0.656 AA2
- 1018 AAL
Glicina (M) (96.4,105.2) 101.8(92.5,112) | 99.6(92.4,107.3) 0.926
. 112 122.1(113.6,131.7) AA2
Alanina (UM) (106.9,117.6)° ab 128.3(119.1,138.1)? 0.006
Leucina (UM) | 54.2 (50.6,57.9)° | 59.3 (54.4, 64.7)>> |  63.6(57.9,69.9)° 0.022 AAL
Metionina(puM) 4.5(4.3,4.8) 4.6(4.29,5.1) 4.7 (4.3,5.12) 0.737 AA2
Fenilalanina 20.9 (19.4, ab a AAL
(M) 22,4} 24.48 (19.4,22.4) 25(22.7, 27.6) 0.005
Tirosina (UM) | 23.2 (22, 24.4)b 26.4 (24,29)? 28 (26.6,31.2)° <0.001 AA2
valina (UM) | 56.6(53.8,59.5)b | 63.035 (12.9)2* 67.69 (16.2)a 0.004 AAL
Ornitina (M) 7.9 (7.4,8.6)b 10.15 (8.7,11.8)¢ 10.23(9.1,,11.4)? <0.001 AA2
Prolina (uM) | 61.2(57.1,65.7)a | 64.6(56.8,73.6)a,b | 74.5(67.19,82.79) 0.012 AA2
Acilcarnitinas
CO (uM) 12.4(11.7,13.2) | 13.9(12.8,15.3)2 13.8(12.6,15.2)° 0.044 AC3
C2 (UM) 0.12 (0.11,0.13) 0.13(0.10,0.15) 0.13 (0.10,0.16) 0.794 AC1
0.029 AC1
C3 (uM) (0.026,0031) | 0033(0028004) | 0.034(0.029,0.040) 0.075

24



0.035 AC1

C4 (uM) (0.033,0036) | 0034(00300.039) | 0.035(0.032,0.039) 0.922
0.030 AC2

C5 (UM) (0.027,0032) | ©-035(0031,0.039) | 0.035(0.028,0.039) 0.078
0.016 AC2

C6 (UM) (0.0148,0173) | 0017(0015002) | 0.017(0.015,002) 0.243
C8 (uM) 0'0306(()(2;333' 0.039(0.034,0.04) 0.036(0.03,0.04) 0.745 AC2
C10 (uM) 0.07 (0.06,0.07) | 0.069(0.06, 0.07) 0.06 (0.05, 0.07) 0.11 AC2
C10:1 (uM) | 0.105(0.10,0.11) | 0.10(0.0.11, 0.98) 0.103 (0.09,0.11) 0.571 AC2
. 0.018 ab s AC2

C10:2 (M) (0.0.017,0.019)> | ©018(0:015,0.021)** | 0.021(0.019,0.023) 0.05
0.38 ( AC2

C12 (M) 00360041 | 0-037(0.0340042) | 0.036(0.032,0.040) 0.353
C12:1 (M) 0'0390(2'2(;47' 0.051(0.048,0.055) | 0.047(0.043,0.052) 0.769 AC2
0.014 AC2

C14(uM) (0.013,0015) | 0-014(0012,0016) | 0.015(0.013,0.017) 0.887
, 0.037 AC2

C14:1 (M) (0.035,0039) | ©:037(0033,0.041) | 0.036(0.032,0.040) 0.037
_ 0.015 AC2

C14:2 (uM) (00140016 | 0-015(0:013,0.018) | 0.014(0.012,0017) 0.579
C16 (M) 0.0%90(;);))28, 0.034(0.030, 0.038) | 0.031(0.027, 0.034) 0.859 AC3
C16:1 (M) 0'0%90(f i())m’ 0.008(0.004, 0.015) | 0.01 (0.009, 0.011) 0.813 AC3
_ 0.0005(0.0002, 0.0007 0.0008(0.0002, AC4

C18:10H (UM) 0.0012) (0.0001,0.003) 0.002) 0.83
C18:2 (M) 0'0250(&?14' 0.018(0.016, 0.020) | 0.016(0.013, 0.018) 0.12 AC3
0.001 0.0005(0.0001, 0.0001(0.00005, AC4

CL8OH (UM) | 5. 0009,0.0004) 0.002) 0.0006) 0.377

Tabla 1. Diferencia entre los 3 grupos. ANOVA de una via. Post HOC LSD. Los valores son
expresados en antilogaritmos. Solo se presentan las acilcarnitinas y aminoacidos usados en
SEM.

La tabla 1 muestra la diferencia entre los 3 grupos de estudio en donde G1 equivale a los
pacientes con IMC <25 sin EHNA, G2 a los pacientes con IMC >30 sin EHNA y G3 IMC >30
con EHNA.

