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Resumen

Recientemente se ha demostrado que los individuos portadores del haplotipo de riesgo en
SLC16A11 presentan menor accion insulinica. Esta bien establecido que la resistencia a la
insulina juega un papel crucial en la esteatosis hepatica no alcohdlica. El presente estudio tiene
como objetivo conocer el grado de esteatosis hepatica no alcohdlica y fibrosis hepatica en los
individuos portadores y no portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11. Objetivo: Comparar
el contenido de grasa intrahepatica entre los individuos portadores y no portadores del haplotipo
de riesgo en SLC16A11. Metodologia: Estudio transversal y comparativo individuos mexicanos
mayores de 18 afios que cumplieron con los criterios de inclusién donde en una visita se
obtuvieron datos demograficos, antropométricos, muestras bioquimicas y genotipificacion. En
una segunda visita se realiz6 elastografia transitoria para valorar el grado de esteatosis y fibrosis
hepatica. Resultados: Se incluyeron 982 sujetos de los cuales 609 (62.0%) eran mujeres, con
una mediana de edad de 44.1 (29.8-54.3) afos. El indice de masa corporal promedio fue 27.7 +
5.1 kg/m?. Entre estos individuos, 378 (57.3%) tenian sobrepeso y 282 (42.7%) obesidad. La
concentracién de insulina y ALT fue mayor en los portadores de haplotipo de riesgo, mientras
que el colesterol total y el colesterol LDL fueron mayores en los no portadores. El colesterol HDL
fue mayor en las mujeres no portadoras. Se incluyeron 760 sujetos tras el pareamiento por
puntaje de propension. Los parametros antropomeétricos y bioquimicos tras el pareamiento no
difirieron entre los portadores de haplotipo de riesgo y los no portadores, excepto en el c-LDL y
la concentracion de apo B, que fueron mas altos en los portadores del haplotipo de riesgo. La
distribucion de diferentes grados de esteatosis en los participantes después del pareamiento por
puntaje de propension fue: S0= 312 (43.3%) S1 =95 (13.2%), S2 =68 (9.4%) y S3 = 245 (34.0%).
En el modelo ajustado por edad, sexo, IMC y HbA1c, el riesgo de esteatosis fue de 2.48 (2.60-
180) en los individuos portadores en comparacion a los individuos no portadores del haplotipo de
riesgo en SLC16A11. Conclusién. Los individuos portadores del haplotipo de riesgo en
SLC16A11 tienen mayor riesgo de esteatosis hepatica y de alteraciones bioquimicas que indican
resistencia a la insulina en comparacion a los no portadores.



1. Fundamento tedrico

1.1 Higado graso no alcohdlico y factores genéticos

La NAFLD (NAFLD, nonalcoholic fatty liver, por sus siglas en inglés) es unas de las
principales hepatopatias en el occidente (1). Los principales factores de riesgo para su
desarrollo incluyen obesidad central, diabetes tipo 2 (T2D, type 2 diabetes, por sus siglas en
inglés), dislipidemia y sindrome metabdlico (2). Su definicidon consiste en la presencia de un
depdsito de grasa en >5% de los hepatocitos (3), con o sin inflamacién y fibrosis. Ademas,
no debe existir una causa secundaria de esteatosis hepatica (por ejemplo, consumo excesivo
de alcohol). La NAFLD abarca un espectro de alteraciones (4) que van desde higado graso
no alcohdlico, esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, nonalcoholic steatohepatitis, por sus
siglas en inglés) hasta llegar a cirrosis con riesgo de desarrollar carcinoma hepatocelular. En
la NAFLD, la esteatosis hepatica esta presente sin evidencia de inflamacion significativa,
mientras que en la NASH, la esteatosis esta asociada a inflamacién que puede ser
histolégicamente indistinguible de la esteatohepatitis alcohdlica (1, 5).

La disfuncion del tejido adiposo es unos de los principales causantes del desarrollo de
trastornos metabdlicos que incluyen la NAFLD vy resistencia a la insulina (IR, insulin
resistance, por sus siglas en inglés). En presencia de obesidad, el exceso de acidos grasos
libres (FFAS, free fatty acids, por sus siglas en inglés) a nivel hepatico incrementa la sintesis
de lipidos, la gluconeogénesis y contribuye al desarrollo de un estado inflamatorio (6-8).

Sin embargo, la NAFLD es una enfermedad compleja y multifactorial donde la mitad de la
variabilidad del contenido hepatico de grasa puede explicarse por factores genéticos, que
también pueden influir en el riesgo de enfermedades metabdlicas y de fibrosis hepatica (9).
Estudios realizados en gemelos de diferentes poblaciones demostraron que las enzimas
hepaticas que podrian reflejar el contenido hepatico de grasa en individuos no alcohdlicos y
sin hepatitis viral presentaban desde 35% hasta 61% de heredabilidad (10, 11). Ademas, se
ha demostrado que los pacientes con familiares de primer grado con NAFLD presentan un
riesgo mas elevado de presentar esta enfermedad en comparacion con la poblacion general
(12, 13).

Estudios epidemioldgicos han demostrado gran variabilidad en individuos de diferentes etnias
en cuanto a la susceptibilidad para la NAFLD y NASH (14, 15). Los individuos descendientes
de la poblacion hispana en los Estados Unidos presentan mayor riesgo en comparacion con
los individuos de ascendencia europea. La variabilidad del riesgo entre las etnias se debe a
factores genéticos conocidos, que incluyen la variacion en el gen PNPLA3 (Patatin-like
phospholipase domain-containing protein 3, por sus siglas en inglés). Numerosos estudios
han demostrado la asociacion del polimorfismo en PNPLA3 y NAFLD en la poblacién
mexicana con una frecuencia del alelo de riesgo hasta del 59% (16-20). Este polimorfismo es
el resultado de la sustitucion de la isoleucina por la metionina en la posicion 148 (1148M) (21).
La PNPLAS tiene actividad de esterasa de triglicéridos y de retinil palmitato. El polimorfismo
conduce a la pérdida de funcién de esta enzima que resulta en alteracion en el catabolismo
de lipidos, remodelado de gotas lipidicas y secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) (22-24). Lo anterior contribuye la acumulacion de triglicéridos en las células
hepaticas.



Oftras de las variantes genéticas que impactan el riesgo de NAFLD incluyen el gen TM6SF2
(Transmembrane 6 superfamily member 2) tales como la sustitucién de acido glutamico por
lisina en la posicion 167 (E167K). Lo anterior resulta en la pérdida de la funcién del gen
ocasionado incremento del contenido de triglicéridos y menores concentraciones de
lipoproteinas circulantes. De manera interesante, los portadores de esta mutacion presentan
mayor riesgo de enfermedad hepatica pero menor riesgo de eventos cardiovasculares (25-
27).

1.2 Transportadores de acidos monocarboxilicos
Los acidos monocarboxilicos incluyen al piruvato, lactato y cuerpos cetdnicos. Tienen un
papel fundamental en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y aminoacidos y deben
ser transportados a través de la membrana plasmatica (28, 29). Lo anterior esta mediado por
los transportadores de monocarboxilados asociados a protones (MCTs, monocarboxylate
transporters, por sus siglas en inglés) que pertenecen a una familia de transportadores de
proteinas también conocida como SLC16. La nomenclatura de MCT y SLC16 es confusa
debido a que los MCT fueron nominados en orden de su caracterizacién a nivel funcional
mientras que los numeros SLC16 fueron asignados a medida que las secuencias de ADN
estuvieron disponibles (29). Todos los miembros de la familia presentan 12 hélices
transmembranales con los terminales C- y N- intracelulares junto con un bucle citosélico entre
las hélices transmembranales 6 y 7 (30, 31).

Hasta la fecha cuatro miembros de la familia de estos transportadores han sido demostrados
y bien caracterizados en humanos que codifican proteinas que transportan monocarboxilados
e incluyen al SLC16A1 (MTC1), SLC16A3 (MCT4), SLC16A7 (MCT2) y SLC16A8 (MCT3).
Otros miembros de la familia SLC16 que han sido caracterizados incluyen al SLC16A2 que
codifica para la MCT8 que es un transportador de alta afinidad de hormonas tiroideas y
SLC16A10 que codifica para la TAT1 y MCT10 que es un transportador de aminoacidos
aromaticos (32). El SLC16A5 codifica para el MCT6 que facilita el transporte de bumetamida
ligado a protones pero su substrato natural aun se desconoce (32). A pesar de similitudes
estructurales, los miembros de la familia SLC16 transportan diferentes substratos mediante
dos mecanismos diferentes (33). La primera clase de miembros (categoria 1) transporta
acidos monocarboxilicos simples tales como el lactato, piruvato y cuerpos ceténicos,
mediante un mecanismo acoplado a protones. Esta clase presenta cuatro miembros
conocidos que incluyen SLC16A1, SLC16A3, SLC16A7 y SLC16A8. Estos transportadores
interactuan con la basigina (BSG) y embigina (EMB) que son dos chaperonas criticas para la
localizacién de los transportadores en la membrana plasmatica (33). El segundo mecanismo
no esta acoplado a protones.

1.3 SLC16A11 y sus efectos en el metabolismo de lipidos a nivel hepatico.
El metabolismo de los lipidos ocurre principalmente en el reticulo endoplasmico (ER,
endoplasmic reticulum, por sus siglas en inglés) a nivel hepatico, donde residen varias
enzimas involucradas (34). El control de los niveles de colesterol celular ocurre en el ER
mediante vias que detectan los niveles de colesterol o derivados dentro de la membrana del
ER y transmiten sefales de sintesis y eliminacion del colesterol.

El transportador codificado por SLC16A11 cataliza el transporte de piruvato a través de la
membrana plasmatica (35). Williams et al., encontré que la expresion de SLC16A11 esta co-
localizada en el ER con la proteina calnexina (36). Asimismo, la sobreexpresién de la
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SLC16A11 resulta en el incremento de niveles de triacilglicerol, leve incremento de niveles
de intracelulares de diacilglicerol y disminucién de la lisofosfatidilcolina, ésteres de colesterol
y esfingomielina. Ademas, su expresion se encontré en el higado, glandulas salivales y
tiroides (36).

1.4 Evaluacion de la NAFLD mediante la elastografia transitoria (Fibroscan®)

En la mayoria de los pacientes se sospecha NAFLD debido al hallazgo casual de
anormalidades de las pruebas de funcionamiento hepatico que incluyen incremento de las
transaminasas generalmente no mas de 2 a 3 veces el valor normal, con un cociente
ALT/AST superior a 1 y/o elevacién de la GGT o fosfatasa alcalina (37) en ausencia de
causas identificables de higado graso (alcohol, virus, medicamentos o autoinmunidad). El
diagnéstico de certeza de la NAFLD es mediante la realizacién de la biopsia hepatica y al
mismo tiempo la biopsia permite establecer la gravedad. Sin embargo, lo anterior presenta
limitaciones ya que la muestra hepatica obtenida representa una de 50,000 partes del higado
y la distribucion de la lesién puede ser heterogénea (38), ademas por lo invasivo y las
diferencias inter-observador (39). En la practica clinica, la ultrasonografia (US) es una
herramienta comunmente utilizada para diagnosticar higado graso. Sin embargo, algunas de
sus limitaciones incluyen la dependencia en el operador, pobre reproducibilidad para
cuantificar el contenido de grasa y baja sensibilidad para detectar esteatosis leve (40, 41).

