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RESUMEN

Introduccion: El higado graso no alcohdlico (HGNA) es la afeccion metabdlico-hepética
mas comun en todo el mundo. Se caracteriza por la acumulacion de grasa en el higado
en ausencia de otras causas secundarias. El diagnéstico se hace mediante métodos de
imagen como ultrasonido o FibroScan. Se asocia con factores de riesgo como obesidad,
diabetes y dislipidemia. La patogénesis es multifactorial, involucrando la interaccion de
factores genéticos, ambientales y metabdlicos. El gen MTHFR codifica una enzima clave
en el metabolismo de los folatos, y las dos variantes mas estudiadas son C677T vy
A1298C el homocigoto de ambos en particular el homocigoto 677TT provoca una
actividad enzimatica reducida, lo que puede conducir a niveles elevados de homocisteina
y una menor disponibilidad de folatos en el plasma. Esto podria afectar la metilacion del
ADN, proceso que regula la expresion génica y la integridad gendmica durante la
diferenciacion. El propdsito de este trabajo fue investigar si existia una correlacion entre
dichas variantes y el HGNA.

Materiales y métodos: es un estudio observacional, descriptivo y transversal. Se
incluyeron 268 trabajadores del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran. Se evaluo la presencia de variantes genéticos del gen MTHFR en
relacion con el HGNA. Los criterios de inclusiéon fueron individuos mayores de 18 afos,
aparentemente sanos. Se excluyeron personas con patologias especificas. Los datos
demograficos y clinicos, asi como las variantes genéticas, fueron analizados
estadisticamente para identificar posibles asociaciones significativas.

Resultados: Se encontrd una prevalencia de esteatosis hepatica en el 50.37% de los

individuos, asociada significativamente con mayor edad y mayor IMC, siendo mas comuin



en hombres que en mujeres. Se analizaron los genotipos de las variantes 677 y 1298 del
gen MTHFR, encontrandose frecuencias alélicas en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Aunque no se hallaron diferencias significativas en la distribucién de genotipos entre los
grupos con y sin HGNA, al combinar ambas variantes se observé una asociacion
significativa entre el doble heterocigoto 677CT/1298AC y la presencia de esteatosis. Los
niveles de homocisteina, acido fdélico y vitamina B12 no mostraron asociaciones
significativas con la esteatosis hepatica. No obstante, la presencia de esteatosis se
asocio con resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia y valores elevados de AST, ALT,
GGT y FA, lo que sugiere una implicacion metabdlica y hepéatica en esta condicion.
Ademas, se observo una mayor frecuencia de los genotipos AA 'y AC en individuos con
grado de fibrosis hepatica 0, mientras que los genotipos CT y TT mostraron una mayor
distribucion en los grados de fibrosis 2 y 3. Se observé una correlacion entre los niveles
de homocisteina con el acido folico, principalmente en el grupo de individuos con HGNA.
Conclusiones: Este estudio proporciona evidencia de la asociacion entre las variantes
genéticas del gen MTHFR y el riesgo de desarrollar HGNA. Los hallazgos sugieren que
ciertos genotipos podrian estar relacionados con un mayor riesgo de HGNA y respaldan
la importancia de la predisposicion genética en la patogénesis de la enfermedad.
Ademas, se observo una asociacion entre los niveles de acido folico y homocisteina y la
presencia de HGNA, lo que destaca la importancia de una adecuada ingesta de &cido
félico y la regulacion de los niveles de homocisteina en la prevencion y tratamiento del
HGNA. Sin embargo, el estudio tiene limitaciones, como el tamafio muestral, la falta de
inclusién de la variante rs738409 del gen PNPLA3, por lo que se requiere mas

investigacion para confirmar y ampliar estos hallazgos.



ABREVIACIONES

ALT: Alanino aminotransferasa.

AST: Aspartato aminotransferasa.

CAP: Pardametro de atenuacion controlada.

CT: Colesterol total.

DES: Diferencia estadisticamente significativa.
EHGNA: Enfermedad por higado graso no alcohdlico.
EHNA: Esteatohepatitis no alcohdlica.

FA: Fosfatasa Alcalina.

GGT: Gamma glutamil transpeptidasa.

Hcy: Homocisteina.

HDL: colesterol de alta densidad.

HGNA: Higado graso no alcohdlico.

HOMA: Modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina.
IMC: indice de masa corporal.

LDL: colesterol de baja densidad.

MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

TGD: Triglicéridos.

THF: Acido tetrahidrofélico.
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Introduccion

1.1 Definicién

La enfermedad por higado graso no alcohdlico (EHGNA) es la afeccion metabdlico-
hepéatica mas comun en todo el mundo y se caracteriza por la presencia de mas del 5%
de esteatosis hepética en ausencia de otras causas secundarias, principalmente, el
consumo excesivo de alcohol (30g/dia para hombre y 20 g/dia para las mujeres) o
medicamentos (corticoesterioides, metotrexato, amiodarona, isoniazida, terapia
antirretroviral, etc), hepatitis viral, hemocromatosis, enfermedad de Wilson y colestasis,
las cuales presentan una histologia similar (Perumpail et al., 2017; Younossi et al., 2015).
El HGNA abarca una amplia variedad histologica, desde la simple acumulacion de grasa
en el higado (llamada higado graso no alcohdlico o HGNA), hasta la inflamacion
necrotica o la fibrosis. La esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) y la cirrosis hepatica
criptogénica son formas avanzadas del HGNA. Ademas, el HGNA puede progresar a

carcinoma hepatocelular. (Sazci et al., 2008)

El HGNA se refiere a la esteatosis hepatica sin degeneracion vacuolar hepatocelular
mientras que el EHNA consiste en la hepatoesteatosis con inflamacion lobular observada
en la histopatologia, degeneracién vacuolar hepatocelular con o sin fibrosis. (Perumpail

et al., 2017)

1.2 Diagndstico
La enfermedad por HGNA generalmente se presenta de manera asintomatica y los

valores bioquimicos de las pruebas de funcién hepatica no son utiles para el diagnéstico,
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ya que el 50-80% de los pacientes tienen niveles normales de transaminasas. (Hashimoto

& Tokushige, 2011)