Se observaron diferencias antropométricas entre los tres grupos, como era de esperarse, en
donde G2 y G3 presentaron mayor IMC, mayor porcentaje de grasa y menor masa magra (p
<0.001). La prueba de ANOVA con su analisis de Post HOC también demostré diferencia
entre los tres grupos en los niveles de triglicéridos, HDL, LDL y enzimas hepaticas (p<0.001).
En este tipo de analisis proteina C reactiva estuvo mas alta en G2 y G3. Finalmente algunos
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aminoacidos y acilcarnitinas demostraron ser diferentes entre los 3 grupos (p<0.05,ver tabla
1).
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Gréfico 1. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de glucosa en los 3 grupos.
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Grafico 2.

CURVA DE GLUCOSA
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Gréfico 2. Curva de glucosa de los 3 grupos. (*)=p<0.01 en analisis post HOC.

En el grafico 1 y 2 se muestran las curvas de tolerancia a la glucosa de G1-G3. En estas
graficas se observa que ningun paciente tiene criterio diagnostico de diabetes; sin embargo,

hay mayor elevacion de glucosa en G2 y G3 comparado con G1.

27



Gréafico 3.
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Gréfico 3. Diagrama de cajas y bigotes de los niveles de insulina en los 3 grupos.
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Grafico 4. Curva de Insulina
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Grafico 4. Curva de Insulina de los 3 grupos. *=p<0.01
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En el grafico 3y 4 se muestran las curvas de insulina de G1-G3. En estas graficas se observa

cémo los pacientes con obesidad y EHNA tienen mayores niveles de insulina que los pacientes

con obesidad y delgados.

Tabla 2. Historia familiar de obesidad en 3 grupos.

Gln (%) | G2n (%) | G3n (%) Variables
n=137 N=82 n=24 n=31 Valor-p en SEM
Historia Familiar de
Obesidad (FHOB) 72 (53) 38 (46) 14 (58) 20 (65) 0.14
Directo 46 (34) 23 (28) 14 (58) 9 (29 0.02
Madre 32 (23) 14(17) 13 (54) 5 (16) <0.001 MomFHO
Padre 24 (17) 15 ( 60) 6 (25) 5(16) 0.57 DadFHOB
Indirecto 54 (39) 30(37) | 10(41.7) | 14 (45) 0.57 IndFHOB

Tabla 2. Historia familiar de obesidad en G1, G2, G3. G1= IMC<25, EHNA negativo; G2=

IMC>30, EHNA negativo; G3 = BMI>30+EHNA. Los numeros en paréntesis corresponden al

porcentaje de pacientes con antecedente familiar.
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En la tabla 2 se muestra la historia familiar de obesidad de los tres grupos. No hay diferencia
global entre grupos (FHOB Directo+Indirecto); sin embargo, G2 tiene una proporcion mayor
en el subgrupo de historia famliar materna que el resto de grupos ( p<0.01)

11.2 Anédlisis de Componentes principales y PLSDA

Se realiz6 andlisis de componentes principales y analisis de PLSDA con las variables
correspondientes a perfil de metabolomico e inflamatorio. Los datos fueron normalizados y
estandarizados. En el analisis de componentes principales no se observo separacion entre
los 3 grupos. Sin embargo, el analisis de PLSDA mostro una discreta separacion entre G1 y
G3, mientras que G2 se sobre impuso entre los otros 2. 3 componentes explicaron el 62% de
la variancia (certeza 0.68, R2 0.6, Q2 0.39, p<0.001). Ver figura 5y 6.
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Analisis de Componentes

Principales
e 1
e 2
® 3
)

10
J

PC 2 (93%)

-15 -10 -5 0 5 10

PC 1 (17.6%)

Figura 5. Andlisis de Components Principals entre los grupos: 1= rojo=IMC< 25, 2= verde= IMC> 30+
EHNA Negativo; 3= azul= IMC> 30+ EHNA Positivo
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Figura 6. PLSDA entre los 3 grupos. a) Imagen 2 D PLSDA, b) Variables en proyeccion mas
importantes que permiten la discriminacion entre grupos. c¢) Ajuste del modelo. d) Modelo de

validacion a través de 1000 permutaciones
11.3 Ecuaciones estructurales

Creamos 3 modelos de ecuacién estructural. En todos los modelos las acilcarnitinas se

agruparon en 4 factores, mientras que los aminoacidos se agruparon en 2 factores (ver tabla
1).

Hipotesis 1.