Unos de los avances mas significativos para el diagnostico de NAFLD es la elastometria o
elastografia de transicion unidimensional (Fibroscan®) descrita por primera vez en el 2013
(42). El Fibroscan® consiste en un transductor de ultrasonido (5 MHz de frecuencia) que se
acopla sobre el eje de un vibrador. El transductor se coloca sobre la piel a nivel del espacio
intercostal (tipicamente entre el 9no al 11vo) que coincide con el l6bulo derecho hepatico.
Con la visualizacién de una imagen ecografica en modo tiempo-movimiento se selecciona el
area que se desea estudiar, la cual debe poseer un espesor determinado y ausencia de
estructuras vasculares importantes. Su fundamento es la medicion de la rigidez o elasticidad
de un tejido mediante la utilizacion de un pulso mecanico de vibracidon y una onda de
ultrasonido. La vibracién genera una onda elastica que se propagara a través de los tejidos
y cuya propagacion se analiza mediante la adquisicion de sefiales de ultrasonido con las que
se genera el mapa de rastreo de dicha onda elastica, de acuerdo a los parametros de
profundidad y tiempo. Con la informacién anterior, se determina la velocidad en la cual la
onda elastica se propaga y esta relacionada con la elasticidad tisular hepatica: a menor
elasticidad del tejido, mayor velocidad de propagacién de la onda (43). La elasticidad medida
por el Fibroscan® es la de un cilindro del parénquima hepatico de aproximadamente 1 cm de
diametro y 2-4 cm de longitud que equivale a un volumen 1000 veces mayor en comparacion
con la biopsia, con mayor representatividad (43). La profundidad medida comprende entre 25
y 45 mm que es la distancia que evita la interferencia del tejido subcutaneo y la capsula
hepatica en la mayoria de los pacientes adultos (42).

El valor obtenido es cuantitativo y proporcional al grado de fibrosis hepatica (44). Para cada
individuo, se efectuan diez mediciones de la elasticidad y el resultado final es la mediana de
todas las mediciones realizadas (43, 45). El Fibroscan® procesa los datos y se genera el valor
de larigidez hepatica medido en kilopascales (kPa). Los valores de elasticidad que se pueden
detectar van desde 2.5 hasta 75 kPa. En las personas sanas, este valor suele estar alrededor
de los 5.5 kPa. Los grados de fibrosis en los individuos con hepatopatia se clasifican en 4
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que van desde FO (sin fibrosis) a F4 (maxima fibrosis o cirrosis). Los valores de kPa de
acuerdo con los grados de fibrosis se enumeran a continuacion:

Menos de 7.6 kPa: FO-F1
De 7.7 a 9.4 kPa: F2

De 9.5a 14 kPa: F3

Mas de 14 kPa: F4

La tasa de fallas con el uso de Fibroscan® va desde 2.4% a 9.4% (42, 46, 47). La presencia
de ascitis puede dificultar la medicién de la elasticidad del higado debido a que las ondas de
baja frecuencia no se transmiten a través del liquido (42, 48). Otra de las causas que
obstaculizan la exploracion con el Fibroscan® son la obesidad (49) ya que la grasa interfiere
con la difusion de las ondas elasticas y de ultrasonido impidiendo la realizacién del estudio.
Los espacios intercostales estrechos también dificultan la exploracion con el Fibroscan®.

1.5 Diagnéstico no invasivo serolégico de NASH y fibrosis hepatica

El estadiaje histoldégico mediante la biopsia hepatica es unos de los principales métodos para
diferenciar la esteatosis simple de la NASH y para valorar la severidad de la fibrosis hepatica
en pacientes con NAFLD (50, 51). Sin embargo, por las dificultades y complicaciones de la
biopsia hepatica, se han utilizado marcadores subrogados no invasivos para determinar dafio
hepatico (52).

1.6 Biomarcadores de NASH

1.6.1 Biomarcadores de apoptosis de los hepatocitos. Elincremento de la apoptosis de
los hepatocitos es un mecanismo cardinal que contribuye a la progresion de NASH vy al
desarrollo de fibrosis (53). La apoptosis ocurre mediante dos vias principales: la via
extrinseca por medio de los receptores de muerte tales como Fas y la via intrinseca mediada
por el dafno mitocondrial. Ambas vias conducen a la activaciéon de la caspasa 3 la cual
fracciona a diferentes sustratos intracelulares que incluyen la proteina citoqueratina 18
(CK18, cytokeratin 18, por sus siglas en inglés) (54, 55). La concentracion sérica de
fragmentos de CK18 como un marcador no invasivo de NASH ha sido validada en multiples
estudios con una AUROC (érea bajo la curva ROC) de 0.82 (IC 95% 0.76-0.88) (3, 56). Sin
embargo, el ensayo para la medicion de los fragmentos de CK18 no esta comercialmente
disponible y no existe un punto de corte bien establecido para identificar NASH (57).
Recientemente, en una cohorte de pacientes pediatricos con NAFLD confirmado mediante
biopsia se demostrd que los niveles de fragmentos de CK18 circulante se correlacionaron
con la presencia de NASH y con sus caracteristicas histolégicas (58). Ademas, los niveles de
fragmentos de CK18 disminuyeron significativamente con la mejoria histologica hepatica en
respuesta al tratamiento en dos ensayos clinicos controlado aleatorizados que incluyeron
tanto pacientes adultos como pediatricos (59). Lo anterior indica que la concentracion de
fragmentos de CK18 puede convertirse en un biomarcador atractivo para monitorizar la
respuesta de diferentes agentes terapéuticos (60).

1.6.2 Biomarcadores del estrés oxidativo e inflamacién. El estrés oxidativo (OS,
oxidative stress, por sus siglas en inglés) juega un papel importante en la lesién de los
hepatocitos y en la progresion de la NASH (61-64), pero las especies moleculares especificas

10



aun no se han identificado. Numerosas vias de oxidacion contribuyen a la peroxidacién de
los lipidos en la NASH mediadas por procesos enzimaticos y no enzimaticos de radicales
libres. Chalsani y cols., midieron la peroxidacién lipidica sistémica en pacientes con NASH
confirmado con biopsia y controles ajustando por edad, género e indice de masa corporal y
demostraron que tanto el c-LDL y las sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico
fueron significativamente mayores en el grupo con NASH (65).

Se ha descrito incremento de los niveles de citocinas proinflamatorias tales como TNF-alfa e
interleucina 6 en NASH en comparacién con NAFLD pero las diferencias no han sido
significativas (66, 67). Otras citocinas (interleucina 1-beta, proteinas inflamatorias de
macrofagos) y adipocinas (resistina, visfatina, proteina transportadora de retinol tipo 4) han
sido estudiados como marcadores potenciales con resultados contradictorios.

1.7 indices de NAFLD y de fibrosis en NASH
Existe suficiente evidencia de que en pacientes con NAFLD la edad, obesidad y la T2D son
los principales predictores de fibrosis (68-70).

1.7.1 El panel de fibrosis hepatica europeo (ELF, European Liver Fibrosis Panel, por
sus siglas en inglés). Consiste en un algoritmo para obtener el grado de fibrosis que incluye
la edad, el acido hialurénico, propéptido amino terminal del colageno tipo Il y el inhibidor
tisular de la metaloproteinasa. Tiene adecuada sensibilidad y especificidad para la deteccién
de fibrosis en estadios 3y 4 en la NASH (71).

1.7.2 Puntuacioén de fibrosis en NAFLD (NAFLD Fibrosis Score). Se trata de un indice
calculado con una formula mediante regresion logistica que incluye la edad, glucosa, indice
de masa corporal, plaquetas, albumina y el cociente AST/ALT (72). Un valor <-1.455 se
correlaciona con la fibrosis FO-F2 (valor predictivo positivo del 85%) mientras que un valor
>0.675 con una fibrosis F3-F4 (valor predictivo negativo del 90%). Los valores intermedios
se consideran indeterminados (73).

1.7.3 indice K. Estima la presencia de esteatosis simple o cambios necroinflamatorios
y/o fibréticos en la hepatopatia del paciente con obesidad. Incluye las variables de edad,
sexo, peso, ALT y triglicéridos. Puede clasificar adecuadamente al paciente en el 73% de los

casos (74).

1.74 indice Angulo. Incluye como factores prondsticos a la edad, el cociente AST/ALT,
la obesidad y la T2D (75).

1.7.5 indice BAAT. Esta formado por cuatro factores que incluyen el IMC, edad, ALT y

triglicéridos. Un valor de 1 tiene una sensibilidad elevada pero una especificidad muy baja
mientras que el valor de 4 presenta una sensibilidad disminuida con especificidad que alcanza
al 100%. La dificultad de este indice es la interpretacion de los valores que se encuentran
entre 2y 3 (76).

1.7.6 indice BARD. Incluye el IMC, cociente AST/ALT y T2D. El valor de 3 y 4 representa
una probabilidad del 43% de presentar una esteatohepatitis con fibrosis o cirrosis. Por lo
anterior, en estos casos se requiere de una biopsia hepatica para confirmar o descartar la
presencia de hepatopatia avanzada por el bajo valor predictivo (73).

1.7.7 indice FIB-4. Su propésito inicial fue diagnosticar el grado de fibrosis en los
pacientes con virus de hepatitis C. Incluye las plaquetas, ALT, AST y la edad (77).
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1.7.8 indice HAIR. Se evaluaron tres factores prondsticos en pacientes con obesidad
morbida en quienes se realizo cirugia bariatrica que incluyen la hipertension arterial, ALT y
resistencia a la insulina. Este indice tiene una sensibilidad del 80% y una especificidad del
85% para diagnosticar NASH (78).

1.7.9 indice del higado graso (FLI, Fatty Liver Index, por sus siglas en inglés). Incluye
las variables de triglicéridos, IMC, GGT vy el perimetro abdominal. El valor de FLI menor a 30
excluye y mayor a 60 confirma la presencia de esteatosis hepatica. Una de las principales
limitaciones es que en su desarrollo el diagndstico de esteatosis se realizé por ultrasonido
hepatico (79).

1.7.10 Acumulacién de producto lipidico (LAP, Lipid Accumulation Product, por sus siglas
en inglés). Se aplicd inicialmente en un estudio poblacional para identificar trastornos
cardiometabdlicos en los Estados Unidos. Esta constituido por el perimetro abdominal y los
triglicéridos. Se concluyd que este marcador puede ser util para los médicos generales para
seleccionar a qué pacientes se le deberia realizar ultrasonido hepatico (80, 81).

1.8 indices de fibrosis en enfermedades hepaticas

1.8.1 indice AST/ALT (AAR, AST-to-ALT ratio, por sus siglas en inglés). Es el modelo
predictivo mas simple para detectar fibrosis. En los pacientes con NAFLD, el nivel de ALT es
tipicamente mas elevado que el de AST. Sin embargo, un AAR mayor de 1 sugiere la
presencia de fibrosis avanzada. El AAR tiene un valor predictivo negativo aceptable para
descartar fibrosis avanzada (82).

1.8.2 indice Fibrotest. Predice el grado de fibrosis mediante marcadores bioquimicos
indirectos de fibrosis hepatica (a2-macroglobulina, a2-globulina, haptoglobina,
apolipoproteina A1, GGT Yy bilirrubina total) junto con la edad y el sexo. Su utilidad practica
es poca debido al uso de marcadores no rutinarios (83).

1.8.3 indice AST/plaquetas (APRI, AST to platelet ratio index, por sus siglas en inglés)
e indice de Forns. El indice APRI incluye AST y plaquetas mientras que el indice de Forns
incluye edad, GGT, colesterol, plaquetas y protombina (84, 85). Ambos indices se han
comparado con el Fibrotest con resultados satisfactorios y presentan ventajas por su sencilla
realizacion (86).

1.8.4 indice de Sydney. Se han observado que los pacientes con hepatitis crénica por
VHC presentan resistencia a la insulina probablemente debido a la afeccion de la sefalizacion
intracelular (87). Por lo anterior, se desarroll6 este indice que incluye la edad, AST, colesterol,
consumo de alcohol y la resistencia a la insulina valorada mediante el modelo de evaluacion
homeostatico (HOMA, homeostatic model assessment, por sus siglas en inglés) (88).