El diagnostico del HGNA puede realizarse por medio del FibroScan, un dispositivo
médico utilizado para evaluar la rigidez hepatica y el pardmetro de atenuacién controlada
(CAP) como método no invasivo para detectar la esteatosis hepética y la fibrosis. Es una
herramienta Gtil para monitorear la progresion de la enfermedad hepatica y evaluar la
efectividad del tratamiento. Segun un metaanalisis de estudios sobre el FibroScan, la
sensibilidad y especificidad agrupadas para detectar fibrosis significativa fueron del 0.78
y 0.76, respectivamente. La aplicabilidad se refiere al porcentaje de pacientes para los
cuales se obtuvo una lectura valida del FibroScan, esta se reporta de 97% (404 de los
415 pacientes evaluados), Eddowes y colaboradores en 2019. En dicho estudio también
se observd que los pacientes con menos de 9 mediciones validas tenian un IMC

significativamente mas alto que los demas. (Eddowes et al., 2019)

La evaluaciéon de la esteatosis por medio del CAP utiliza el FibroScan para medir la
atenuacion de las ondas de ultrasonido a medida que pasan a través del tejido hepatico.
El CAP es un método no invasivo para cuantificar la esteatosis hepatica y se mide en
decibeles por metro (dB/m). En el estudio mencionado anteriormente, 380 de los 415
pacientes tenian una biopsia hepéatica interpretable y valores de CAP validos. Los valores
de corte de CAP para diferenciar entre los distintos grados de esteatosis son: para
diferenciar entre SO (sin esteatosis) y S1-S3 (cualquier grado de esteatosis), un valor de
corte de 248 dB/m tenia una sensibilidad del 77% y una especificidad del 72%. Para
diferenciar entre S0-S1 (sin a esteatosis leve) y S2-S3 (esteatosis moderada a grave),

un valor de corte de 268 dB/m tenia una sensibilidad del 70% y una especificidad del
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75%. Para diferenciar entre S0-S2 (sin a esteatosis moderada) y S3 (esteatosis severa),
un valor de corte de 280 dB/m tenia una sensibilidad del 71% y una especificidad del

80%. (Eddowes et al., 2019)

Otras técnicas que se pueden utilizar para diagnosticar la esteatosis incluyen pruebas de
imagen como ultrasonido, tomografia computarizada y resonancia magnética. También
se pueden utilizar las enzimas hepaticas (Obika & Noguchi, 2012). Sin embargo,
actualmente se considera que la biopsia hepética es el estandar de oro para realizar el

diagnéstico y evaluar la gravedad del HGNA. (Eddowes et al., 2019)

1.3 Prevalencia e incidencia

La incidencia mundial real del HGNA adn no se conoce con exactitud debido a las
variaciones en las estimaciones de diferentes estudios poblacionales, que pueden estar
influenciadas por factores como la etnia, el tamafio de la poblacién estudiada y el método
diagndstico utilizado. Se estima que la prevalencia mundial de HGNA oscila entre el 20%
y el 30% en paises occidentales, mientras que en Asia se sita entre el 5% y el 18%
(Satapathy & Sanyal, 2015). Se estima que la prevalencia varia entre el 17% y 46 % en
poblacién mexicana, aunque El Consenso mexicano de HGNA reporta que 62.9% de los
participantes voluntarios estudiados con ultrasonido presentaban signos de esteatosis
(De México Gastroenterologia et al., 2019) En Estados Unidos, se estima que es la causa
mas comun de enfermedad hepatica cronica, afectando entre 80 y 100 millones de
personas, de las cuales cerca del 25% progresan a EHNA. Medio Oriente y Sudéafrica
presentan la mayor prevalencia con un 31% y 32% respectivamente mientras que la

prevalencia mas baja se encuentra en Africa con un 13.5%. (Perumpail et al., 2017)
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En un estudio realizado por Satapathy y Sanyal en 2015, se encontré que los hispanos
tienen una mayor predisposicion a desarrollar esteatosis hepatica, con una frecuencia de
45%, en comparacion con los participantes de ascendencia europeo-americana, con una
frecuencia del 33%, mientras que los afroamericanos presentaron la menor frecuencia,

con un 24%. (Satapathy & Sanyal, 2015)

La presentacion variable de la enfermedad y las limitaciones en los estudios para
diagnosticar el HGNA influyen en la imposibilidad para determinar la incidencia y
prevalencia exacta de la enfermedad. Sin embargo, se ha observado que la prevalencia
del HGNA ha aumentado en los ultimos 20 afos (De Mexico Gastroenterologia et al.,
2019). La discrepancia en los datos de la frecuencia de esta enfermedad puede ser
explicadas por la sensibilidad del método diagnéstico utilizado, ademéas de la biopsia,
exigen algunas modalidades no invasivas que también son aceptadas para detectar la
infiltracion grasa hepatica, como la ecografia hepatica, la resonancia magnética y la
tomografia computarizada. En estudios recientes, la ecografia hepatica detect6 desde el

17% de HGNA en la India hasta el 46% en Estados Unidos. (Perumpail et al., 2017)

La prevalencia de complicaciones asociadas al HGNA en México varia segun los
estudios y las caracteristicas de las poblaciones estudiadas. Se ha observado que la
EHNA afecta a aproximadamente el 10-30% de los pacientes con HGNA lo que indica
una proporcioén significativa de individuos con riesgo de desarrollar enfermedad hepética
progresiva. La fibrosis hepatica, que es un indicador de dafio hepéatico mas avanzado,
se observa con una prevalencia del 15-30% en pacientes con HGNA. (Hernandez-Rocha

C et al., 2015; Instituto Nacional de Salud Publica, 2012)
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En relacion a las complicaciones mas graves, como la cirrosis hepatica, los datos sobre
su prevalencia especifica en la poblacion mexicana son limitados. Sin embargo, se
estima que la cirrosis puede desarrollarse en aproximadamente el 20% de los casos de
EHNA progresiva a lo largo de varios afios. Ademas, la cirrosis hepatica se asocia con
un mayor riesgo de complicaciones, como la insuficiencia hepéatica, el cancer de higado

y las complicaciones cardiovasculares. (Estes et al., 2018; Méndez-Sanchez et al., 2007)

Es importante destacar que el HGNA y sus complicaciones estan relacionados con varios
factores de riesgo, como la obesidad, la resistencia a la insulina, la diabetes tipo 2 y la
dislipidemia. Estos factores estan muy presentes en la poblacion mexicana, lo que
contribuye al aumento de la prevalencia del HGNA y sus complicaciones. (Estes et al.,

2018; Méndez-Sanchez et al., 2007)

1.4 Factores deriesgo

Entre los principales factores de riesgo conocidos para desarrollar HGNA se encuentran
la obesidad, la dislipidemia, la diabetes mellitus, el sindrome metabdlico y los factores
genéticos. Ademas, esta condicion también puede estar asociada con un mayor riesgo

de enfermedad cardiovascular a largo plazo. (Satapathy & Sanyal, 2015)

El HGNA tiene una mayor prevalencia en los hombres en comparacion con las mujeres
durante su periodo reproductivo, sin embargo, después de la menopausia, las mujeres
pierden el efecto protector conferido por las hormonas sexuales femeninas (Mauvais-
Jarvis et al., 2013) y la prevalencia de la enfermedad es similar a la de los hombres.
Estas observaciones también son consistentes en los nifios (Perumpail et al., 2017).