En la primera hipotesis se propuso que OB ocasiona exceso de acidos grasos libres que

aumenten el estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial, esto incrementara la presencia de AC
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circulantes. Las AC induciran aumento de INFL y también habra incremento en AA. Lo
anterior inducira EHNA y IR. En este modelo se obtuvo un RMSEA de 0.076 (0.069, 0.082).
Los B estandarizados y no estandarizados se pueden observar en la Figura 7 y Tabla 3.
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Figura 7. Hipétesis 1. Circulos= variables latentes, rectangulos= variables observadas, e=
término de error. AC1, AC2, AC3 Y AC4. Factores de agrupacion de acilcarnitinas. AA1 Y AA2
factores de agrupacion de aminoéacidos. OB= obesidad, IMC= indice de masa corporal.
Cintura= circunferencia de cintura., % Grasa = % de grasa total. AC1, AC2, AC3 y AC4=
factores de agrupacion de acilcarnitinas C2-C18:2. AA1 y AA2 factores de agrupacion de
aminoacidos. ALA= alanina, CIT= citrulina, MET= metionina, TYR= tirosina, ORN= ornitina,
PRO= prolina, ARG= arginina, GLY= glicina, LEU= leucina, PHE= felialanina, VAL= valina.
PCR= Proteina C reactiva. INFL= macadores inflamatorios, TNF-a = Factor de necrosis
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tumoral

>0.2

alpha, IL-6=

Interleucina 6.

Tabla 3. Estimados de hipodtesis 1.

USG: ultrasonido de higado. ALT= Alanina
aminotransferasa, AST=Aspartato aminotransferasa. Las lineas en negritas = B estandarizado

Factores/variables B B std S.E Valor-p
AAl 0.705 0.369 0.181 <0.001
AA2 0.337 0.436 0.087 <0.001
Cintura 0.886 0.804 0.109 <0.001
AC2 0.031 0.021 0.14 0.823
OB AC3 0.284 0.251 0.091 0.002
IMC 1.265 0.936 0.142 <0.001
Grasa 1 0.654
INFL -1.661 -0.351 1.576 0.292
PCR 3.268 0.819 0.848 <0.001
AC1 -0.065 -0.134 0.091 0.474
AC2 0.518 0.653 0.135 <0.001
AC3 0.179 0.301 0.046 <0.001
ARG 1 0.843
GLY 0.312 0.54 0.046 <0.001
AAL INFL -1.655 -0.669 0.686 0.016
LEU 0.798 0.976 0.048 <0.001
IR 0.14 0.082 0.344 0.684
PHE 0.794 0.902 0.055 <0.001
VAL 0.58 0.883 0.053 <0.001
AC1 0.779 0.649 0.275 0.005
AC2 -0.839 -0.428 0.309 0.007
AC4 0.512 0.278 0.18 0.004
AMD ALA 1.242 0.819 0.183 <0.001
CIT 1 0.558
INFL 2.982 0.488 1.917 0.12
IR -1.719 -0.407 0.992 0.083
MET 0.816 0.526 0.16 <0.001
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ORN 1.969 0.794 0.294 <0.001
PRO 1.434 0.643 0.244 <0.001
TYR 1.54 0.885 0.218 <0.001
Cc2 2.471 0.81 0.364 <0.001
c3 2.324 0.982 0.345 <0.001
c4 1 0.543
AC1
EHNA -0.027 -0.058 0.042 0.514
INFL 1.174 0.23 0.655 0.073
IR 0.31 0.088 0.428 0.469
C10 1.264 0.832 0.138 <0.001
C10:1 0.605 0.71 0.075 <0.001
C10:2 0.317 0.306 0.092 <0.001
C12 0.908 0.854 0.097 <0.001
C12:1 0.671 0.815 0.075 <0.001
Ci4 0.694 0.53 0.117 <0.001
AC2 Cl4:1 0.857 0.864 0.091 <0.001
C14:2 1 0.695
c5 0.593 0.48 0.108 <0.001
Cé 0.557 0.455 0.109 <0.001
C8 1.075 0.684 0.141 <0.001
EHNA -0.442 -1.522 0.201 0.028
IR 1.559 0.723 4.696 0.74
co 0.707 0.594 0.102 <0.001
C16 1 0.753
Cl6:1 1.016 0.248 0.359 0.005
C18:1 1.267 0.848 0.127 <0.001
AC C18:2 1.16 0.656 0.154 <0.001
EHNA 1.351 3.484 0.553 0.015
INFL 1.993 0.478 1.422 0.161
IR -4.987 -1.731 14.397 0.729
EHNA -0.747 -2.416 0.325 0.021
C18 1 0.705
AC4 C18:10H 3.704 0.287 1.263 0.003
INFL -1.51 -0.454 1.154 0.191
IR 3.187 1.387 8.052 0.692
EHNA ALT 2.81 0.48 0.637 <0.001
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AST 1 0.289
INFL 0.976 0.091 3.685 0.791
IR 0.491 0.066 10.24 0.962
NAFLD 9.946 0.838 3.272 0.002
PCR -1.73 -0.191 1.939 0.372

TNFa 1 0.822

INFL

IL6 0.477 0.396 0.257 0.064

Tabla 3. Modelo 1, Hipotesis 1. B estandarizada (B std) y no estandarizada (). OB=
obesidad, IMC= Indice de masa corporal. Cintura=circunferencia de cintura. % Grasa = % de
grasa total. AC1, AC2, AC3 y AC4= factores de agrupacion de acilcarnitinas C2-C18:2. AA1
y AA2 factores de agrupacion de aminoacidos. ALA= alanina, CIT= citrulina, MET= metionina,
TYR= tirosina, ORN= ornitina, PRO= prolina, ARG= arginina, GLY= glicina, LEU= leucina,
PHE= fenilalanina, VAL= valina. PCR= Proteina C reactiva. INFL= Marcadores inflamatorios,
TNF-a = Factor de necrosis tumoral alpha, IL-6= Interleucina 6. USG: ultrasonido de higado.