Tabla 1. indices de fibrosis en el NASH y en otras enfermedades hepaticas

Nombre del indice

Férmula

Observaciones

Panel Europeo de fibrosis
hepatica (OELF, Original
European Liver Fibrosis

OELF =-6.38 - (Ln(edad)
*0.14) - [Ln (4cido
hialurénico) * 0.616] -

AUROC 0.87 para fibrosis avanzada en
NASH
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Panel, por sus siglas en
inglés) (71)

[Ln(propéptido amino-
terminal del colageno
tipo I1l) * 0.586] -
[Ln(inhibidor tisular de la
metaloproteinasa-1) *
0.472]

Punto de corte de 0.375
Sensibilidad del 89% y especificidad del 96%
PPV 80%, NPV 90%

Puntuacioén de fibrosis en
NAFLD (NAFLD Fibrosis
Score) (72)

-1.675 + 0.037 * edad
(afos) + 0.094 * IMC
(kg/m2) + 1.13 x
GAA/DT2 (si=1,no=0)
+0.99 * AST/ALT - 0.013
* plaquetas (*109/L) -
0.66 x albumina (g/dl)

AUROC 0.84 para fibrosis avanzada

Dos puntos de corte: -1.455y 0.676
Sensibilidad del 82% y especificidad del 98%
PPV 90%, NPV 93%

indice BAAT (76)

La puntuacién es
calculada mediante la
suma de 4 factores de
riesgos:

1. Edad = 50 afos

2. IMC = 28 kg/m?

3. Triglicéridos = 150
mg/dl

4. ALT =2 veces el
limite superior normal

AUROC 0.86
Si completa los cuatros parametros:

Sensibilidad del 14% y especificidad del
100%

PPV 100%, NPV 73%

indice FIB-4 (89)

Edad (afos) * AST
(IU/L)/plaquetas (10%L) *

AUROC 0.86 para fibrosis avanzada
Punto de corte de 1.3

ALT"2 (IU/L)
Sensibilidad del 85% y especificidad del 65%
NPV 95%
indice HAIR (78) 1. Hipertensién 22 parametros:
2. Incremento de ALT
(>40 UI/L) AUROC 0.90

3. Resistencia ala
insulina (indice >5)

a. indice de
resistencia a
la insulina 5
{(log insulina)
1 (log glucosa
plasmatica en
ayuna)} 5
1/QUICKI

Sensibilidad del 80% y especificidad del 89%
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indice del higado graso
(FLI, Fatty Liver Index, por
sus siglas en inglés) (79)

(60'953 * Loge(triglicéridos) + 0.139 *
BMI + 0.718 * Loge (GGT) + 0.053 *

(circunferencia de cintura)—15.745)/

(1 + eO.953 * Loge(triglicéridos) +
0.139 * BMI + 0.718 * Loge (GGT) +

0.053 * (circunferencia de cintura)-

15.745) * 100

AUROC 0.84

2 puntos de corte, <30 para excluir

y >60 para confirmar

Sensibilidad del 87% y especificidad del 86%

FibroTest (90)

z=4.467 x log1o
(alfa2macroglobulina
(g/L) — 1.357 x log1o
[haptoglobina(g/L)] +
[GGT (IU/L)] + 0.0281 x
[edad (afos)] + 1.737 x
logio [bilirrubina (umol/L)]
—1.184 x [ApoA1 (g/L)] +
0.301 x sexo (femenino =
0, masculino =1)-5.54

AUROC 0.75-0.86 para fibrosis significativa
Dos puntos de cortes: 0.3 y 0.7
Sensibilidad del 77% y especificidad del 98%

PPV 90%, NPV 73%

indice de esteatosis
hepatica (Hepatic Steatosis
Index) (91)

8 X(ALT/AST ratio)+BMI
(+2, if female; +2, if
diabetes mellitus)

<30.0 or >36.0, HSI ruled out NAFLD with a
sensitivity of 93.1%, or detected NAFLD with
a specificity of 92.4%, respectively.

QUICKI (quantitative insulin sensivity check index, por sus siglas en inglés)
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2. Planteamiento del problema

La prevalencia e incidencia de la esteatosis hepatica no alcohdlica se ha incrementado en forma
paralela con el aumento de la prevalencia de la obesidad y diabetes (92, 93). La prevalencia esta
influida por diversos factores incluyendo el grupo étnico y coexistencia de otras alteraciones
metabdlicas como la diabetes (94, 95).

Recientemente se describié la asociacion del gen SLC16A11 con el riesgo de diabetes en
poblacion mexicana. El contenido lipidico en el higado y su relacién con la resistencia a la insulina
y la T2D esta bien establecida (96). Algunos hallazgos indican que SLC16A11 puede tener un
papel en el metabolismo de los lipidos en el higado. En estudios con hepatocitos humanos (35),
la anulacion del gen SLC16A11 ocasiona alteracion del metabolismo de acidos grasos vy lipidos
resultando en el incremento intracelular de los niveles de acilcarnitina, diacilglicerol y
triacilglicerol. Por otro lado, se ha demostrado la expresion de SLC16A11 en el higado,
especificamente colocalizada en el reticulo endoplasmico con la proteina calnexina. Esta
expresion resulta en un incremento importante de los niveles de ftriacilglicerol, con menor
incremento de diacilglicerol y disminuciéon de lisofosfatidilcolina, ésteres de colesterol y
esfingomielina (97). Ademas, recientemente, Almeda-Valdes y cols, (98) encontraron que
individuos mexicanos con y sin diabetes portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11
presentan disminucién de la accién de la insulina y niveles incrementados de ALT y GGT. Sin
embargo, se desconoce si los individuos con el haplotipo de riesgo en SLC16A11 presentan
mayor frecuencia de esteatosis hepatica no alcohdlica y fibrosis independientemente de la
interaccion con otras alteraciones metabdlicas.

3. Justificacién

Se ha demostrado que los individuos mexicanos portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11
tienen incremento de la concentracion de ALT. Siendo la etnia hispana una de las poblaciones
con mayor prevalencia de NAFLD resulta importante investigar la relacién existente entre el
haplotipo de riesgo en SLC16A11 y NAFLD. La comprension de la contribucion genética a la
biologia de la enfermedad ayudara a identificar a los individuos en riesgo y al mismo tiempo, a
guiar de manera mas efectiva y personalizada el enfoque del tratamiento. Con el presente estudio
se pretende examinar si existe asociacion entre la presencia del haplotipo de riesgo en
SLC16A11 y el grado de esteatosis y fibrosis. El estudio de la asociacion del haplotipo de riesgo
en el gen SLC16A11 con las diferentes alteraciones metabdlicas permitira expandir notablemente
el panorama y entendimiento del comportamiento biolégico para la generacion de nuevas
hipétesis.

4. Pregunta de investigacion
¢ Cuales son las diferencias entre el contenido de grasa intrahepética entre los individuos
portadores y no portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11?
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5. Hipotesis

Los individuos portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11 presentaran mayor contenido de
grasa intrahepatica en comparacién a los individuos sin el haplotipo de riesgo pareados por edad
y género.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Comparar el contenido de grasa intrahepatica entre los individuos portadores y no portadores del
haplotipo de riesgo en SLC16A11

1.2 Objetivos especificos

Comparar las caracteristicas demograficas de los individuos portadores y no portadores
del haplotipo de riesgo en SLC16A11

Comparar la frecuencia de los diferentes grados de esteatosis hepatica en individuos
portadores y no portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11

Comparar la frecuencia de los diferentes grados de fibrosis en los individuos portadores
y no portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11

Comparar la calificacién en los indices seroldgicos no invasivos (puntuacion de fibrosis
en NAFLD, BAAT y FIB-4, HAIR, FLI) para el diagnéstico de esteatosis y fibrosis hepatica
entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11.

7. Metodologia

7.1 Disefio general
Estudio transversal y comparativo.

7.2 Centro de investigacion

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, Departamento de
Endocrinologia y Metabolismo, Unidad de Investigacion de Enfermedades Metabdlicas (UIEM),
Departamento de Gastroenterologia.

7.3 Poblacion de estudio

Individuos que cumplan los criterios de inclusién invitados a participar o que hayan obtenido
conocimiento del estudio de investigacion a través de distintos medios de difusion (carteles y/o
redes sociales).

7.1.1

Método de muestreo

No probabilistico, por conveniencia.

7.4 Criterios de inclusion
e Individuos de entre 18 y 80 afios de edad
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o Mestizos mexicanos (padres y abuelos nacidos en México)
e Consentimiento para participar en el estudio

7.5 Criterios de exclusién

o Individuos que presenten algunas de las siguientes enfermedades: T1D o T2D, cirrosis
hepatica, hepatitis de cualquier etiologia, enfermedad renal crénica (tasa de filtrado
glomerular estimada < o igual 30 ml/min), hiperlipidemia familiar, enfermedades cronicas
sistémicas (lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, esclerosis sistémica, cancer),
VIH

¢ Ingesta de etanol (hombres mas de 30 g/dia y mujeres mas de 20 g/dia)

e |Ingesta de medicamentos asociados con esteatosis hepatica (tamoxifeno, amiodarona,
estrégenos, glucocorticoides, terapia antirretroviral, tiazolidinedionas)

e Embarazo

e Lactancia

7.6 Descripcidn de los procedimientos realizados

Se invité a participar a los individuos que cumplieron con los criterios de seleccién del estudio
con previa explicacién del estudio. El estudio se realizé en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran y se requiri6 de dos visitas de 2 horas de duraciéon
aproximadamente.

7.6.1 Visita 1

Los participantes fueron citados con 10 a 12 horas de ayuno. Se explicé y se obtuvo
consentimiento y la firma del documento. Se evalud a los participantes mediante interrogatorio
para obtener datos demograficos. Se realizaron los siguientes procedimientos para evaluar la
antropometria y la composicién corporal: circunferencia de la cintura, estatura, peso,
bioimpedancia eléctrica (BIA) y densitometria dual de rayos X (DXA).

Se obtuvieron muestras de sangre para la medicién de las siguientes muestras: pruebas de
funcionamiento hepatico (ALT, AST, GGT y albumina), biometria hematica, perfil de lipidos,
glucosa, creatinina, hemoglobina glucosilada, insulina y apo B.

7.6.2 Visita2

Los participantes fueron citados con al menos 4 horas de ayuno y con un tiempo maximo de un
mes después de la visita 1. Se realizé estudio de elastografia transitoria (FibroScan) para evaluar
la presencia de fibrosis y/o esteatosis hepatica.

7.7 Personal que realiz6 los procedimientos

El alumno de maestria se encargé de identificar e invitar a los individuos que cumplieran con los
criterios de inclusion. Los participantes invitados y citados acudieron a la UIEM para ser
interrogados y valorados por el personal médico. La toma de muestra sanguinea fue realizada
por el personal de enfermeria capacitado. La medicion antropométrica y composicion corporal
fue realizada por el personal médico capacitado para el uso de los instrumentos (BIA y DXA). La
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realizacién de la elastografia transitoria fue realizada por el personal médico capacitado para el

uso del FibroScan.

8. Definicion de las variables operacionales

Nombre Definicion conceptual Definicion operacional Tipo de variable y
escala de medicion
sexo Condicién organica que | La que manifieste el Cualitativa nominal
distingue a los hombres | sujeto o esté consignada | dicotémica
de las mujeres en su expediente. Femenino
Masculino
edad Tiempo que ha vivido ARos cumplidos obtenido | Cuantitativa discreta
una persona en el cuestionario ARos
peso Fuerza con que la Tierra | Peso obtenido de la Cuantitativa continua

atrae un cuerpo

bascula

Kg

talla

Medida de una persona
de los pies a la cabeza

Altura obtenida del
estadimetro

Cuantitativa continua
centimetros

indice de masa

Indicador simple entre el

Se calcula dividiendo el

Cuantitativa continua

corporal peso vy la talla que se peso de una persona en de razén

utiliza frecuentemente kilogramos entre el kg/m?

para evaluar el estado cuadrado de su talla en

nutricional metros (kg/m?)
Prueba de Estudio seroldgico Principalmente las Cuantitativa continua
funcionamiento utilizado para medir el mediciones de AST y ALT | ALT/TGP: 7-35 IU/L
hepatico grado de funcién como prueba de AST/TGO: 15-41

hepatica mediante las
enzimas aspartato
amino transferasa AST
Y alaninotransferasa
ALT, que incluyen
fosfatasa alcalina (FA) y
gamma glutamil
transpeptidasa (GGT)

funcionamiento hepatico.
Establecidas en los
analisis del paciente.