Segun los hallazgos de las clinicas en Japon, la prevalencia del HGNA en hombres
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mayores de 30 afios es de aproximadamente el 27%. En cambio, en las mujeres aumenta
gradualmente desde el 7% a los 30 afos hasta 23% después de los 60 afios. (Hashimoto

& Tokushige, 2011).

La edad es otro factor asociado con el HGNA, con una tendencia general de aumento de
la prevalencia con la edad y un pico entro los 50-60 afios en los hombres. En personas
mayores de 80 afios presentan una prevalencia mas alta de lo habitual del 46%.

(Perumpail et al., 2017)

Por otro lado, segun los hallazgos de los chequeos médicos anuales en Japon, la
prevalencia del HGNA aumenta con el indice de masa corporal (IMC); del 10 al 20% en
personas no obesas, un 50% en aquellos con un IMC superior a 25 kg/m? y
aproximadamente 80% en aquellos con un IMC superior a 30 kg/m2. Wanless et al.
reportan que la prevalencia en pacientes de Canada era del 70% en pacientes obesos y
del 35% en pacientes delgados, mientras que la fibrosis hepatica era del 18.5% en
obesos y del 2.7% en delgados. Ademas, la prevalencia de HGNA también aumenta con
el deterioro de la homeostasis de la glucosa, pasando del 27% en aquellos con glucosa
en ayunas normal al 43% en pacientes con niveles elevados de glucemia. (Hashimoto &

Tokushige, 2011; Wanless & Lentz, 1990)

Por otro lado, también se ha observado que el riesgo de desarrollar DM2 y sindrome
metabdlico en pacientes con HGNA afecta en ambos sexos, pero las mujeres tienen un
mayor riesgo: RM 14,5 (IC del 95%: 7-30.1) en mujeres y 4.8 (IC 95% 3-7.8) en hombres.

(De Mexico Gastroenterologia et al., 2019). Asimismo, un estudio realizado en poblacién
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mexicana mostré6 que uno de cada tres pacientes con HGNA tenia un alto riesgo

cardiovascular (CVR), y a mayor fibrosis, mayor era el CVR. (Alvarez et al., 2022)

A pesar de que ya se conocen algunos factores de riesgo como el estilo de vida, la
obesidad y la resistencia a la insulina que participan en el desarrollo de el HGNA en una
persona. También se ha observado que la enfermedad puede variar sustancialmente
entre sujetos con impactos ambientales y anormalidades metabdlicas similares (Bernal-
Reyes et al., 2022). Esto indica que existen otros factores que pueden contribuir en la
patogénesis. La heredabilidad y las variaciones interétnicas en la susceptibilidad
sugieren que los factores genéticos pueden jugar un papel importante en la
determinacion de la manifestacion fenotipica y el riesgo en general para el desarrollo de

el HGNA. (Perumpail et al., 2017)

Los estudios familiares demuestran que los familiares de primer grado de pacientes con
NAFLD tienen un riesgo mucho mayor de desarrollar la enfermedad en comparacion con
la poblacion general. La asociacion se da de forma independiente con la adiposidad y ha
llevado a estimar que entre el 38% y el 100% del contenido de grasa hepética y la
variabilidad de NAFLD son atribuibles a factores heredados. (Mohammed Eslam et al.,

2018)

Respecto a los factores genéticos, se ha observado que el HGNA se presenta en familias
portadores de ciertas variantes genéticas en TM6SF2, PNPLA3, NCAN y PPP1R3B.
Dichas variantes pueden aumentar la presencia de HGNA hasta un 27% en de estas

familias. Una de estas variantes es una mutacion de sentido erréneo en el gen que

contiene el dominio de fosfolipasa similar a la palatina 3 (PNPLAS3 [lle148 — MET148.
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(1248M)]). Dicha variante influye de manera importante en la acumulacion de grasa
hepética y en la susceptibilidad a desarrollar dafio hepatico més grave a nivel histologico,
independientemente del grado de obesidad o la presencia de diabetes mellitus. Esta
variante se observo con mayor frecuencia en hispanos, seguida de blancos no hispanos
y en menor medida en afroamericanos. En el mismo metaanalisis se encontré una
variante en el gen TM6SF2 que aumenta el riesgo de fibrosis hepética
independientemente de la edad, obesidad, diabetes y el genotipo de PNPLA3. (Cai et al.,

2011)

1.5 Gen MTHFR

El gen MTHFR (metilentetrahidratofolato reductasa) codifica para una enzima clave en
el metabolismo de los folatos que cataliza la conversion de 5,10-metilentetrahidrofolato
a 5 metiltetrahidrofolato, cosustrato utilizado en la remetilacion de homocisteina a
metionina la cual mediante una reaccion mediada por ATP se convierte en S-adenosil-

metionina (SAM) donante universal de grupos metilos en las células. (Sazci et al., 2008)

El gen MTHFR se localiza en el cromosoma 1p36.3 y las dos variantes mas
frecuentemente estudiados son C677T (rs1801133) y A1298C (rs1801131) debido a su
papel como factor de riesgo asociado a diversas enfermedades comunes del adulto,
incluyendo trastornos cardiovasculares, enfermedades neuropsiquiatricas vy

complicaciones en el embarazo entre otras. (Catalano et al., 2014)

La variante MTHFR C677T se caracteriza por la substitucién de citosina (C) por timina
(T) en la posicion 677 del gen, individuos con genotipo homocigoto MTHFR 677 TT

produce una proteina termolébil con una actividad enzimatica reducida de mas del 50%
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comparada con el genotipo silvestre MTHFR 677 CC. La deficiencia parcial de la
proteina provoca niveles aumentados de homocisteina y menor disponibilidad de folatos
en el plasma. Esta disminucién en la actividad enzimatica puede tener implicaciones en
el metabolismo de los folatos y la metilacion, procesos esenciales para el funcionamiento

adecuado del organismo. (Mutchinick et al., 1999)

La variante MTHFR A1298C, resulta en un cambio de acido glutdmico por alanina en la
posicién 1298, y codifica para una proteina con una reduccién del 30% de actividad

enzimatica. (Catalano et al., 2014)

La frecuencia del alelo 677T es relativamente alta alrededor del mundo y muestra
variacion regional y étnica. Wilken, et al. (2003) estudiaron la distribucion de esta variante
en recién nacidos de 16 regiones en Europa, América, Medio Oriente y Australia;
observandose la mayor frecuencia del genotipo TT en México (32%), seguido del sur de
Italia (26%) y el norte de China (20%), asi como evidencia de gradientes geograficos en
Europa (mayor de norte a sur) y en China (menor de norte a sur). En los recién nacidos
de ancestria africana la frecuencia del genotipo TT fue baja, intermedia en los de origen
europeo y alta en los de ancestria hispanoamericana. McAndrew, et al. (1996)
encontraron que la frecuencia alélica de la forma termolabil ¢c.677C>T en estado

heterocigoto fue de 0.30 en caucasicos y 0.10 en afroamericanos. (B Wilcken et al., 2003)

En México, un estudio realizado por Mutchinick y colaboradores en 1999 reporté una
prevalencia del genotipo heterocigoto para la variante 677 (CT) de 47.6% y de 34.8%
para el genotipo homocigoto para la variante (TT) en 250 mujeres sanas estudiadas.