ALT= Alanina aminotransferasa, AST=Aspartato aminotransferasa
Hipotesis 2.

Si FHOB produce aumento en la concentracién de AA libres en suero, tal vez por defecto en
la utilizacion, esto va a inducir disminucién en IR. También va a provocar aumento en las AC
gue inducird EHNA y OB. A pesar de que esta hipétesis pudo ser demostrada en el modelo

simulado; al realizarlo con datos reales, no convergié
Hipotesis 3.

Si FHOB afecta la concentracién de AA y AC en suero, ambas llevaran al aumento de INFL,
EHNA y OB. Todos estos fendbmenos explicaran RI. La OB sera un epifendmeno asociado al
aumento de &cidos grasos libres. El RMSEA de este modelo fue 0.072 (0.067, 0.078). Los

resultados se muestran en la Figura 8 y los estimados en la Tabla 4.
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Figura 8. Modelo 2. Hipotesis 3. SEM. Circulos= variables latentes, rectangulos= variables
observadas, e= término de error. AC1, AC2, AC3 Y AC4. Factores de agrupacion de
acilcarnitinas. AA1 Y AA2 factores de agrupacion de aminoacidos. FHOB= historia familiar de
obesidad. Indirecto= historia familiar de obesidad de segundo grado, Padre= historia familiar
de obesidad del padre. Madre= historia familiar de obesidad materna. OB= obesidad, IMC=
indice de masa corporal. Cintura= circunferencia de cintura, % grasa= % de grasa total. AC1,
AC2, AC3 y AC4= factores de agrupacion de acilcarnitinas C2-C18:2. AA1l y AA2 factores de
agrupacion de aminoacidos. ALA= alanina, CIT= citrulina, MET= metionina, TYR= tirosina,
ORN= ornitina, PRO= prolina, ARG= arginina, GLY= glicina, LEU=
VAL= valina. PCR= Proteina C Reactiva.

leucina, PHE= fenilalanina,
INFL= macadores inflamatorios, TNF-a = Factor de

necrosis tumoral alpha, IL-6= Interleucina 6. USG: ultrasonido de higado. ALT= Alanina
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aminotransferasa, AST=Aspartato aminotransferasa. Las lineas en negritas = B estandarizado

>0.2

Tabla 4. Estimados de hipotesis 3

Factores/variables B B std S.E Valor-p
AC1 -0.021 -0.05 0.053 0.698
AAl -0.084 -0.104 0.094 0.369
AA2 0.001 0.004 0.038 0.973
AC2 0.028 0.042 0.09 0.753
FHOB AC3 0.077 0.15 0.074 0.3
AC4 0.106 0.182 0.09 0.238
Padre 0.949 0.453 0.345 0.006
Indirecto 1.282 0.476 0.458 0.005
Madre 1 0.429
OB 0.14 0.324 0.063 0.027
INFL -0.705 -0.3 0.368 0.055
ARG 1 0.833
GLY 0.313 0.528 0.047 <0.001
AAL LEU 0.801 0.976 0.05 <0.001
PHE 0.796 0.897 0.058 <0.001
VAL 0.582 0.878 0.055 <0.001
ALA 1.241 0.807 0.191 <0.001
CIT 1 0.543
EHNA 0.323 0.208 0.281 0.25
IR -1.61 -0.367 0.529 0.002
AA2 MET 0.828 0.519 0.168 <0.001
o]} 0.36 0.273 0.222 0.104
ORN 1.973 0.784 0.308 <0.001
PRO 1.446 0.634 0.255 <0.001
TYR 1.553 0.883 0.229 <0.001
AA2 0.372 0.475 0.093 <0.001
AAl 0.692 0.355 0.178 <0.001
Cc2 2.432 0.82 0.35 <0.001
AC1 c3 2.233 0.967 0.324 <0.001
ca 1 0.556
INFL 1.49 0.326 0.6 0.013
IR 0.362 0.105 0.312 0.247
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AA2 -0.096 -0.197 0.084 0.252