IU/L
GGT: 9-35 IU/L
FA: 38-126 IU/L

Colesterol total

El metabolismo de los
lipidos en especifico
derivado de HMCoA
influenciado por la
genética edad, funcién
hepatica y renal entre
otras. Los niveles
Deseables: <200 mg/dL
[<5.2 mmol/L]

limitrofe: 200-239
mg/dL [5.2—6.1 mmol/L]

Rango de 0-200 mg/dL
menos de 200 mg/dL es
lo 6ptimo. Establecidas en
los analisis del paciente.

Cuantitativa discreta.
Se reduce a:
Cualitativa nominal
1= 0-199 normal
2=2200
hipercolesterolemia
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alto riesgo: >240 mg/dL
[>6.2 mmol/L](14)

Triglicéridos Son ésteres derivados Rango de 40-150 mg/dL Cuantitativa continua
del glicerol y tres acidos | Establecidas en los
grasos. analisis del paciente.
LDL Lipoproteina de baja 10-130 mg/dL (los niveles | Cuantitativa continua
densidad que transfiere | mas bajos son mejores).
grasa por el torrente Establecidas en los
sanguineo. analisis del paciente.
HDL Lipoproteina de alta Rango de 29-71 mg/dL se | Cuantitativa continua
densidad compuesta de | considera 6ptimo mas de
varias proteinas que 50 mg/dL (los valores
transfiere grasa por el altos son mejores).
torrente sanguineo. Establecidas en los
analisis del paciente.
Enfermedad Grado de lesion celular | Se determina por los KPa | Cuantitativa discreta
higado graso no hepatica por proceso reportados por
alcohdlico inflamatorio elastografia

Polimorfismo del
gen slc16a11

Resultado de la
valoracion genética

Homocigoto protector,
homocigoto de riesgo y

Cualitativa nominales

heterocigoto de riesgo

9. Andlisis estadistico

La normalidad de las variables cuantitativas fue evaluada con prueba Kolmogorov-Smirnov. Los
datos se presentan como media £ desviacién estdndar o mediana y rango intercuartilico. Para
evaluar las diferencias entre dos grupos, se utilizaron la prueba t de Student y la U de Mann-
Whitney, segun fuera apropiado. Para evaluar las diferencias entre = 3 grupos, se utilizaron
ANOVA de una via y prueba de Kruskal-Wallis, segun fuera apropiado. Las variables categodricas
se reportaron como frecuencias y porcentajes y se comparé entre los grupos mediante pruebas
de chi-cuadrado. Se aplicaron transformaciones logaritmicas para aproximar la normalidad en
las variables que muestran una distribucién no normal.

9.1 Asociacion con esteatosis hepatica

Exploramos la asociacion con la esteatosis hepatica utilizando dos enfoques. Primero, ajustamos
modelos de regresion logistica de efectos fijos que comparan casos con vy sin el haplotipo de
riesgo ajustando por edad, sexo, IMC y un ajuste adicional por marcadores de ancestria. Como
los casos eran muy heterogéneos, realizamos un pareamiento por puntaje de propension uno a
uno en casos con y sin haplotipo de riesgo para lograr una comparacion equilibrada, pareado por
edad, sexo e indice de masa corporal utilizando el paquete Matchlt R. Los analisis estadisticos
se realizaron utilizando R version 4.0.0.

10.Aspectos éticos
El protocolo de investigacion fue evaluado y aprobado por el Comité de Investigacion y el Comité
de Etica en Investigacién del INCMNSZ. Numero de registro CEI-011-20160627.
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Se obtuvieron consentimiento y firma del documento de todos los participantes incluidos con
previa explicacion del estudio y de los diferentes procedimientos realizados en las dos visitas.

11.Financiamiento

El estudio genero costos directos relacionados con los procedimientos realizados tales como la
realizacién de estudio de elastografia transitoria, procesamiento de las muestras sanguineas,
medicion de la composicion corporal. Asimismo, se generaron costos indirectos por el traslado y
tiempo de participacion. Los fondos para apoyar la investigacion provinieron de fondos para la
Investigacion del Instituto y de la Fundacion Carlos Slim.

12.Resultados

12.1 Descripcion de la poblacién

Se incluyeron 974 participantes. La mayoria de los participantes fueron mujeres (62.7%) con una
mediana de edad de 44.1 (29.8-54.3) afios (Tabla 1). EI IMC promedio fue 27.7 £ 5.1. Entre estos
individuos, 378 (57.3%) tenian sobrepeso y 282 (42.7%) obesidad. La concentracion sérica de
insulina, ALT y HOMA-IR fue mayor en los portadores del haplotipo de riesgo, mientras que el
colesterol total y el colesterol LDL fueron mayores en los no portadores y el colesterol HDL fue
mayor en las mujeres no portadoras.

Se incluyeron 730 sujetos tras el pareamiento por puntaje de propension. No se observaron
diferencias significativas en la edad, IMC, género y A1c tras el pareamiento. Todos los
parametros antropométricos y bioquimicos tras el pareamiento no difirieron entre los portadores
de haplotipo de riesgo y los no portadores, excepto en los niveles séricos de apo B y LDL-C
menores en los portadores de haplotipo de riesgo. Se observé una tendencia a mayor HOMA-IR
en los individuos portadores del haplotipo de riesgo (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas, antropométricas y bioquimicas de los participantes
incluidos antes y después del pareamiento segun el estado de portador para el haplotipo de
riesgo en SLC16A11

Antes del pareamiento (n = 974) Después del pareamiento (n = 730)
. No portador Portador No portador Portador
Variables (n= 438) (n= 536) P (n= 369) (n= 361) P
_ 438 443 43.4 435
Edad, ahos | g g 55 3) 30.3-537) | 9427 | (29.0-55.3) (30.4-52.4) 0.368
Femenino 274 (62.6) 335 (62.5) 0.985 230 (63.1) 226 (62.6) 0.880
26.9 27.1 27.0 27.5
2
IMC, kg/m* | 241:31.0) | (24.1-306) | 9°16 | (24.2:312) (24.4-31.5) 0.214
Relacion
cinturalesta | 0.552%0.081 | *°% ég'8502 | 0327 | 055640083 | %2 ég.251o ~ | 0099
tura ) ) ) )
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Glucosa,

94.0 (87.0-

94.0 (88.0-

94.0 (87.0-

o 1000) 018) 0.349 1000) 92.0 (87.0-98.0) | 0.575

'”USL‘J’/":j' 7.6 (4.9-10.7) | 8.2(5.2-13.0) | 0.041 | 7.1(4.7-10.2) | 7.7 (5.1-12.8) 0.057

HbAlc,% | 56(54-59) | 56(53-59) | 0414 | 56(5.3-59) | 56 (5.3-5.9) 0.225

ACigqong:co’ 52(4.3-62) | 53(4.462) | 0797 | 51(4.3-62) | 52(4.362) 0.493
Creatinina, 0.78 (0.67- 0.74 (0.64- 0.78 (0.66- )

e 0.91) 0.57) 0.075 0.59) 0.74 (0.64-0.90) | 0.172
220 (16.0- | 24.0 (17.0- 22.0 (17.0- ]

ALT, U/ 308, 30 0.016 2.0 23.0 (16.5-32.0) | 0.038
25.0 (20.0- | 25.0 (20.0- 23.0 (20.0- ]

AST, Ull 26.0) 300) 0.125 26.0) 24.0 (20.0-29.0) | 0.294
19.0 (14.0- 19.0 (13.0- 19.0 (14.0- ]

GGT, U/l 20,01 270, 0.833 2.0 18.0 (13.0-25.0) | 0.258
Colesterol 195+40 | 179 (159-211) | 0.028 | 195+ 16 173 (155-205) | <0.001
total, mg/dl
ng“rﬁge/rc'jcljo 126 (89-171) | 119 (84-165) | 0.844 | 126 (91-172) | 110 (79-159) 0.259

HDL-C
: 45.0 (39.0-
Fer:‘n%’:i'no 47'27(‘(‘)()"0' 56.0) 0.047 48'27(‘(‘)())'0' 45.0 (39.0-56.0) | 0.040
omerino | anios | 430(360- | 0970 | 200 | 430(35051.0) | 0311
51.0)
'-n?'é/'g’ 120 + 32 109 (91-133) | 0.069 | 120+ 31 104 (89-129) 0.001
‘r\ﬁg/(ﬁ’ 100 + 25 97 + 25 0294 | 10025 92 (78-110) 0.015
] 188 (116- | 2.09(1.27- 165 (1.03- ]
HOMA-IR 7 o6) 5 46) 0.039 2 50) 185 (1.10-3.05) | 0.059

Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda

En la Tabla 2, se observa que los individuos no portadores y portadores del haplotipo de riesgo
SLC16A11 con cualquier grado de esteatosis (S1-S3) presentan mayores niveles de glucosa,
insulina, A1c, ALT, GGT, triglicéridos y HOMA-IR en comparacion a los individuos sin esteatosis
(S0). Solamente los individuos portadores del haplotipo de riesgo con cualquier grado de
esteatosis presentan niveles mas elevados de acido urico y AST en comparacion con los
individuos sin esteatosis. Entre los parametros clinicos y antropométricos, la mayoria de los
individuos con cualquier grado de esteatosis fueron mujeres. Los individuos portadores del
haplotipo de riesgo en SLC16A11 con esteatosis tuvieron mayor en edad en comparacion con
los que no presentaron esteatosis. No hubo diferencias en cuanto al IMC ni relacién cintura-
estatura.

En la comparacion entre portadores y no portadores del haplotipo de riesgo y la presencia de
cualquier grado de esteatosis, en los individuos portadores del haplotipo de riesgo se observaron
niveles mayores de ALT en cualquier grado de esteatosis. En los individuos no portadores del
haplotipo de riesgo se observé mayor edad y creatinina en individuos sin esteatosis, mayores
niveles de colesterol tanto en la presencia o ausencia de esteatosis, mayores niveles de HDL-C
en presencia de cualquier grado de esteatosis y mayores niveles de LDL-C y apo B en individuos
sin esteatosis.
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Tabla 2. Parametros antropométricos y bioquimicos de los participantes segun la ausencia y
cualquier grado de esteatosis por Fibroscan® (S0 vs S1, S2, S3) entre los portadores y no

portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11 (n = 730)

No portador (n=369)

Portador (n=361)

No
Variables S0 $1,52,83 | p (§°= 1,82, S3 P portador
(n =167; (n=202; 145- (n=216; Vs
45.3%) 54.7%) 40.2%) 59.8%) portador P
S0
40.9 37.8 0.025
Edad, afios @9 | *7 4(%?'1' 0.079 | (26.6- | 39.0+136 | <0.001
53.1) : 51.1) $1-83
0.725
S0
Femenino | 96(41.2) | 137(58.8) | 0.040 | 4%1_3) 135(59.7) | 0960 |2
0.254
S0
, 27.8 0.972
IMC,kgim? | 27653 | 280£53 | 0407 | 208 20152 | 0761 | 972
0.614
Relacion (8)%58
cintura- 0.556 0.561 £ 0.672 0.559 ¢ 0.576 = 0.911 )
estatura 0.083 0.085 : 0.083 0.094 : 153
0.860
S0
91.0 90.0 0.897
Glucosa, mg/dl |  (85.0- gei%ésg).o- <0.001 | (86.0- 94%585’)'0' <0.001
98.0) : 94.3) : $1-83
0.242
S0
0.447
Insulina, uU/ml 6'%_(54)'3' 9'112(.56')7 | <0.001 6'2_(;')'6' 8'194(_%')4' <0.001 .
0.228
S0
55(53- | 5.7 (54 5.5 (5.2- 0.136
HbA1c, % A <0.001 5.7 (54-5.9) | <0.001
9) 6.0) 5.8) 153
0.370
S0
o 0.092
Acidodrico, | 5,444 | S1@S5 g4 480G 56 4464) | <0.001
mg/dl 6.2) 5.7) 153
0.854
S0
Creatinina, 083 | 474 (0.63- 077+ | 0.73(0.63 0.007
ol (0.70- 0.88) 0001 | O77 550 0.995
0.94) : : : $1-83
0.593
S0
21.0 20.0 0.653
ALT, U/l (16.0- 22'38(2);0' 0.023 | (14.0- 26-38(2)?-0‘ <0.001
30.0) : 26.3) : S1-53
0.004
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S0
24.0 225 0.841
AST, U/l (20.0- 22'257(%()"0' 0482 | (19.0- 25'31%1) 0- 1 0031
30.0) : 27.0) : 51-53
S0
17.0 15.0 0.056
GGT, U/l (12.0- 20'??0(23‘)‘-0' 0.005 | (12.0- 19-38(2)‘)‘-0' <0.001
29.0) : 23.0) : $1-83
0.711
S0
170 0.001
Colesterol 104+41 | 19735 | 0346 | (152- | 178(160- 1 4015
total, mg/dI 196) 209) S1-S3
0.029
S0
Triglicéridos, | 108 (75- 98 (71- 0124
’ 120+ 48 | <0.001 126 (93-176) | <0.001
mg/dl 161) 132)
$1-83
0.544
Femenino
S0
53.0 0.088
HDLC, mgidl | (45.0- | 470 g0, 508+ | 42.0(38.0- S1-53
| 63.0) S0y | 0001 | 132 51.0) <0001 | 0018
Femenino 0.005 .
430 | 4a,iq0q | 0949 | 422% | 400(340- Masculino
Masculino (37.0- T 11.0 47.5) SO
49.0) 0031
0.314
S0
100 (83- <0.001
LDL-C, mg/dl | 120232 | 121228 | 0.657 | % | 108(92-134) | 0011
$1-3
0.255
S0
87 (72- 0.002
ApoB,mgidl | 99+26 | 10322 | 0582 | °f (S 101+24 | <0.001
$1-83
0.271
S0
1.36 1.38 0.495
HOMA-IR 088 | 2% Sg')% <0001 | (096 | *°] é;')g‘?" <0.001
1.93) : 1.09) : s1-53

Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda

En el analisis sin ajustar no se observaron diferencias significativas en cuando al grado de fibrosis
medido en kPa entre los individuos portadores y no portadores del haplotipo de riesgo en
SLC16A11 mientras que se observa una tendencia hacia mayor esteatosis medida en decibeles
en los individuos portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11 (Tabla 3).

Tabla 3. Grado de fibrosis en kPa y esteatosis en decibeles entre los individuos portadores y no
portadores. (n = 730)

Variable No portador (n=369) Portador (n=361)
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Fibrosis en 4.2 (3.50-5.30) 4.2 (3.50-5.30) 0.955
Esteatosis 251 + 68 259 (215-306) 0.075
en decibeles

12.2 Efecto de la variante del haplotipo de riesgo en SLC16A11 en el riesgo de esteatosis

hepatica

En el modelo de regresion logistica no ajustado considerando como desenlace la variable de
presencia de esteatosis de cualquier grado (S1-S3), se observa que el riesgo de esteatosis es
de 1.41 (1.01-1.93) en los individuos portadores en comparacion a los individuos no portadores
del haplotipo de riesgo en SLC16A11. En el modelo ajustado por edad, sexo, IMC y HbA1c, el
riesgo de esteatosis se incrementa a 2.48 (2.60-180) en los individuos portadores en

comparacion a los individuos no portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11 (Figura 1).

Figura 1. Riesgo de esteatosis hepatica en portadores de la variante de riesgo en SLC16A11.
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12.3 Marcadores seroldgicos de esteatosis hepatica

En los individuos portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11, se observé mayor grado de
esteatosis dado por decibeles en los individuos con HSI = 36 en comparaciéon con los
participantes con HSI < 36. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas de grado de
esteatosis dado por decibeles entre los individuos con HSI mayor o menor que 36 en los
individuos no portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11. No se encontraron diferencias
significativas en el grado de fibrosis por kPa entre los portadores y no portadores del haplotipo
de riesgo SLC16A11.

Los individuos no portadores del haplotipo de riesgo y con HSI = 36 presentaron mayores niveles
de IMC, insulina y AST; mientras que los niveles de c-HDL fueron menores en comparacién con
los individuos con HSI < 36. Los individuos portadores del haplotipo de riesgo con HSI = 36,
presentaron niveles significativamente mayores en IMC, relaciéon cintura-estatura, glucosa,
insulina, HbA1c, acido urico, ALT, AST, GGT, triglicéridos, apo B y HOMA-IR; mientras que los
niveles de HDL-C fueron menores en los hombres en comparacion a los individuos con HSI < 36.

En la comparacion entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo con niveles de
HSI 236, no se observaron diferencias entre el grado de fibrosis (dado en kPa) ni de esteatosis
(dado en decibeles). En la comparaciéon entre los portadores y no portadores del haplotipo de
riesgo con niveles de HSI = 36, los individuos con haplotipo de riesgo presentaron mayor indice
cintura-estatura, ALT y HOMA-IR. En este mismo grupo de individuos presenté menores niveles
de colesterol total y LDL-C; se observé una tendencia al incremento de AST. En la comparacion
entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo con niveles de HSI < 36, los
individuos con haplotipo de riesgo presentaron menores niveles de glucosa, A1c, creatinina,
GGT, colesterol total, triglicéridos, HDL-C, LDL-C y apo B. Estas comparaciones se muestran en
la Tabla 4.

Tabla 4. Parametros antropométricos, bioquimicos, grado de esteatosis en decibeles y grado de
fibrosis en kPa de los participantes segun el indice de Esteatosis Hepatica entre los portadores
y no portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11 (n = 730)

No portadores (n=360) Portadores (n=361) No No
portador portador
Variables | HSI=36 HSI < 36 P HSI =36 | HSI<36 P vs Vs
(n=194; (n=175; (n=214; | (n=147; portador | portador
52.6%) 47.4%) 59.3%) | 40.7%) con HSI < | con HSI 2
36 P 36 P
Esteatosis
en 264+67 | 236+66 | 0.564 27;"2(?)25' 240+62 | <0.001 |  0.389 0.102
decibeles
- 4.30 4.00
Fibrosisen | 449 1(8560' 429 é%'f'o' 0.153 | (3.50- (3.40- | 0.188 0.986 0.901
: : 5.30) 4.80)
45.0 40.0
~dad, 44'546(21)'1' 41 '§4%§'6' 0.161 | (328 (275- | 0.005 0.141 0.884
: : 54.2) 51.0)
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Femenino | 106 (45.5) | 127 (54.5) | 0.463 | 90(39.8) | 136 (60.2 | 0.615 0.320 0.687
31.1 (28.5- 24.7
IMC, kg/m2 ’ : 23.8+30 | <0.001 | 31445 (22.2- <0.001 0.165 0.400
33.4) ]
Relacion
cintura- 0.607 £ 0.504 0.609 0.513
estatura 0.070 0.062 0199 | 5088 0.054 | 9001 0.320 0.082
Glucosa, | 93.0(86.0- | 94.0(88.0- | g (238_ 914 | 001 0.006 0102
mg/dl 100.0) 100.0) : 08 73 : : :
Insulina, | 7.6 (4.6- 8.4 (54- | 6.8 (45
ouin: fo7) | 674799 | 0043 A tiey | 00w 0.568 0.126
HbA1c, % | 5.6 (5.4-6.0) | 5.6 (5.3-59) | 0.311 5'75(5’)'4' 55+04 | <0001 | 0019 0.897
Acido
urico, | 5.2 (4.36.5) | 5.1 (4.3-6.1) | 0.506 5"(‘3(;)'4' 4'%(6‘)'2' 0.025 0.121 0.998
mg/dI ' '
Creatinina 0.80 (0.68- 0.74 0.75 +
' | 078+0.16 | 9800 0.198 | (0.63- 75E 1 0367 0.033 0.984
mg/dl 0.93) 0.0% 0.15
27.0 18.0
ALT, U | 220017.0- 1 21.0(16.0- | 4403 | (200 (14.0- | <0001 | 0212 0.002
29.0) 28.0) o0 250
25.0 22.0
AsT,un | 230(20.0- | 23.0(200- | 054 | (010 (20.0- | 0.009 0.393 0.072
28.0) 29.0) 000 .00
19.0 15.0
ceT,un | 210(14.0- 1 180 (13.0- | 5075 | (145 (11.3- | <0.001 | 0.007 0.849
31.0) 29.0) 260 250
Colesterol 175 (157- | 172 (152-
ol gyl | 19536 | 19641 | 0455 206) S04 | 0580 0.002 0.023
Triglicérido 123 (84- 119 (91- | 102 (69-
ol | 134250 o) 0.297 159 oy | 0.001 0.050 0.955
44.0
HDL-C, | 480 (40.0- | (yg, 164 (383- | 478+
mg/dl 55.0) 750 (00, | 0015 | 520 123 | 0.360 0.061 0.079
Femenino | 39.0 (34.5- 200) 0.004 40.0 484+ | 0007 0.220 0.668
Masculino 46.3) ) (34.0- 15.0
47.0)
LDL-C, 106 (91- | 102 (85-
o 120 + 31 120429 | 0.767 o) | 0433 0.004 0.040
Apo B, 103 + 24 98+24 | 0115 | 99+23 | 8772 | 9015 0.011 0.390
mg/dl 109)
1.84 137
HOMAJR | 199095 | 147095 1 4449 | (1,07 (0.96- | 0.002 0.884 0.042
242) 2.42) 2.96) 2.54)

Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda.

En los anexos se muestra en la Tabla 6 (Anexo) que el grado de esteatosis por decibeles fue
significativamente mayor en los pacientes con HSI = 36 en comparacion con los participantes
con HSI < 36. No se observaron diferencias en el grado de fibrosis por kPa entre los participantes
con HSI mayor o menor que 36. Los participantes con HSI = 36 presentaron mayores niveles de
IMC, relacién cintura-estatura, insulina, A1c, AST, ALT, GGT, triglicéridos, apo B y HOMA-IR.
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Los participantes con HSI < 36 presentaron mayores niveles de HDL-C tanto en los hombres y
mujeres.

En los individuos portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11, se observdé mayor grado de
esteatosis dado por decibeles en los individuos con FLI = 60 en comparacion con los participantes
con FLI < 30. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas de grado de esteatosis
dado por decibeles entre los individuos con FLI = 60 o < 30 en los individuos no portadores del
haplotipo de riesgo en SLC16A11. No se encontraron diferencias significativas en el grado de
fibrosis por kPa entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11.

Los individuos no portadores del haplotipo de riesgo y con FLI = 60 presentaron mayores niveles
de IMC, relacion cintura-estatura, glucosa, insulina, HbA1c, acido urico, ALT, AST, GGT,
colesterol total, triglicéridos y HOMA-IR. Los individuos portadores del haplotipo de riesgo con
FLI = 60, presentaron niveles significativamente mayores en IMC, relaciéon cintura-estatura,
glucosa, insulina, A1c, ALT, AST, GGT, colesterol total, triglicéridos, apo B y HOMA_IR.

En la comparacion entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo con niveles de
FLI 260, no se observaron diferencias entre el grado de fibrosis (dado en kPa) ni de esteatosis
(dado en decibeles). En este mismo grupo de individuos se observaron mayor edad y menores
niveles de colesterol y LDL-C; se observé una tendencia a la disminucién de los niveles de apo-
B. En la comparacion entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo con niveles de
FLI < 60, los individuos con haplotipo de riesgo presentaron menores niveles de colesterol total,
triglicéridos, LDL-C, apo B y mayores niveles de HOMA-IR. Estas comparaciones se muestran
en la Tabla 5.