(Mutchinick et al., 1999)
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En la poblacion mestiza mexicana la distribucion de los genotipos C667T y 677TT del
gen MTHFR varia en las diversas regiones geogréficas del pais. De acuerdo a Contreras-
Cubas y colaboradores, un estudio realizado en 2016 en una poblacion mestiza
mexicana encontré que la frecuencia del genotipo C677T era del 39.7%, mientras que el
genotipo T677T tenia una frecuencia del 7.6%. Esto indica que aproximadamente el
47.3% de la poblacion tenia al menos una copia de la variante 677T. Es importante tener
en cuenta que estas frecuencias pueden variar en diferentes grupos étnicos y
poblaciones especificas dentro de México. Ademas, es posible que existan diferencias

regionales en la distribucion de estos genotipos. (Contreras-Cubas et al., 2016)

En la poblacion mexicana, se ha observado que tanto los indigenas como los mestizos
presentan variabilidad en las frecuencias de los alelos y genotipos relacionados con el
gen MTHFR. En particular, se ha encontrado que los indigenas tienen una alta
prevalencia del alelo 677T, asi como del genotipo TT asociado a esta variante, con una
frecuencia del 65% y 44,5%, respectivamente. Por otro lado, los mestizos también
presentan una frecuencia alta, aunque menor que los indigenas, con un 52% para el

alelo 677T y un 26% para el genotipo TT. (Contreras-Cubas et al., 2016)

Las comparaciones con estudios realizados en Holanda, Irlanda, Estados Unidos, Japon
y otros grupos étnicos mostraron diferencias significativas, con una RM promedio de 5.8
(IC del 95%: 3.4-10.3) para un mexicano de ser homocigoto para la mutacion 677T.

(Rosa-Maria Guéant-Rodriguez et al., 2006)

Es importante destacar que estas frecuencias también pueden variar segun la

localizacion geografica en México. Se ha observado un gradiente creciente del norte
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hacia el sur en la frecuencia del alelo 677T, es decir, a medida que se avanza hacia el
sur del pais, la frecuencia de este alelo tiende a aumentar (Mutchinick y cols, en

preparacion)

Respecto a la variante A1298C del MTHFR, la frecuencia alélica de 1298C es muy
variable y difiere entre poblaciones asiaticas (18%) y europeas (30%). La frecuencia del
genotipo homocigotico 1298CC varia entre 3 y 11% en poblaciones caucasicas, entre
7% Yy 21% en poblaciones asiaticas, (Wu et al., 2013) y entre 1.6% y 6% en poblaciones

hispanas. (Van Der Put et al., 1998)

Kumar, et al. (2005), en un grupo de 400 indios, determinaron que la frecuencia del
genotipo 1298CC fue de 19.46%, lo cual fue mucho mas alta que la reportada en
poblacién caucasica (9.4%), china (3.3%) y japonesa (1.6%). La frecuencia del alelo
1298C fue de 14.7% y del genotipo 1298CC de 2.3% en un estudio realizado en
individuos residentes en la ciudad de México. (Rosa-Maria Guéant-Rodriguez et al.,

2006)

Para el alelo 1298C y el genotipo CC, se han reportado diferencia entre mestizos e
indigenas. Los mestizos muestran una frecuencia del 14% para el alelo 1298C y un 2%
para el genotipo CC. En cambio, los indigenas presentan una frecuencia mucho mas
baja, con un 6% para el alelo 1298C y tan solo un 0,4% para el genotipo CC. mostrando
un patron inverso para el alelo 1298C, donde su frecuencia disminuye de norte a sur.

(Contreras-Cubas et al., 2016)

La frecuencia del alelo 1298C en poblacion mexicana es menor al 15% y el genotipo

homocigoto para la variante es menor al 2%, sin embargo, estos datos pueden variar
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segun la localizacion geogréfica (Rosa-Maria Guéant-Rodriguez et al.,, 2006). La
prevalencia de la homocigosis TT de la variante 677 alcanza el 25% en China, mientras

que, en Europa y América del Norte, varia entre el 5y 15%. (Zeng et al., 2017)

Respecto al HGNA, algunos estudios han sugerido una posible asociacion entre las
variantes C677T y A1298C en el gen MTHFR y esta condicién. Sin embargo, es
importante mencionar que existen discrepancias en los resultados reportados por
diferentes autores en diversas poblaciones. Siendo necesaria de mayor investigacion
para comprender mejor el papel de estas variantes en el HGNA y su relevancia clinica

en la poblacién mexicana. (Refsum et al., 2004)

En un estudio realizado por Zasci y colaboradores reportan en 57 pacientes con HGNA
y 304 controles, una mayor prevalencia del alelo MTHFR-1298C (RM 2.48; Cl 95% 1.28-
4.78, p 0.006) y el homocigoto 1298CC (RM 2.97; Cl 95% 1.02-8.84, p 0.037) en
pacientes femeninas y el genotipo compuesto C677C/A1298C en pacientes masculinos
(RM 2.21; CI 95% 1.003-4.90, p 0.046) asociados significativa con el HGNA. En dicho
estudio, los autores no encontraron ninguna asociacion significativa entre el alelo
MTHFR-677T y el HGNA (Sazci et al., 2008) Por otro lado, en un estudio distinto
realizado por Catalano y colaboradores en 2014, se observd que los niveles de acido
félico y vitamina B12 se encontraban dentro de los parametros normales, sin diferencia
significativa en la presencia de la variante 1298AC versus el genotipo homocigoto
1298AA o genotipo silvestre. No obstante, se sugirié que la variante 1298AC podria ser
un marcador de susceptibilidad para HGNA. Se encontré que la sensibilidad de la
presencia la variante A1298C del gen MTHFR es del 77.8%. Esto significa que tiene una

buena capacidad paraidentificar casos positivos de HGNA. Sin embargo, la especificidad
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es del 32.7%, lo que indica que no identifica una considerable proporcion de falsos
positivos. La razén de verosimilitud positiva (RV+) es de 1.155, lo cual sugiere una
evidencia débil para la asociacion positiva, y la razén de verosimilitud negativa (RV-) es
de 0.681, lo que indica una evidencia débil para descartar la asociacion negativa. El valor
predictivo positivo (VPP) es del 51.5%, lo cual significa que hay una probabilidad
relativamente baja de que un resultado positivo sea ciertamente un caso de HGNA.
Ademas, el valor predictivo negativo (VPN) es del 61.5%, lo que indica una probabilidad
relativamente baja de que un resultado negativo descarte completamente la presencia
de HGNA Estos hallazgos resaltan la necesidad de considerar otros factores y pruebas

adicionales para una evaluacion precisa de la presencia de HGNA. (Catalano et al., 2014)