AA1l -0.088 -0.072 0.195 0.654

C10 1.26 0.834 0.136 <0.001

€10:1 0.603 0.711 0.074 <0.001

C10:2 0.318 0.31 0.091 <0.001

C12 0.902 0.853 0.095 <0.001

C12:1 0.668 0.815 0.074 <0.001

C14 0.692 0.532 0.116 <0.001

Ac2 C14:1 0.854 0.865 0.09 <0.001
C14:2 1 0.699

o] 0.584 0.478 0.106 <0.001

6 0.557 0.459 0.108 <0.001

8 1.076 0.689 0.139 <0.001

EHNA -0.696 -0.921 0.441 0.114

INFL -0.194 -0.068 0.471 0.68

OB -0.492 -0.767 0.36 0.171

AA2 0.47 0.732 0.351 0.18

AA1 1.192 0.748 0.767 0.121

o 0.694 0.594 0.1 <0.001
C16 1 0.766

AC3 C16:1 1.048 0.261 0.35 0.003

c18:1 1.28 0.869 0.124 <0.001

C18:2 1.156 0.665 0.149 <0.001

EHNA 3.506 3.524 1.395 0.012

OB 2.903 3.436 1.2 0.016

AA2 -0.137 -0.244 0.265 0.606

AA1l -0.373 -0.268 0.583 0.523
C18 1 0.654

AC4 C18:10H 3.779 0.273 1.308 0.004

EHNA -2.523 -2.91 1.033 0.015

IR 0.428 0.175 0.231 0.064

OB -2.142 291 0.91 0.019

INFL 5.245 1.184 2.842 0.065

Cintura 0.905 0.811 0.114 <0.001

OB IMC 1.26 0.922 0.146 <0.001
% Grasa 1 0.644

PCR 3.669 0.907 1.262 0.004

EHNA  |INFL -4.918 -1.307 2.53 0.052
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ALT 1 0.448

AST 0.339 0.258 0.083 <0.001

IR -1.048 -0.371 0.311 <0.001

EHNA 3.405 0.752 0.673 <0.001

PCR -0.929 -0.271 1.043 0.373
INEL IL6 0.581 0.442 0.219 0.008

TNFa 1 0.749

Tabla 4. Modelo 2. Hipotesis 3. B estandarizada (B std) y no estandarizada (). FHOB=

historia familiar de obesidad. Indirecto=historia familiar de obesidad de segundo grado, Padre=

historia familiar de obesidad del padre. Madre= historia familiar de obesidad materna. OB=

obesidad, IMC= indice de masa corporal. Cintura=circunferencia de cintura. % Grasa = % de

grasa total. AC1, AC2, AC3 y AC4= factores de agrupacion de acilcarnitinas C2-C18:2. AA1

y AA2 factores de agrupacion de aminoacidos. ALA= alanina, CIT= citrulina, MET= metionina,

TYR= tirosina, ORN= ornitina, PRO= prolina, ARG= arginina, GLY= glicina, LEU= leucina,

PHE-= fenilalanina, VAL= valina. PCR= Proteina C reactiva. INFL= Marcadores inflamatorios,

TNF-a = Factor de necrosis tumoral alpha, IL-6= Interleucina 6. USG: ultrasonido de higado.

ALT= Alanina aminotransferasa, AST=Aspartato aminotransferasa

En base al resultado de los modelos previos en donde se demostré que FHOB no predice con

B std > 0.2 AC y AA pero si OB se cred una cuarta hipotesis y tercer modelo en donde en
donde FHOB predice OB y esta predice AA y AC y subsecuentemente INFL, EHNA e IR. El

RMSEA de este modelo fue 0.075 (0.069, 0.081) (Figura 9, Tabla 5).

42



Indirecto

@J

;

e 0 0w

8
. &
Cintura
Ly

22
ARG A [vaL
5
b : o
. > g
. 5B
o

SRV A\NN

H@&@@@@

®

®

Figura 9. Modelo 3. Hipo6tesis 4. SEM. Circulos= variables latentes, rectangulos= variables
observadas, e= término de error. AC1l, AC2, AC3 Y AC4. Factores de agrupacion de
acilcarnitinas. AA1 Y AA2 factores de agrupacion de aminoacidos. FHOB= historia familiar de
obesidad. Indirecto= historia familiar de obesidad de segundo grado, Padre= historia familiar
de obesidad del padre. Madre= historia familiar de obesidad materna. OB= obesidad, IMC=
indice de masa corporal. Cintura= circunferencia de cintura, % grasa= % de grasa total. AC1,
AC2, AC3 y AC4= factores de agrupacion de acilcarnitinas C2-C18:2. AA1l y AA2 factores de
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agrupacion de aminoacidos. ALA= alanina, CIT= citrulina, MET= metionina, TYR= tirosina,
ORN= ornitina, PRO= prolina, ARG= arginina, GLY= glicina, LEU= leucina, PHE= fenilalanina,
VAL= valina. PCR= Proteina C Reactiva. INFL= macadores inflamatorios, TNF-a = Factor de
necrosis tumoral alpha, IL-6= Interleucina 6. USG: ultrasonido de higado. ALT= Alanina
aminotransferasa, AST=Aspartato aminotransferasa. Las lineas en negritas = B estandarizado
>0.2