Tabla 5. Parametros antropométricos, bioquimicos, grado de esteatosis en decibeles y grado de
fibrosis en kPa de los participantes segun el indice de Higado Graso entre los portadores y no
portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11 (n = 730)

No No
portador | portador
; _ _ Vs VS
Variables No portadores (n=360) P Portadores (n=361) P portador | portador
con FLI con FLI
<30 P =260 P
FLI =260 HSI < 30 FLI =260 HSI <30
(n=117; (n=128; (n=132; (n=121;
47.8%) 52.2%) 52.2%) 47.8%)
Esteatosis
en 252467 | 230+59 | 0155 | 268+65 22\,2,)0(1?7' <0001 | 0116 0.751
decibeles
. ) 4.25
Fibrosis en | 4.25(3.60- | 4.20 (3.40- 4.10 (3.50-
KPa 5.00) 5.40) 0.376 (é314é))— 4.80) 0.362 0.629 0.642
~ 36.0 (27.6- 46.1 39.9 (26.7-
Edad, afios | 45.5+14.4 49.5) 0.004 110 47.8) <0.001 0.112 0.004
Femenino 75 (32.2) 90 (38.6) 0.014 58 (25.7) 88 (38.9) 0.904 0.673 0.690
IMC, kg/m? 32':;‘,'4(:;())'5' 23.4 + 3.1 <0.001 31‘%i 24.0+238 <0.001 0.868 0.456
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Relacion 0.499
cintura- 0.640 £ 0485+ | ooz | 0857% |\ (g4e6- | <0.001 | 0355 | 0.700
0.067 0.053 0.058
estatura 0.540)
93.0
Glucosa, | 94.0 (88.0- | 94.0(88.0- | (434 | (g70. | 913480 | <0.001 | 0020 | 0817
mg/dl 101.8) 98.0) 102.0)
Insulina, | 8.1(58- | 6.2 (43- 85(50- | 6.9 (46
Isulin: oo " <0001 | 20 b 0.002 | 0266 | 0.568
. | 58(54 | 55(5.3- 5.6 (5.4 ]
HbA1c, % 5 A <0001 | 304 | 55(52:58) | <0.001 | 0007 | 0380
_ Acido 57+13 | 42@2 | 0001 | 56+12| 50+10 | 0168 | 0629 0.615
urico, mg/dl 5.8)
Creatinina, | 0.79 (0.69- 0.74
» | 07900891 4781016 | 0352 | (0.63- | 076+0.14 | 0259 | 0064 | 0.508
mg/dl 0.95) 0.95)
22.5(17.3- | 20.0 (15.0- 2801 490 (15.0-
ALT, U/l S (17, 005.0- 1 5001 | (213- 00150- 1 9001 | 0118 | 0137
31.5) 25.0) oo 28.0)
AsT,un | 230(200- 1 22.0(200- | 4503 (55'8_ 220(20.0- | 5002 | 0534 | 0470
' 29.8) 27.0) : o) 26.0) : : :
GeT, un | 28:0(17.0- 1 150 (12.0- |4 559 (%?8- 150(11.0- | 0001 | 0203 | 0477
; 37.0) 20.0) : 318 19.0) : : :
Colesterol 188 (164- 175 165 (151-
202 + 38 0.003 | (158- <0.001 | <0.001 | 0022
total, mg/dI 217) 207) 194)
Triglicérido 99 (75- 145
g 145 + 46 <0.001 | (101- | 86(65-127) | <0.001 | 0023 | 0.844
s, mg/dl 145) 174)
44.0
HDL-C,
mg/d | 47.5+10.8 | 53.8+16.2 | 0.005 (g’g'g)' 46'28(%9)"0' o107 | 002 | 0124
Femen!no 40276 452 +0.3 0.383 419+ 466 + 11.1 0.178 0.264 0.331
Masculino 8.6
LDL-C, 101 (89- | 100 (83-
o 12733 | 117+27 | 04121 59) o 0.224 | 0006 | 0.004
Apo B, 110 £ 25 94 + 21 0211 | 9984 | g3(69.90) | <0.001 | 0.001 0.052
mg/dl 116)
183
175 (1.16- | 1.31(0.84- 1.40 (0.96-
HOMA-IR 543) 7 o8) <0.001 (g.gg)- ) <0.001 | 0.0440 | 0420

Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda

En los anexos se muestra en la Tabla 7 una tendencia al incremento de esteatosis por el grado
de decibeles segun el indice de Higado Graso. No se observan diferencias significativas en el
grado de fibrosis dado por el kPa. Se puede observar valores significativamente mayores en los
individuos con FLI = 60 de glucosa, insulina, HbA1c, acido urico, ALT, AST, GGT colesterol total,
LDL-C, apoB y HOMA-IR en comparacion a los que tienen FLI < 30. En los individuos con FLI =
60 también presentaron mayores afios de edad, IMC e relacién cintura-estatura en comparacion
a los que tienen FLI < 30.
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13 Discusion

En este estudio se encontré que los individuos portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11
presentaron mayor riesgo de esteatosis hepatica en comparaciéon a los no portadores. Se
observd que existen ademas alteraciones metabdlicas en el grupo con el haplotipo de riesgo
incluyendo niveles de insulina, ALT, colesterol total, HDL-C, LDL-C y apo B. Los individuos
portadores del haplotipo de riesgo y con HSI y FLI, = 36 y = 60, respectivamente, presentaron
mayor grado de esteatosis y mayores niveles de IMC, relacién cintura-estatura, glucosa, insulina,
HbA1c, acido urico, ALT, AST, GGT, triglicéridos, apo B y HOMA-IR en comparacién a los no
portadores.

Hasta la fecha, se ha demostrado que la presencia del haplotipo de riesgo en SLC16A11
ocasiona la alteracion de su transportador lo que resulta en un perfil lipidico similar a los
individuos con resistencia a la insulina (35). A la fecha, el sustrato principal del transportador
SLC16A11 aun no se ha logrado identificar. La busqueda y caracterizacion de su sustrato
fisiolégico contribuyen al entendimiento de sus efectos mecanisticos en la resistencia a la
insulina. En el 2017, se propusieron dos mecanismos por la cual la variante 17p13 resulta en
menor actividad y nivel de SLC16A11: la expresién de loci de rasgo cuantitativo que reduce la
expresion hepatica del SLC16A11 y la interrupcion de la interaccidén con su proteina chaperona
lo que resulta en su disminucion en la membrana plasmatica (35). Lo anterior ha originado la
hipétesis acerca de una posibilidad terapéutica para T2D al incrementar la funcion de SLC16A11.
Un posible papel de las variantes de SLC16A11 para predisponer a T2D implican al metabolismo
de lipidos (97). La resistencia a la insulina esta correlacionada con la acumulacion intrahepatica
de lipidos, que ha sido asociado con el desarrollo de alteraciones metabdlicas (99-101). En
particular, los estudios han identificado la hipertrigliceridemia como un predictor independiente
del desarrollo de T2D (101, 102). En conjunto, la acumulacion de triglicéridos en el plasma e
higado son factores importantes para la resistencia hepatica a la insulina inducida por lipidos. La
disminucion de la funcién de SLC16A11 en los hepatocitos humanos resulta en cambios
metabolicos caracterizados por el incremento de acilcarnitina, diacilgliceroles y triacilgliceroles.
Estos cambios demuestran que SLC16A11 afecta el metabolismo de lipidos y acidos grasos, que
junto al incremento de las acilcarnitinas indica un efecto en la beta-oxidacion por la mitocondria;
y que el incremento de diacilgliceroles y triacilgliceroles indica el cambio hacia el almacenamiento
de energia en forma de glicerolipidos (103, 104). Esta teoria es la que apoya en el mecanismo
fisiopatoldgico por la cual la variante SLC16A11 predispone a la T2D. Almeda y colaboradores,
han demostrado que los individuos portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11 presentaron
menor sensibilidad a la insulina, incremento en la proporcion de adipocitos grandes y mayores
niveles de ALT y GGT (98). Nuestros hallazgos confirman mayores niveles de ALT, insulina y
resistencia a la insulina en los individuos portadores del haplotipo de riesgo. Nuestros resultados
demuestran, en los portadores del haplotipo de riesgo, tendencia al incremento de esteatosis
medido por decibeles.

Sin embargo, los hallazgos en los modelos animales contradicen directamente la hipétesis acerca
de la disminucion de la funcién hepatica de SLC16A11 secundario a sus niveles de expresién o
a la interrupcién de su localizacion en la membrana plasmatica. Un grupo encontré que la
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deplecioén de la expresion del Slcl6all no indujo las alteraciones metabdlicas compatibles con
resistencia a la insulina. Ademas, la mutacioén por ganancia de funcion del Sicl6all fue la que
indujo mayor susceptibilidad de la T2D asi como el incremento de acumulacién hepatica de
lipidos mediante la expresion a la alta de la lipina 1 (105). Este ultimo reporte, ha sido criticado
en su metodologia y modelo animal utilizado (106). Recientemente, en modelos de ratones se
ha encontrado que la inhibicion del SLC16A11, mediante ingesta de dieta alta en grasa, se
acompano de la reduccion de la concentracion plasmatica y hepatica de triglicéridos y mejoria
de la tolerancia a la glucosa (107). Un posible mecanismo es que la SLC16A11 es un
transportador capaz de exportar monocarboxilatos, como el lactato o piruvato, al higado y otros
tejidos, donde son utilizados para la gluconeogénesis, lo que resulta en la hiperglucemia y la
alteracion de la sensibilidad a la insulina. Al estar inhibida la SLC16A11, la gluconeogénesis a
partir de los monocarboxilatos esta restringida por lo que mejora la intolerancia a la glucosa y
resistencia hepatica a la insulina mediante la produccién reducida de glucosa.

En el 2008, se encontrd que el SNP en el gen PNPLA3 asociado al incremento en los niveles
hepaticos de triglicéridos (21). A diferencia del haplotipo de riesgo en el SLC16A11, los efectos
modificadores de este gen no estan dados por el cambio de sensibilidad en la insulina o por la
respuesta de la insulina ante una prueba de tolerancia oral (108, 109). Después del pareamiento
por puntaje de propensién de acuerdo a la edad, IMC, género y A1c, se pudo observar que el
riesgo de esteatosis hepatica dado por las categorias esta asociado en los individuos portadores
del haplotipo de riesgo SLC16A11 en comparacion a los no portadores. Este hallazgo, junto con
las alteraciones bioquimicas observadas en nuestro estudio acorta un poco mas el camino al
esclarecimiento de las implicaciones clinicas en los portadores de este haplotipo de riesgo. Se
requieren mas estudios para determinar si estos individuos portadores del haplotipo y con
esteatosis hepatica presenten o no mayor predisposicion al progreso de otras enfermedades
hepaticas asociadas al NAFLD.

En este estudio, se no se encontraron diferencias significativas de elevacién de ALT y/o AST 2
40 entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo. Sin embargo, tanto los portadores
y no portadores con cualquier grado de esteatosis hepatica presentaron mayores niveles de
insulina y solamente los no portadores presentaron mayores niveles de A1c y HOMA-IR. Es bien
conocido que los individuos con transaminasas elevadas y valores elevados de HOMA-IR
presentan mayor predisposicion al sindrome metabdlico y por lo tanto a enfermedades
cardiovasculares (92).

Existen varias limitaciones en nuestro estudio. Unas de las principales es la falta del uso del
estandar de oro para cuantificar el contenido de grasa hepatica que es la espectroscopia por
resonancia magnética nuclear de protén. Sin embargo, mediante el uso de Fibroscan® con CAP
ha demostrado ser una herramienta util y con mayor disponibilidad para detectar esteatosis
hepatica. Otras limitaciones incluyen el disefio observacional que no esta desprovisto de sesgo
de seleccion. Los participantes fueron invitados mediante conveniencia y de éstos invitados
fueron reclutando otros participantes.
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14 Conclusiéon

Los individuos mexicanos portadores del haplotipo de riesgo SLC16Al11 presentan mayor
esteatosis hepatica y alteraciones bioquimicas que sugieren resistencia a la insulina en
comparacion a los no portadores. Los participantes reclutados fueron considerados jévenes y el
hallazgo de la gran proporcion de sobrepeso, esteatosis hepatica y alteracién de transaminasas
inclusive en los no portadores del haplotipo refleja la situacion actual y sombria acerca de la
prevalencia de alteraciones metabdlicas que, ademas de presentar contribucién genética, se
deben al estilo de vida actual. Al considerar que México es uno de los paises con mayor tasa de
prevalencia de diabetes, es de esperar que un porcentaje no despreciable de nuestros
participantes podran desarrollarla.