1.6 Fisiopatologia
La patogénesis de el HGNA es de origen multifactorial y tiene un caracter progresivo. La
literatura sugiere que los factores genéticos, los demogréficos, clinicos y los ambientales,

pueden influir en el desarrollo de dicha patologia.

A una de las teorias propuestas para explicar la fisiopatogenia de la enfermedad, se le
atribuye un papel fundamental a la metilacion del ADN, proceso que regula la expresion
génica Yy la integridad gendmica durante la diferenciacion celular. Existen reportes que
indican una correlacion directa entre la metilacion gendmica del ADN, el estatus de folato
y una correlacion inversa con los niveles plasmaticos de homocisteina. Las variantes
C677T y A1298C del gen MTHFR estan asociados con niveles elevados de homocisteina
y niveles bajos de folato, lo que puede afectar el estatus de la metilacién del ADN a través

de su interaccidn con el estatus de folato. Se sabe que la metilacién anémala del ADN
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genomico se asocia con multiples enfermedades, incluyendo el cancer. Friso, et al.
(2002) estudiaron el efecto del folato en la metilacion del DNA gendmico encontrando
correlacion directa de la metilacion del DNA con el nivel de folato e inversamente con los
niveles plasméaticos de homocisteina. Los genotipos TT tienen un nivel de metilacion de
DNA disminuido en comparacién con el genotipo CC, concluyendo que la variante
677C>T influye en la metilacion del DNA a través de la interaccion con el folato. (Zheng

& Cantley, 2019)

La homocisteina es un aminoacido sulfurado que se produce durante el metabolismo de
la metionina y funciona como intermediario en el metabolismo de los folatos. La principal
via de degradacion de la homocisteina es a través de la sintesis de cisteina, la cual
requiere de la transferencia de un grupo sulfhidrilo a la homocisteina. Esta reaccion es
catalizada por la enzima cistationina beta-sintasa y utiliza a la vitamina B6 como cofactor.
Otra via importante de degradacion de la homocisteina es por medio de la remetilacion,
en la que se transfiere un grupo metilo de la 5-metiltetrahidratofolato (5-MTHF) a la
homocisteina. La enzima que cataliza esta via es la enzima metionina sintasa y requiere
vitamina B12 como cofactor. Existe una via alternativa para degradar la homocisteina, la
cual implica la conversibn de homocisteina en cistationina, que posteriormente se
convierte en cisteina a través de la cistationina gamma-lisa. (Smith & Refsum, 2016; Stover,

2006; Zheng & Cantley, 2019)

La acumulacion de homocisteina se ha asociado con dafio tisular y endotelial a través
de diversos mecanismos. Uno de los principales es a través de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la oxidacion de lipidos y proteinas en las células. Los

hepatocitos son particularmente susceptibles a la oxidacion inducida por la homocisteina,
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lo que puede resultar en dafio celular, disfuncion mitocondrial y apoptosis. Ademas, la
homocisteina puede inducir inflamacion y activacion de las células estrelladas hepéticas,
lo que contribuye a la fibrosis hepatica y la cirrosis. La inflamacién y la fibrosis hepatica
también pueden aumentar la produccion de ROS vy la oxidacion celular. Finalmente,
también puede causar disfuncion endotelial al alterar la expresion de proteinas
relacionadas con la regulacion del flujo sanguineo, como el 6xido nitrico y la endotelina-

1. (Perna et al., 2003; Z. Zhang et al., 2017)

Por otro lado, estudios recientes han demostrado que la homocisteina induce la
peroxidacion lipidica. Cuando la homocisteina se oxida al agregarse al plasma, durante
la oxidacion del grupo sulfhidrilo se generan radicales anién superoxido y peroxido de
hidrégeno. El estrés oxidativo desencadena la peroxidacion lipidica, un efecto que ocurre
tanto en la superficie de la célula endotelial como en las particulas de lipoproteinas en el
plasma. Cabe destacar que la peroxidacion lipidica tiene un papel central en la
enfermedad del higado graso no alcohdlico y la cual esta influenciada por factores

genéticos. (Serin et al., 2007)

El &cido folico se conoce también como vitamina B9 y es esencial para la sintesis de
ADN. La deficiencia de folatos se ha asociado con varias patologias, incluyendo los
defectos de cierre del tubo neural y la anemia. Si bien hay teorias que relacionan los
niveles elevados de acido folico con la lesion hepatica, hasta el momento no hay
evidencia suficiente para respaldar dicha asociacion. Algunos estudios han sugerido que
las dosis altas de acido fdlico, en especial cuando se administra como suplemento,
podrian tener efectos adversos en el higado en algunos contextos especificos como en

personas con enfermedad hepatica preexistente o en combinacion con otros farmacos,
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sin embargo, no se ha establecido una relacién causal definitiva. (Alkhouri et al., 2013;

Molaganbari et al., 2023)

El folato es esencial para una gran variedad de procesos metabdlicos la sintesis de
purinas, timidilato y la remetilacion de la homocisteina a metionina. Es necesario para la
sintesis de ADN y ARN, la metilacion de proteinas, la estabilidad del genoma, la
proliferacion celular y la sintesis de muchos metabolitos. El metabolismo del folato es
complejo y se encuentra altamente interconectado a diversas vias anabdlicas vy
catabdlicas (Field et al., 2018). Se refiere a un proceso que activa y transfiere unidades
de carbono procesos biosintéticos, incluyendo la sintesis de purinas y timidina y la
remetilacion de la homocisteina. Implica la conversion de la forma inactiva del folato en
la forma activa, el tetrahidrofolato (THF), por lo que sus productos incluyen la timidina y
serina producidas por la 5, 10-metileno-THF y la metionina producida por la 5-metil-THF
(Field et al., 2018; Kirac et al., 2013; Kraus et al., 2014). El folato funciona como un
portador para las unidades del carbono, lo cual permite que se puedan manipular y
ensamblar en otros procesos metabdlicos. La Inhibicion del metabolismo del folato
bloquea la proliferacion celular y se utiliza en antibidticos y quimioterapéuticos. (Kraus et

al., 2014)