Tabla 5. Hipotesis 4

Factores/variables B B std S.E p-value
OB 0.069 0.223 0.047 0.138
FHOB Padre 0.808 0.548 0.455 0.076
Indirecto 1 0.527
Madre 0.451 0.274 0.254 0.076
AC1 -0.065 -0.134 0.091 0.476
AC2 0.517 0.651 0.135 <0.001
AC3 0.179 0.302 0.046 <0.001
ARG 1 0.843
GLY 0.312 0.54 0.046 <0.001
AAl INFL -1.654 -0.667 0.686 0.016
LEU 0.798 0.976 0.048 <0.001
IR 0.14 0.082 0.344 0.684
PHE 0.794 0.902 0.055 <0.001
VAL 0.58 0.883 0.053 <0.001
AC1 0.778 0.649 0.275 0.005
AC2 -0.836 -0.427 0.309 0.007
AC4 0.512 0.278 0.18 0.004
ALA 1.242 0.819 0.183 <0.001
AAD CIT 1 0.558
INFL 2.973 0.485 1.916 0.121
IR -1.719 -0.407 0.992 0.083
MET 0.816 0.526 0.16 <0.001
ORN 1.969 0.794 0.294 <0.001
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PRO 1.434 0.643 0.244 <0.001
TYR 1.54 0.885 0.218 <0.001
Cc2 2.471 0.81 0.364 <0.001
c3 2.323 0.982 0.344 <0.001
ca 1 0.543

AC1 EHNA -0.027 -0.056 0.042 0.528
INFL 1.168 0.229 0.654 0.074
IR 0.3 0.085 0.401 0.454
C10 1.264 0.832 0.138 <0.001
C10:1 0.605 0.71 0.075 <0.001
C10:2 0.317 0.306 0.092 <0.001
C12 0.908 0.854 0.097 <0.001
Ci12:1 0.671 0.815 0.075 <0.001
Ci4 0.694 0.53 0.117 <0.001

AC2 Ci14:1 0.857 0.864 0.091 <0.001
C14:2 1 0.695
c5 0.593 0.48 0.108 <0.001
C6 0.557 0.455 0.109 <0.001
C8 1.075 0.684 0.141 <0.001
EHNA -0.437 -1.506 0.199 0.028
IR 1.432 0.664 4.097 0.727
EHNA 1.339 3.451 0.548 0.015
INFL 1.997 0.478 1.428 0.162
C16 1 0.753
C18:1 1.267 0.848 0.127 <0.001

AC C18:2 1.16 0.656 0.154 <0.001
Ci6:1 1.016 0.248 0.359 0.005
IR -4.605 -1.599 12.573 0.714
Co 0.707 0.594 0.102 <0.001
EHNA -0.74 -2.394 0.321 0.021
C18 1 0.706

AC4 C18:10H 3.704 0.287 1.262 0.003
INFL -1.522 -0.457 1.157 0.188
IR 2.975 1.296 7.035 0.672
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AAl 0.7 0.368 0.181 <0.001
AA2 0.336 0.435 0.087 <0.001
Cintura 0.885 0.805 0.109 <0.001
AC2 0.033 0.022 0.14 0.812
OB

AC3 0.286 0.252 0.09 0.002
IMC 1.261 0.935 0.141 <0.001
% Grasa 1 0.656

INFL -1.554 -0.329 1.542 0.314
PCR 3.237 0.813 0.829 <0.001
ALT 2.81 0.48 0.637 <0.001
AST 1 0.289

INFL 0.76 0.071 3.612 0.833

EHNA
IR 0.244 0.033 8.987 0.978
EHNA 9.947 0.839 3.276 0.002
PCR -1.661 -0.183 1.893 0.38
IL6 1 0.824
INFL
TNFa 0.475 0.395 0.258 0.065

Tabla 5. Modelo 3, Hipotesis 4. B estandarizada (B std) y no estandarizada (). FHOB=
historia familiar de obesidad. Indirecto=historia familiar de obesidad de segundo grado, Padre=
historia familiar de obesidad del padre. Madre= historia familiar de obesidad materna. OB=
obesidad, IMC= indice de masa corporal. Cintura=circunferencia de cintura. % Grasa = % de
grasa total. AC1, AC2, AC3 y AC4= factores de agrupacion de acilcarnitinas C2-C18:2. AA1
y AA2 factores de agrupacion de aminoacidos. ALA= alanina, CIT= citrulina, MET= metionina,
TYR= tirosina, ORN= ornitina, PRO= prolina, ARG= arginina, GLY= glicina, LEU= leucina,
PHE-= fenilalanina, VAL= valina. PCR= Proteina C reactiva. INFL= Marcadores inflamatorios,
TNF-a = Factor de necrosis tumoral alpha, IL-6= Interleucina 6. USG: ultrasonido de higado.