Los individuos que presentaron HSI = 36 portadores del haplotipo de riesgo presentaron mayores
alteraciones metabdlicas en comparacion con los no portadores. Hacen falta mas estudios para
determinar el beneficio de incorporar la genotipificacion del SLC16A11 para estratificar el riesgo
de NAFLD. Sin embargo, los individuos con HSI = 36 pueden beneficiarse de estudios no
invasivos para detectar esteatosis hepatica.

Mas que identificar asociaciones, es menester entender los mecanismos por la cual estas
variaciones en el genotipo pueden ocasionar y/o predisponer esteatosis hepatica y traducir estos
hallazgos en una utilidad clinica. Este estudio representa unos de las primeras investigaciones
de este haplotipo de riesgo en una poblacion de alto riesgo como lo es la mexicana. Se requieren
estudios prospectivos para valorar si los portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11 presentan
mayor predisposicion a la progresion de enfermedades hepatica relacionada al NAFLD.
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15 Cronograma de actividades

Calendario para ejecutar las actividades

o 2018 2019 2020

Actividades Sep Ene | Mar May | Jul Sep | Nov | Ene Mar
Dic Feb | Abr Jun | Ago | Oct | Dic Feb Sep

Revisién de
literatura
Redaccion de los
antecedentes
Estructura
preliminar del
Proyecto
(planteamiento
del problema,
justificacion,
pregunta de
investigacion,
hipo6tesis y
objetivos)

Especificaciéon de
la  metodologia
del proyecto
Revision y
aceptacion del
Comité de Etica
Reclutamiento vy
estudio de los
pacientes

Elaboracién y
capturadelabase
de datos

Observacion,
analisis e
interpretacién de
los resultados

Redaccion,
discusién y
conclusioén de los
resultados

Tesis
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17 Anexo

Tabla 1. Parametros antropométricos y bioquimicos de los participantes segun el grado de
esteatosis por Fibroscan® (S0, S1, S2, S3) entre los portadores y no portadores del haplotipo de
riesgo SLC16A11 (n = 730)

No portador (n=369) Portador (n=361)
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Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda

La distribucion de diferentes grados de esteatosis entre todos los participantes después del
pareamiento por puntaje de propension fueron SO0= 312 (43.3%) S1 =95 (13.2%), S2 =68 (9.4%)
y S3 = 245 (34.0%). En los individuos portadores del haplotipo de riesgo, se observaron
diferencias de edad, glucosa, insulina A1c, acido urico, ALT, GGT, triglicéridos, apo B y HOMA-
IR entre los diferentes grados de esteatosis y no esteatosis. En los individuos no portadores del
haplotipo de riesgo se observaron diferencias en la glucosa, insulina, A1c, ALT, AST, GGT,
triglicéridos, y HOMA-IR.

En la comparacion entre portadores y no portadores del haplotipo de riesgo y las mismas
categorias de esteatosis hepatica se observaron en los individuos portadores del haplotipo de
riesgo mayores afos de edad en S3, IMC en S1, relacion de cintura-estaturas en S1, niveles de
ALT en S1, AST en S1. Se observaron en los individuos portadores del haplotipo de riesgo una
tendencia en el incremento de relacion cintura-cadera en S3 y AST en S3.
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Tabla 2. Parametros antropométricos y bioquimicos de los participantes con ALT o AST > 40 U/L
entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11 (n = 122)

Variables No portador (n=51; 41.8%) Portador (n=71; 58.2) P
Edad, afios 40.4 (28.3-51.8) 44.6 (38.7-52.4) 0.930
Femonin 23 (37.7) 38 (62.3) 0.359
IMC, kg/m> 275+4.8 28.4+5.6 0.325
Relacion cintura- 0.556 + 0.0851 0.563 + 0.0966 0.311
estatura
Glucosa, mg/dl 100.0 (89.0-117.5) 94.5 (90.5-104.3) 0.384
nsulina, uU/mi 9.8 (6.3-18.1) 10.4 (5.1-20.3) 0533
HOATG. % 5906 5.6 (5.3-5.8) 0.081
Acido drico, mg/d| 60226 58+ 1.1 0.262
Creatinina, mg/dl 0.84 (0.67-1.04) 0.82£0.20 0.868
R 27.0 (19.0-46.0) 35.0 (19.8-51.0) 0.858
Colesterol total, 18738 180 (165-203) 0.442
mg/dl
Triglcéridos, ma/d 1451 53 1421 55 0.280
HEL'C’ mg/d 39.5 (35.0-47.0) 38.5 (34.0-47.0) 0.614
emenino
Masculino 40.0 (35.0-47.0) 38.0 (34.0-46.8) 0.437
LDL-C. ma/d 117 £ 30 111 (100-133) 0.725
Apo B, ma/d 101225 106 (87-111) 0.734
HOMA-IR 2.60 (1.28-4.65) 2.27 (1.06-4.70) 0.401

Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda

En la tabla 4, muestra la ausencia de diferencias significativas antropométricas y bioquimicas
entre los participantes con ALT o AST > 40 U/L entre los portadores y no portadores del haplotipo
de riesgo en SLC16A11.
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Tabla 3. Parametros antropométricos y bioquimicos de los participantes con ALT o AST >40 U/L
segun la presencia o no de esteatosis (SO vs S1-S3) entre los portadores y no portadores del
haplotipo de riesgo en SLC16A11 (n = 122)

No portador (n=51) Portador (n=71) NOd
ortador
Variables S0 S1-S3 P S0 S1-S3 p P Ve
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Edad, afios ' e 0.602 o ' ' ' S1-S3
15.8 52.4) 0.880
50.2) '
10 )
7(304) | 16(69.6) | 0.244 28(73.7) | o0.8a1 | 9203
Femenino ) ) ) ) ) S1-S3
(26.3) 0.914
272+ 259+ o0 e
IMC, kg/m: is 278+4.9 | 0.735 ‘s 201£5.7 | 0421 | SO0
: ' 0.204
Relacion 0.561 + 0.552 + 0520+ | 0574+ g(;%
cintura- 0.937 0.705 8.1 83
estatura 0.0857 0.0870 0.0786 0.0989
0.305
95.0 110.0 S0
108.5+ | 94.5(90.5- 5,290
Glucosa, (87.0- (89.0- 0.396 0.267 | gi'gs
mg/dl 28.9 99.3) 0107
118.0) 120.0) '
)
10.0 + 16.0 (7.8- 103+ | 11.7 (5.8- 0.822
Insulina, 0.002 0.029 S.1 83
uU/ml 6.9 21.2) 8.8 21.7) 0155
55(53- | 5.6 (5.3- >0 1
HbAlc, % | 5604 | 62207 | 0.020 0.586 | o o5
5.8) 5.8) 0.006
Acido urico, 57+ 3%31
58+19 | 63+14 | 0.396 59+1.2 0.800 | g1 g3
mg/dl 1.8 0512
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0.92

Creatinina, 0.88 = 5(4)160
(0.79- | 0.81+0.26 | 0.156 0.80+0.18 | 0.216 | "o+
mg/dl 0.28 0.047
1.07) '
26.0 39.5 S0
38.0 (20.5- 32.0 (21.5- 0874
GGT. Ul (17.0- 0.664 | (16.0- 0.696 | g gs
’ 46.0) 49.5) 0,604
69.0) 58.5) '
186 £ 3(3134
Colesterol | 183+50 | 190+24 | 0.924 191 £ 35 0.843 | o\'aq
total, mg/dl 34 0.810
126 £ g%os
Triglicéridos, | 140+61 | 150+45 | 0.448 147 + 53 0495 | &7 on
mg/d| 60 0.133
53.0 50.8 + romenino
42.0 (38.0- 0.033
(45.0- 47.0 (39.0- 13.2 S1-S3
0.001 51.0) <0.001 | 0.442
Hgtﬁénr?n%d' 63.0) 56.0) 47.7 ¢ _
Masculing 0.350 40.0 (34.0- | 0.005 | Masculino
425+ | 43.2+10.3 13.9 (3)356
47.5) A
8.6 0.543
N7+ 3264
LDL-C, mg/al | 113%37 | 121223 | 0472 » 119 £ 29 0.733 | &7 s
0.583
102+ | 106 (87- 0
95+27 | 106+22 | 0.445 0262 | &
Apo B, mg/dl S1-S3
17 113) 0.430
1.27 0
247+ | 3.41(2.42- 2.51 (1.19- 0.964
HOMA-IR 0.005 | (0.79- 0139 | ¢ an
1.69 5.78) 4.71) 0080
4.69) '

Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda

En la tabla 5, se observa que los individuos con cualquier grado de esteatosis presentan mayores
niveles de insulina, HbA1c, y HOMA-IR en los no portadores mientras que solamente se
observaron mayores niveles de insulina en los portadores del haplotipo de riesgo SLC16A11.
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En la comparacion entre portadores y no portadores del haplotipo de riesgo y la presencia (de
cualquier grado) o ausencia de esteatosis hepatica con ALT o AST >40 U/L, los individuos no
portadores del haplotipo de riesgo tuvieron mayores niveles de HbA1c.
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Tabla 4. Parametros antropométricos, bioquimicos y grado de esteatosis en decibeles de los
participantes con ALT >40 U/L y ALT <40 entre los portadores y no portadores del haplotipo de
riesgo en SLC16A11 (n = 730)

No No
portador portador
. No portador Vs Vs
Variables (r$:369) P Portador (n=361) P portador portador
con ALT < | con ALT 2
40UL P 40UL P
ALT ALT ALT
>40 <40 >40 A(r']‘_T3ZjQ
(n=26; | (n=343; (n=37; ol
89.8%)
7.0%) | 93.0%) 10.2%)
Esteatosis | 240 302 i
en (179- 2211 0.378 (248- 24;9(512 0.001 0.370 0.177
decibeles 333) 330) )
40.4 43.3 44.2 419
Edad, afios | (28.4- | (28.3- 0.766 (387- | (315- | 0.751 | 0.405 0.757
53.0) 54.4) 52.4) 52.3)
. 212 35 191
Femenino | 21 (9.0) (91.0) 0.003 (15.5) (84.5) 0.052 0.779 0.369
27.3 % 279+ 28.8 £ 28 1
IMC, kg/m? 0.748 (24.9- 0.523 0.117 0.346
4.8 54 5.6
31.2)
Relacion 0.569
cintura- 0.551+ | 0.560 * ' 0.568 +
estatura | 0.084 | 0.084 0.892 * 0.0sg | 0190 | 0849 0.337
0.098
100.0 93.0 95.0 91.0
Gmcj’;a’ (90.5- | (87.0- 0001 | (91.0- | (86.0- |<0.001| 0.484 0.469
g 116.5) | 99.0) 105.3) | 98.0)
_ 11.8 1.7
'”USJ}:?]T" (6.6- 7'?0(‘8)6' <0001 | (5.8- 7'13 1(‘;')9' <0.001 | 0.080 0.372
19.0) ' 21.7) ’
59+ |56 (5.3 56 | 5653
. 9+ .6 (5. ) 6 (5.
HbA1c, % 063 5.9) 0.010 (5.4 5.9) <0.001 0.394 0.101
5.8)
Acido
drico, 6.3+ 5.1 (4.3- 58+ 5.1 (4.2-
14 6.0) <0.001 12 6.0) <0.001 0.316 0.559
mg/dl
Creatinina, 0.78 0.74
0.85+ ' 0.81 + '
ma/dl 0.20 (0.66- 0.041 0.21 (0.64- 0.003 0.100 0.585
g ' 0.89) ' 0.87)
37.5 18.0 37.5 17.0
GGT, U/l (22.0- (13.0- <0.001 (21.5- (12.0- <0.001 0.015 0.939
49.3) 27.0) 60.5) 22.0)
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178

Colesterol 194 + 196 + 172 (1 54-
otal maidl | 24 28 0.720 (11 ;s:) 207) 0.135 | <0.001 0.209
Triglicérido 150 + 123 (88- 147 + 107 (78-
el 18 168) 0.004 s 152 | <0001 0070 0.302
46.0
39.0 52.0
HDL-C, (35.0- | (43.0- 0.004 40.6% 1 (400- 1 061 | 0012 0.397
mg/dl 11.4 58.3)
Femenino 48.0) 61.0) 411+ 44.0
Masculing 32.3é¢ 45;.? 0.009 110 (4. | 007 | 0494 0.570
' ' 53.0)
LDL-C, | 123+ [116(99-| o9 (1(1)8- 10287 | (031 | <0001 | 0.396
mg/dl 22 140) ' 127) ' ' '
133)
ApoB, | 106+ | 100 0.060 18076 NS | 5007 | 0.005 0.440
mg/dl 19 24 ' 5 1 1') 109) ' ' '
2.95 1.44 2.51 1.53
HOMA-IR |y 5¢. | (0.92- | <0.001 | (1.18- | (0.98- |<0.001| 0.066 0.369
4.79) 2.14) 5.00) 2.54)

Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda

Se observaron en los individuos portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11 y ALT 240
mayores niveles de esteatosis dado por decibeles en comparacion con niveles <40 UJ/L.