El higado desempeiia un papel crucial en el metabolismo de los folatos, incluyendo su
activacion y eliminacion. El higado es responsable de transformar a los folatos en su
forma biol6gicamente activa, el acido tetrahidrofdlico (THF). Cuando existe una
disminucién de la funcion hepdtica, la eliminacién de los folatos disminuye y como
consecuencia pueden acumularse en la sangre. Por otro lado, el acido félico se

correlaciona con la vitamina B12 en el metabolismo celular. La vitamina B12 participa en
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la conversion del acido félico en el THF. Al existir una deficiencia de esta vitamina,
secundario a la enfermedad hepatica, puede ocasionar una interrupcion en el
metabolismo celular y posteriormente llevar a una acumulacion de folatos en sangre. La
deficiencia de vitamina B12 en pacientes con hepatopatia puede deberse a multiples
factores, como la mala absorcion en el intestino, la reduccion en la produccién de factores
intrinsecos necesarios para la absorcion o el aumento de las pérdidas hepéticas. (Estes

et al., 2018; Garcia et al., 2019; Molaganbari et al., 2023)

Se ha demostrado que la deficiencia de folato aumenta el riesgo de enfermedades, sin
embargo, todavia no se comprende por completo la relacion causal entre folatos y ciertas

patologias como la enfermedad hepatica. (Field et al., 2018)
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Justificacién y planteamiento del problema.

El HGNA es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por la acumulacién de grasa
en el higado en ausencia de consumo excesivo del alcohol. Se ha convertido en un
problema de salud publica a nivel mundial debido a su alta prevalencia y su asociacion
con enfermedades hepaticas mas graves como la cirrosis y el carcinoma hepatocelular.
Se estima que aproximadamente el 30% de la poblacion mexicana tiene HGNA, lo que
indica la necesidad de investigar los factores que contribuyen a su desarrollo y

progresion.

El HGNA es una enfermedad multifactorial en la que interactian factores genéticos y
ambientales. Entre los factores genéticos, se ha reportado que las variantes en el gen
MTHFR pueden desempefiar un papel en el desarrollo y progresion del HGNA. El gen
MTHFR codifica una enzima que juega un papel crucial en el metabolismo del folato y la
metionina, y las variantes genéticas en este gen pueden afectar la actividad enzimatica

y la concentracién de homocisteina en sangre.

Se han identificado varias variantes en el gen MTHFR, pero dos de las mas frecuentes y
estudiadas son los alelos 677T y 1298C. Estas variantes estan asociadas con cambios
en la actividad enzimética de la MTHFR y la concentracién de homocisteina en sangre.
La hiperhomocisteinemia se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, trombosis venosa profunda y enfermedades hepaticas, incluido el

HGNA.

A pesar de la evidencia existente sobre la relacidon entre los alelos 677T y 1298C del gen

MTHFR y el HGNA en diversas poblaciones, hay una falta de investigacion especifica en
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la poblacibn mestiza. La poblacién mestiza mexicana es una mezcla de ascendencia
amerindia y europea, y representa una proporcion significativa de nuestra poblacion
Dada su importancia demogréfica y la prevalencia creciente del HGNA en México, es
importante investigar si estas variantes genéticas estan asociadas con un mayor riesgo

de desarrollar HGNA en México.

La identificacion de marcadores genéticos asociados con el HGNA podria tener
implicaciones clinicas importantes. Por un lado, permitiria entender la participacion de
algunos de los mecanismos fisiopatolégicos implicados en la enfermedad y por otro,

implementar estrategias de prevencion y terapéuticas mas efectivas.
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Hipotesis

Los individuos con diagnostico de HGNA tendran una mayor prevalencia de los genotipos
heterocigoto y homocigoto para las variantes MTHFR-677T y/o MTHFR-1298C, niveles
séricos mas elevados de homocisteina y niveles séricos mas bajos de &cido folico y

vitamina B12, en comparacion con el grupo de individuos sin HGNA.

Objetivos
4.1 Objetivo general:

Investigar si las variantes C677T y A1298C del gen MTHFR son factores de riesgo
asociados al desarrollo del HGNA, y determinar la posible asociacion de los diferentes
genotipos de estas con los niveles de homocisteina, acido folico y vitamina B12, y el

desarrollo de esta hepatopatia.

4.2 Objetivos especificos:

1. Determinar las prevalencias alélicas y genotipicas para las variantes C677T y

A1298C del gen MTHFR en individuos con y sin HGNA.

2. Determinar los niveles de homocisteina, acido félico y vitamina B12 en
individuos con y sin HGNA y su asociacién con las variantes C677T y A1298C

del gen MTHFR de forma independiente y combinadas.
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Metodologia

5.1 Tipo de estudio

Es un estudio observacional, descriptivo y transversal

5.2 Muestra estudiada

Se incluyeron 268 trabajadores del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
“Salvador Zubiran” por medio del protocolo “Asociacién del consumo de fructosa,
azucares afadidos, grasas saturadas y grasas de origen animal con la grasa corporal y

hepatica en individuos aparentemente sanos”.

5.3 Criterios de seleccidn

5.3.1 Criterios de inclusion:

Individuos mayores de 18 afios de edad, aparentemente sanos.

Cualquier sexo.

5.3.2 Criterios de no exclusion:

Individuos con diabetes mellitus e hipertension arterial sistémica controlada.

5.3.3 Criterios de exclusion:

- Personas con las siguientes patologias: diagnéstico de higado graso, cancer,
enfermedades del corazon, cirrosis, hipertiroidismo, hipotiroidismo, enfermedades

autoinmunes, insuficiencia renal, discapacidad motriz, amputaciones de miembros.
- Personas con antecedente de cirugia bariatrica, portadores de prétesis metalicas o
marcapasos.

- Personas que utilicen medicamentos que modifiquen la composicion corporal

(esteroides, antipsicoticos, antidepresivos).
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5.4 Estudios moleculares.

Extraccion de ADN.

Posterior a la firma del consentimiento informado se obtuvo una muestra de 5ml de
sangre periférica en tubos con anticoagulante EDTA para extraccion de ADN genémico
por medio de la técnica saltting out. La cuantificacion, calidad y pureza del material
genético se realizO mediante espectrofotometria de microvolimen utilizando un
nanodrop y se almacené a -20°C hasta su utilizacién.