ALT= Alanina aminotransferasa, AST=Aspartato aminotransferasa

Resumen de Ecuaciones estructurales
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El modelo que presenté un mayor ajuste fue el tercer modelo que correspondio a la tercera
hipotesis, donde se propone que FHOB determina la concentracion de AA libres en suero y
AC que se asocia a una disminucién en la sensibilidad a la insulina, incremento de citocinas
inflamatorias, obesidad y EHNA. Sin embargo, las B estandarizadas FHOB hacia la
concentracion de AC y AA no alcanzaron el valor > 0.2. FHOB predijo fenotipo de obesidad
obtuvo una 3 estandarizada de 0.3 por lo que se requirio crear un cuarto modelo en donde se
demostré que la HFOB es capaz de predecir el fenotipo de obesidad y ésta ultima predice las
concentraciones de AA y AC las cuales se asocian a citosinas inflamatorias, EHNA y

resistencia a la insulina.

12.Discusion.

Los modelos de SEM evaluaron hipotéticas relaciones causales entre FHOB, OB,
metabolémica de AAy AC, INFL, IR y EHNA, encontrandose que FHOB predice OB.

En nuestro estudio los métodos estadisticos clasicos como ANOVA, chi-cuadrada, PCA y
PLSDA, demostraron diferencias demogréficas, clinicas y metabdlica entre G1,G2 y G3; sin
embargo, no dieron informacién respecto a las relaciones biolégicas y clinicas de las variables.
Las SEM permitieron probar viejos y nuevos paradigmas. De acuerdo al disefio de nuestros
modelos, se obtuvo buena cohesion de variables, pequefios errores en la estimacion dado la
estricta aplicaciéon de criterios de seleccion de la muestra, buenos tamafios de efecto, soporte
bioldgico y correlaciones novedosas entre las variables. Este es de los primeros estudios

analizados de esta manera en poblacion mexicana.

El primer modelo propuso que la obesidad resultado del desbalance positivo de energia
genera expansion de tejido adiposo, aumento de acidos grasos libres y alteracion en la B
oxidacion mitocondrial que genera incremento en AC. Un incremento en AA predice
incremento de alfa-cetoacidos que genera incremento de acilcarnitinas, sobre todo de cadena

lata. Esta alteracion metabdlica se asocia a un proceso inflamatorio EHNA e IR.

Se ha publicado mayor concentracion de aminoacidos de cadena ramificada derivado de

acilcarnitina C3- C5, asi como C6 y C8 en pacientes con obesidad y diabetes. La
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concentracion de aminoacidos de cadena ramificada se han asociado con el desarrollo de
diabetes (29).

Nuestro modelo demostré no solo los aminoacidos de cadena ramificada si no todos los
medidos, relacionarse con obesidad. Los aminoécidos agrupados en el factor AA2 predijeron
indice de Matsuda. Un estudio en poblacion china e hindi demostrd una correlacion positiva
entre HOMA, alanina, prolina, valina y leucina (47). Se ha publicado que el incremento en la
concentracion de aminoécidos de cadena ramificada se asocia a resistencia a la insulina a
través de un estado de fosforilacion crénica de mTOR, c-Jun y el receptor de insulina 1.
También una disminucién en la fosforilacion de tirosina de IRS-1 e IRS-2; disminucion en la
unién de grb2 y p85 de PI3k hacia IRS-1 (18). Los mecanismos asociados del resto de los

aminoacidos que no son de cadena ramificada requiere investigacion a futuro.

En EHNA existen mayores concentraciones circulantes de glutamina, metionina, alanina,
lisina, arginina, fenilalanina, tirosina, valina e isoleucina (23). En nuestro estudio se confirmo
esta relacion con arginina, alanina , fenilalanina, tirosina, valina, pero también se encontro
citrulina y ornitina. Esta ultima se encontré mas alta en el grupo con obesidad y EHNA pero
estuvo mas baja en los pacientes con obesidad sin EHNA en comparacién con los controles
delgados. Recientemente se ha reportado que la enzima ornitincarbomiltransferasa refleja

dafio hepatico ocasionado por TNF-a en ratones con EHNA y obesidad (48).

La relacién entre aminoacidos y marcadores inflamatorios ha sido estudiada previamente en
una poblacion China donde histidina y arginina se asocian negativamente con IL-6 y PCR en
mujeres obesas (49). Nosotros encontramos hallazgos similares en nuestros estudios.

En otro estudio ratones C57BL/6J alimentados con dieta alta en grasa fueron comparados con
controles sanos. Niveles de mMRNA de los genes que se asocian a aminoacidos de cadena
ramificada / ciclo de krebs fueron medidos, demostrando que con dosis ascendentes de TNFaq,
IL-6, IL-1B, e IFN-y en el tejido adiposo visceral existe una disminucion en el metabolismo de

estas vias metabolicas (30).