Se observé que en los individuos portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11 y ALT 240
mayores niveles de glucosa, insulina, HbA1c, acido urico, creatinina, GGT, triglicéridos, LDL-C,
apo B y HOMA-IR en comparacion con los individuo con niveles de ALT <40 U/L. Los individuos
no portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11 y ALT =240 presentaron mayores niveles de
glucosa, insulina, A1c, acido urico, creatinina, GGT, triglicéridos y HOMA-IR. En este mismo
grupo de individuos, se observé una tendencia al incremento de los niveles de apo B.

En la comparacion entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo con niveles de
ALT 240, no se observaron diferencias entre los parametros bioquimicos ni grados de esteatosis
o fibrosis. En la comparacion entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo con
niveles de ALT <40, los individuos sin el haplotipo de riesgo presentaron mayores niveles de
GGT, colesterol total, triglicéridos, LDL-C, apo B. En este mismo grupo de individuos, se observo
una tendencia a la disminucion de los niveles de HOMA-IR.

Tabla 5. Parametros antropométricos, bioquimicos y grado de esteatosis en decibeles de los
participantes con AST >40 U/L y AST <40 entre los portadores y no portadores del haplotipo de
riesgo en SLC16A11 (n = 730)

No portador No No
(r?:369) Portador (n=361) portador vs | portador
. portador VS
Variables AST AST <40 P AST AST <40 P con AST < | portador
>40 (n=321; >40 (n=294; 40UIL P | con AST 2
B 87.0%) B 81.4%) 40U/L P
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(n=48; (n=67;
13.0%) 18.6%)
Esteatosis
en 250 | opss65 | 0001 | 290% | 285(212-) 4409 | (432 0.016
; 83 61 300)
decibeles
432 426
Edad, afios 41(’:'35()* (285 | 0353 | 2F | (319 | 0141 | 0476 0.923
: 54.7) : 52.4)
. 222 23 203
Femenino | 11 (4.7) (92.3) 0.022 (10.2) (89.8) 0.953 0.570 0.120
28.1
IMC, kgimz | 279% | 27.9% | g676 | 284% 1 040 | 0240 | 0115 | 0445
5.3 5.3 6.1
52.1)
Relacion 0.560
; 0551+ | 0.559 + 0.569 +
cintura- | 000 | 000 | 09017 x S | 0082 | 0.902 0.271
estatura 0.105
Glucosa. | 950 93.0 96.0 92.0
lcosa, | (885~ | (870- | 0278 | (87.5- | (87.0- | 0.096 | 0.536 0.994
9 117.0) | 100.0) 108.0) | 98.0)
Insulina, | 154+ | 7.1 (4.7- 147+ | 75(5.1-
uU/ml 135 101) | 9991 | 4o8 | 122y | 0016 | 0062 0.234
55
HbAtc, % | 8% | 98031 o5 | (54. | 56053 | 5855 | 0.303 0.310
0.5 5.9) oo, 5.9)
Acido 64t | 5143 57+ | 51 (4.2-
roa o | o 5 <0001 | %7 oy | 0001 | 0380 0.629
— 0.78 0.74
Crfnat'/”d'lna’ 057F | ©es- | o725 | %°* | (065 | 0206 | 0.130 0.276
9 : 0.90) : 0.90)
so8s | 190 420 17.0
cerun | BBE 1 (140- | <0001 | (205- | (130- | <0.001| 0069 0.769
: 28.0) 76.5) | 23.0)
178
Colesterol | 186+ | 197,37 | 442 | 18- | 172055 | o585 | <0.001 | 0.534
total, mg/dI 26 219) 204)
Trighcérido | 141+ | 125 (91- 148+ | 108 (79-
g a o) 0138 | ¥ ey | 0.005 | 0.124 0.382
51.0 46.0
pLc | 450% | (428 453+ | (40.0-
ol 16 60.3) | 0054 | 189 | 580) | 0080 | 0.005 0.562
I'\:Aj;‘g:‘lmg 405+ | 4462 0.820 | 441t | 43.0 0.641 0.836 0.924
12.1 9.2 101 | (33.0-
53.0)
DL-C, | 116% | 118 (101- 117+ | 103 (89-
o . ) 0465 | 117 oy | 0349 | <0001 | 0.140
107-
Apo B, 1002 1 401424 | 0245 90- (76~ | 5143 | 0.004 0.898
mg/dl 20 o 109)
seos | 153 269 | 155
HOMAIR | 229% | (094- | 0001 | (1.11-| 099- | 0019 | 0.051 0.366
: 2.20) 533) | 263)

Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda
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Se observo en los individuos no portadores del haplotipo de riesgo en SLC16A11 y AST 240
mayores niveles de esteatosis dado por decibeles en comparacion con niveles <40 U/L. En la
comparacion entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo con niveles de AST
240, los individuos portadores del haplotipo de riesgo presentaron mayor grado de esteatosis
dado por decibeles. Se observaron que en los individuos portadores del haplotipo de riesgo
SLC16A11 y AST 240 mayores niveles de acido urico, GGT, triglicéridos y HOMA-IR en
comparacion a los individuos con niveles de AST <40 U/L. En los individuos no portadores del
haplotipo de riesgo en SLC16A11 y AST 240 presentaron mayores niveles de insulina, acido
urico, GGT y HOMA-IR.

En la comparacion entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo con niveles de
AST 240, no se observaron diferencias entre los parametros bioquimicos. En la comparacion
entre los portadores y no portadores del haplotipo de riesgo con niveles de AST <40, los
individuos sin haplotipo de riesgo presentaron mayores niveles de GGT, colesterol total, LDL-C,
apo B. En este mismo grupo de individuos, se observd una tendencia a la disminucién de los
niveles de HOMA-IR.

Tabla 6. Parametros antropométricos, bioquimicos, grado de esteatosis en decibeles y grado de
fibrosis en kPa de los participantes segln el indice de esteatosis hepatica (n = 730)

Variables HSI = 36 (n=408; 55.9%) HSI < 36 (n=322; 44.1%) P
Esteatosis 262 (215-311) 231+ 61 <0.001
en decibeles
Fibrosis en 4.30 (3.55-5.20) 4.10 (3.40-5.00) 0.051
kPa
Edad, afios 44 .8 (33.7-54.5) 38.7 (26.9-50.5) 0.004
Femenino 196 (42.7) 263 (57.3) 0.400
Relaciéon
cintura- 0.608 + 0.0801 0.508 + 0.0591 <0.001
estatura
Glucosa, 93.0 (87.0-100.0) 93.0 (87.0-98.0) 0.135
mg/dl
Insulina, 7.9 (56.1-12.0) 6.8 (4.6-10.3) 0.001
uU/ml
HbA1C, % 5.6 (5.4-6.0) 5.5 (5.3-5.8) 0.002
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Acido urico,
5.3 (4.4-6.3) 5.0 (4.2-6.0) 0.054
mg/dl
Creatinina,
0.75 (0.64-0.91) 0.77 (0.67-0.90) 0.727
mg/dI
ALT, U/l 24.0 (19.0-34.0) 20.0 (15.0-26.0) <0.001
AST, U/l 24.0 (20.0-29.0) 23.0 (20.0-28.0) 0.049
GGT, U/l 19.0 (14.0-27.0) 16.0 (12.0-25.0) <0.001
Colesterol 187 (163-213) 186 (159-217) 0.671
total, mg/dl
Triglicéridos, 122 (93-166) 110 (75-165) 0.03
mg/dl
HDL-C, 45.0 (40.0-54.0) 51.0+14.9 0.014
mg/dl
Femenino 40.0 (34.3-46.8) 45.0 (39.0-53.0) <0.001
Masculino
LDL-C, mg/d| 111 (95-138) 115+ 30 0.927
Apo B, mg/d| 101+ 24 92 (76-112) 0.009
HOMA IR 1.70 (0.99-2.69) 1.44 (0.96-2.22) <0.001

Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda

El grado de esteatosis por decibeles fue significativamente mayor en los pacientes con HSI = 36
en comparacion con los participantes con HSI < 36. No se observaron diferencias en el grado de
fibrosis por kPa entre los participantes con HSI mayor o menor que 36. Los participantes con HSI
= 36 presentaron mayores niveles de IMC, relacién cintura-estatura, insulina, A1c, AST, ALT,
GGT, triglicéridos, apo B y HOMA-IR. Los participantes con HSI < 36 presentaron mayores
niveles de HDL-C tanto en los hombres y mujeres.

Tabla 7. Parametros antropométricos, bioquimicos, grado de esteatosis en decibeles y grado de

fibrosis en kPa de los participantes segun el indice de Higado Graso (n = 498)

Variables FLI =60 (n=249; 34.1%) FLI < 30 (n=249; 34.1%) P
Esteatosis 260 + 66 235+ 62 0.076
en decibeles
Fibrosis en 4.25 (3.50-5.05) 4.10 (3.50-5.10) 0.221
kPa
Edad, afios 458 £+ 12.7 38.7 (27.5-48.7) <0.001
Femenino 133 (29.0) 179 (38.8) 0.084
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IMC, kg/m: 32.9 (31.1-35.9) 23.7+3.0 <0.001
Relacion
cintura- 0.639 (0.603-0.695) 0.491 £ 0.0610 <0.001
estatura
Glucosa, 94.0 (88.0-102.0) 92.0 (86.0-97.0) <0.001
mg/d|
Insulina, 8.2 (5.3-12.8) 6.6 (4.5-10.1) <0.001
uU/mi
HbA1C, % 5.7 (5.4-6.0) 5.5 (5.3-5.8) <0.001
Acido urico, 5613 4.9 (4.2-5.8) <0.001
mg/d|
Creatinina,
0.77 (0.65-0.95) 0.75 (0.66-0.87) 0.157
mg/dl
ALT, U/l 25.0 (19.5-33.0) 20.0 (15.0-27.0) <0.001
AST, U/l 26.0 (21.0-30.0) 22.0 (20.0-26.0) <0.001
GGT, U/l 23.0 (17.0-34.5) 15.0 (12.0-20.0) <0.001
Colesterol 189 (163-220) 176 (155-203) <0.001
total, mg/dI
Triglicéridos, 144 + 48 95 (67-133) <0.001
mg/dI
HDL-C, 45.0 (40.0-53.0) 49.5 (40.0-61.0) 0.003
mg/dI
Femenino 40.0 (34.0-47.0) 45.8 £ 10.1 0.002
Masculino
LDL-C, mg/d| 114 (95-144) 108 (90-129) 0.039
Apo B, mg/d 106 + 25 87 (73-106) <0.001
HOMA_IR 1.81 (1.09-2.73) 1.33 (0.89-2.15) <0.001

Datos expresados como frecuencias (%), media (DE) o mediana (IQR), segun corresponda

Segun el indice de Higado Graso, se puede observar una tendencia al incremento de esteatosis
por el grado de decibeles. No se observa diferencias significativas en el grado de fibrosis dado
por el kPa. Se puede observar valores significativamente mayores en los individuos con FLI = 60
de glucosa, insulina, HbA1c, acido urico, ALT, AST, GGT colesterol total, LDL-C, apoB y HOMA-
IR en comparacién a los que tienen FLI < 30. En los individuos con FLI = 60 también presentaron
mayores anos de edad, IMC e relacion cintura-estatura en comparacién a los que tienen FLI <
30.
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