Genotipificacion.

Se realiz6 un estudio de discriminacién alélica con sondas TagMan® para las variantes
667T y 1298C del gen MTHFR.

Sondas TagMan®
- MTHFR-C677T (rs1801133)

Secuencia:

GAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG [G/A] CTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCAA
- MTHFR-A1298C (rs1801131)

Secuencia:

AAGAACGAAGACTTCAAAGACACTTI[G/IT]ICTTCACTGGTCAGCTCCTCCCCCCA

Procedimiento del ensayo
1. Alicuotar por duplicado 2 uL de ADN a 35ng/ ul (punto 4.2.1) de muestra problema
y controles de genotipo conocidos (silvestre, heterocigoto, mutado), en tiras de
PCR rotuladas, esperar a que se evapore la muestra.
2. Se descongel6 y colocd la mezcla maestra de reaccion de sonda TagMan®.
3. Se descongel6 la sonda TagMan® y mantuvo en hielo protegida de la luz.

4. Se rotulé la tira de pozos.
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8.

9.

Se prepar6 la mezcla de reaccion para el numero total de muestras a procesar y

se mantuvo en hielo.

Se mezclaron los reactivos 4 veces por pipeteo.

Se alicuotaron 8 L de la mezcla de reaccion en tubos de tiras de PCR.

Se taparon herméticamente las tiras de PCR.

Se encendié el equipo de Tiempo Real.

10.Se abré el programa y se selecciond la aplicacién Discriminacion Alélica.

11.Se colocaron las muestras en el equipo e iniciar corrida.

12.Condiciones de PCR:

-1 ciclo 95°C por 10 minutos

-40 ciclos 92°C por 15 segundos,60°C por 1 min

-1 ciclo 4°C

13.Se analizaron los genotipos mediante las graficas de amplificacion generadas

para cada sonda alelo especifica o utilizando el médulo de andlisis de

discriminacion alélica disponible en el software del termociclador de Tiempo Real.

La interpretacion de los resultados se realizé de acuerdo con la siguiente tabla:

Correlacion sonda/secuencia en la grafica de discriminacién alélica

FLUORESCENCIA DETECTADA
(Tipo fluorocromo incorporado  GENOTIPO

LOCALIZACION

ala sonda)

VIC (Roja) Homocigoto silvestre Esquina inferior derecha
FAM (Azul) Homocigoto mutante Esquina superior izquierda
Ambas (Verde) Heterocigoto Esquina superior derecha

Control negativo (sin muestra)

Esquina inferior izquierda
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5.5 Caracteristicas demograficas.

Se realizd cuestionario para obtener la informacion demogréfica de los individuos,

incluyendo, sexo y edad.

5.6 Caracteristicas clinicas.

Se obtuvo informacion de las determinaciones de los niveles séricos del acido félico, la
vitamina B12 y la homocisteina. Del mismo modo, el departamento de gastroenterologia
y nutriologia clinica realizaron medidas antropomeétricas, incluyendo el IMC. Se utilizo la
clasificacion de la OMS para el IMC, considerandose normal de 18.5 a 24.9 kg/m?, peso

bajo un IMC <18.5 kg/m?, sobrepeso entre 25y 29.9 kg/m?, y obesidad >30 kg/m?.

Finalmente, se realizdé un FibroScan para observar el grado de esteatosis hepatica. Se
utilizd el parametro de atenuacion controlada (CAP) para determinar los grados de
esteatosis hepatica. Considerando la ausencia de esteatosis (EQ) con un CAP <248
dB/m, grado uno (E1) entre 248 y 268 dB/m, el grado dos (E2) con 269 a 280 dB/my el

grado tres (E3) un CAP >280 dB/m.
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5.7 Analisis estadistico.

Andlisis de variables continuas: Para el andlisis de las variables continuas, se
utilizaron medidas de resumen, como la mediana y los rangos intercuartilares, cuando
las variables no presentaban una distribucién normal. En caso de requerir la comparacién
de las distribuciones entre dos grupos, se opt6 por la prueba U de Mann-Whitney, dada

por: ny(ng + 1)

2 R

7, =nyne +

na(na + 1)

2 — R

73 = nne +

Donde,

n: = tamafio de la muestra del grupo 1.

nz = tamafio de la muestra del grupo 2.
R: = sumatoria de los rangos del grupo 1.
R> = sumatoria de los rangos del grupo 2.

En situaciones donde se precisaba la comparacion entre tres 0 mas grupos, se empled

la prueba de Kruskal-Wallis, definida por:

H=712 —L —3n+1)
nn+1) & n

34



Donde (n) es el numero total de observaciones, (g) es el numero de grupos, (Ri) es la

suma de los rangos en el grupo (i), y (ni) es el nimero de observaciones en el grupo (i).

Andlisis de variables categoricas: Paralas variables categodricas, se utilizaron medidas
de resumen como las frecuencias simples, razones y proporciones. Las pruebas de chi
cuadrado (x°) de Pearson o la regresion logistica se emplearon para la comparacién de
estas variables. Para la prueba de y?, la ecuacion es:

(0; — E;)*

2 _
X'=D B,
donde (Oj) son las frecuencias observadas y (Ei) son las frecuencias esperadas.

En el caso de la regresion logistica, la relacion entre las variables predictoras (X) y la

variable de respuesta binaria (Y) se modela mediante la siguiente formula:

log (%) = Bo + B1 X1 + B2 Xot... +5,Xp

donde (p) es la probabilidad de éxito (Y = 1), y los (B) son los coeficientes de regresion

gue se estiman a partir de los datos.

Andlisis de las variantes C677T y A1298C del gen MTHFR: Para el analisis de las
variantes C677T y A1298C del gen MTHFR, se compararon las frecuencias alélicas y
genotipicas, entre grupos mediante pruebas de y?, prueba exacta de Fisher o regresion
logistica. Ademas, se confirm6 que las variantes estuvieran en equilibrio de Hardy-

Weinberg en los grupos estudiados, de acuerdo con la ecuacion:

p*+2pq+q* =1,
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Donde,

* prepresenta la frecuencia del alelo "A" en la poblacion.

* (representa la frecuencia del alelo "a" en la poblacion.

« p?representa la frecuencia del genotipo homocigoto AA.

« g’representa la frecuencia del genotipo homocigoto aa.

* 2pq representa la frecuencia del genotipo heterocigoto Aa.