En obesidad las acilcarnitinas de cadena corta pueden reflejar el exceso de flujo lipidico,
sobrecarga de la B-oxidacion, oxidacion incompleta u oxidacion de aminoéacidos (45). En la

actualidad no existe evidencia directa del efecto de las acilcarnitinas de cadena corta en
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resistencia a la insulina. Nosotros no encontramos la posibilidad de sustentar esta relacion en

nuestros modelos (3 estandarizadas <0.2).

Se ha reportado que los pacientes con obesidad tienen menos carnitina palmitoiltransferasa 1
(CPT1) y citrato sintestasa que promueve menor oxidacion de acidos grasos y un incremento
en acilcarnitinas de cadena larga (50). Estas ultimas en mdultiples estudios si han podido ser
vinculadas directamente con resistencia a la insulina (51). Nosotros si pudimos encontrar una

correlacion directa con obesidad e indice de Matsuda.

Los pacientes con EHNA tienen mayor niveles de acilcarnitinas libres, C3-C5 y acilcarnitinas
de cadena larga como C16, C18, C18:2 (22). Un Modelo en ratones encontré una asociacion
entre C:10 y EHNA (16). En nuestro estudio las acilcarnitinas libres fueron mas altas en EHNA
y las acilcarnitinas de cadena media y larga predijeron negativamente EHNA. La diferencia en
el perfil metabolomico de acilcarnitinas entre pacientes con esteatosis hepatica y
esteatohepatitis ha sido estudiado previamente demostrando que no hay diferencia en dicho
perfil (22,52).

Los estudios han sugerido la posibilidad de que las acilcarnitinas participen en inflamacién. Un
estudio que utiliz6 medula 6sea de raton proboé la posibilidad de polariazcion de macrofagos
tipo 1 y produccion de citosinas tales como IL-3, IL-6, IL-12, IL-11, IL-16, IL-23 y TNFa al
exponerse a altas dosis de acilcarnitina C12. Esto promovié la regulacion de AMPK (28). En
un estudio piloto donde se utilizé macréfagos de celulas murinas C12-C14 estimularon NKFB
hasta 200% (53,54). Nuestros modelos demostraron por primera vez que las acilarnitinas de
cadena corta se correlacionan con IL-6 TNFa. Se requieren modelos experimentales para
demostrar si Cd2-C4 estimulan marcadores inflamatorios directamente o si es a través de las
vias metabdlicas de aminoéacidos de cadena ramificada. Nuevos modelos se deben de realizar
para estudiar la relaciéon entre INFL, AC, EHNA cuyas relaciones no necesariamente son

proporcionales al IMC

La Historia Familiar es un estimador de la predisposicion genética, epigenética y desarrollo

fetal y.
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Nuestro segundo modelo no convirgio y el tercero fue insuficiente en demostrar que FHOB
tuviera un efecto en la variana de AC y AA; sin embargo, FHOB si demostré ser capaz de
explicar la varianza de OB directamente por lo que se requirié la construccion de un cuarto
modelo en donde FOH explica la varianza de OB y posteriormente OB los cambios en las

concentraciones en sangre de AA, AC y posteriormente los cambios en INFL, PCR y EHNA.

Finalmente lo novedoso de nuestros resultados fue que FHOB predice OB y que esta ultima
resulta de la disrupcion en la regulacion de enzimas y vias metabdlicas clave que genera

alteracion en AAy AC en plasma.

No incluimos al grupo con IMC< 25 con EHNA positivo, porque la fisiopatologia de este tipo
de esteatosis hepética parece ser indpendiente de OB e IR. Este grupo merece un estudio

complementario en el futuro (55-57).

Como limitantes a nuestro estudio consideramos el disefio transversal, la mayor prevalencia
de mujeres que refleja el mayor interes de este grupo en participar en estudios de
investigacion. La definicion FHOB de manera dicotdmica, que puede producir inestabilidad
leve en la precisién de los coeficientes; sin embargo, creemos que el efecto fue minimo y
metodolégicamente tolerable. Se requiera otro tipo de estudios como secuenciacién genética
completa para valorar de a profundida la historia familiar de obesidad. También sabemos que
el ultrasonido hepatico pese a su buena sensibilidad y especificidad (58) no es el estandar de
oro en el estudio de EHNA. Consideramos que por la naturaleza de nuestros pacientes no es

ético la realizacién de biopsia en todos ellos.
12.1 Proyecciones a futuro.

Un modelo longitudinal donde se integren multiples émicas como: gendmica, transcriptomica,
metabolémica y microbioma serian de utilidad en la generacion de nuevos modelos integrados

gue nos ayuden a entender la fisiopatologia de la OB, IR y EHNA.

Este tipo de modelos pueden determinar la base para la construccion posterior de modelos

dinamicos tales como ecuaciones diferenciales.

13.Conclusioén.
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Nuestro estudio soporta a través de las SEM que FHOB predice OB. Esta Ultma resulta en una
disrupcion severa en la regulacion de vias metabdicas y enzimaticas claves que predice

alteraciones en AC y AAy se asocian a INFL, IR y EHNA.
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