Para evaluar el posible efecto combinado de las variantes C677T y A1298C, se realiz6
comparacion de frecuencias genotipicas bajo dos modelos de herencia: el dominante y
un modelo de genotipos compuestos, que incluyé 6 combinaciones observadas en la
muestra: CCeg77-AA1298, CCe77-AC1208, CCp77-CCi208, CTe77-AA1208, CTe77-AC1208, TTe77-

AA120s.

Para evaluar la asociacion entre los genotipos o alelos de las variantes de MTHFR vy el
grado de esteatosis hepatica, se empled un andlisis de regresion logistica ordinal. Esta
prueba estadistica permite modelar la relacion entre una variable de respuesta ordinal,
es decir, una variable con categorias ordenadas, y un conjunto de variables predictoras.
En este modelo, la variable de respuesta ordinal fue el grado de esteatosis hepatica (sin
esteatosis = 0, esteatosis grados = 1, 2 y 3). Los genotipos o los alelos de cada variante

se incluyeron como variables predictoras.

El modelo de regresion logistica ordinal se puede describir formalmente con la siguiente

ecuacion:
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P(Esteatosis < j|X)
1 — P(Esteatosis < j|X)

log = o — (811 + Bamat. .. +8p1y)

Donde, "Esteatosis" es la variable de respuesta ordinal, j =0, 1, 2, 3 son las categorias
de la variable de respuesta, X = (X1, X2, ..., Xp) SOn las variables predictoras que en este
caso corresponden a los genotipos o alelos de cada variante, a; son los umbrales de
categoria que son especificos de cada categoria y i son los coeficientes de regresion
que se estiman a través de la maximizacion de la funcion de verosimilitud. En este
modelo, los coeficientes de regresion gi se interpretan en términos de las probabilidades

acumulativas en lugar de las probabilidades individuales.

La suposicion basica de este modelo es la de las probabilidades proporcionales, también
conocida como supuesto de regresion paralela. Esto implica que el efecto de cualquier
predictor es el mismo en todos los niveles de la variable de respuesta. En el contexto de
nuestro estudio, esto significa que la asociacion entre los genotipos o alelos y la
probabilidad de tener un grado mayor de esteatosis hepatica se espera que sea la misma
en todos los niveles de esteatosis. Este supuesto fue evaluado mediante la prueba de
Brant. La eleccidon de la regresion logistica ordinal permite una evaluacion robusta y
detallada de la relacion entre estas variantes genéticas y el grado de esteatosis hepética,

tomando en cuenta el orden inherente de las categorias de esteatosis.

Analisis de homocisteina, acido félico y vitamina B12: Para evaluar la asociacion
entre las concentraciones de homocisteina, acido folico y vitamina B12 con el HGNA se
realizaron distintas pruebas estadisticas. Primero, se realiz6 un analisis de la distribucion

entre casos con HGNA y controles del grupo de comparacion. Ademas, se realizaron
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pruebas no paramétricas de igualdad de medianas para evaluar la frecuencia de
individuos que presentaban valores por arriba y debajo de la mediana en los grupos
estudiados. También, con el propésito de comparar el efecto de los extremos de la
distribucién de cada grupo se realiz6 la comparacién de frecuencias de individuos con
valores en los cuartiles superiores (= P75) e inferiores (< P25) para estas variables. Por
otra parte, para evaluar las relaciones lineales entre estas variables se realizaron una
serie de andlisis de regresion lineal simple. Adicionalmente, para evaluar el posible efecto
de las variantes del metabolismo de los folatos sobre las concentraciones séricas de
estas variables se efectuaron comparaciones tanto inter como intragrupo para evaluar
las posibles diferencias. Las comparaciones entre grupos examinaron las diferencias
entre individuos (HGNA vs sin HGNA) que poseen los genotipos homocigotos silvestres
y aquellos con genotipos heterocigotos o homocigotos para las variantes. Por otro lado,
las comparaciones intragrupo se realizaron entre los individuos portadores de los
distintos genotipos C677T (CCvs CT + TT) y A1298C (AA vs AC + CC) dentro de cada

grupo de casos con y sin HGNA.

Analisis del perfil metabdlico: Para evaluar el riesgo de HGNA en presencia de un
cierto perfil metabdlico, se incluyeron un grupo de variables conocidas como factores de
riesgo y como marcadores de esteatosis hepatica, tales como: el andlisis el indice
HOMA-IR, que es un indicador de resistencia a la insulina, los niveles de diferentes tipos
de colesterol (total, LDL y HDL), y los niveles de triglicéridos (TGD). Los resultados se
presentan en la Tabla 9. Adicionalmente, estas mismas variables se analizaron de

acuerdo con los genotipos agrupados (C677T: CCvs CT+TT; y A1298C: AA vs AC+CCQC).
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Andlisis de marcadores de enfermedad hepéatica: Se llevd a cabo un andlisis de
marcadores de enfermedad hepética para evaluar su asociacion con HGNA. Las
variables analizadas fueron: enzimas hepéticas (ALT, AST, GGT, FA), bilirrubinas (total
[BT], directa [BD], e indirecta [BI]) proteinas séricas (albumina y globulinas) y el recuento

de plaquetas.

Anélisis de asociacion de variantes de MTHFR vy fibrosis hepatica: Se realizé un
analisis de las variantes C677T y A1298C del gen MTHFR de acuerdo con el grado de
fibrosis hepatica. Este andlisis incluyé tanto los genotipos individuales como los
compuestos de las variantes, y comparo sus frecuencias en individuos con y sin HGNA,
ademas estratificados segun el grado de fibrosis hepatica. Con este analisis se evalu6
no solo la relacion entre las variantes genéticas y el HGNA, sino también coémo estas
variantes pueden estar asociadas con la gravedad o progresion de la fibrosis hepatica

en los individuos con HGNA.

Analisis estratificado por sexo: Para identificar y cuantificar las posibles diferencias en
los factores de riesgo para el HGNA en las mujeres y los hombres de la poblacion de
estudio, se realiz6 un analisis estratificado de todas las variables previamente
analizadas, pero ahora, agrupando por grupos de mujeres y hombres. Este analisis se

realizo utilizando modelos de regresion logistica.

Los analisis estadisticos descritos previamente, consideran la utilizaciéon de mdaltiples
comparaciones, lo cual incrementa la probabilidad de errores de Tipo | (falsos positivos).
Para contrarrestar este problema y ajustar la significancia estadistica de los resultados,
se utilizé la correccion del método de la Tasa de Falsos Descubrimientos (FDR, por sus

siglas en inglés "False Discovery Rate"). Este método, propuesto por Benjamini y
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Hochberg, controla la tasa esperada de falsos descubrimientos, es decir, el porcentaje
esperado de rechazos incorrectos de la hipétesis nula entre todos los rechazos. Esta
correccion es particularmente Util cuando se realizan multiples pruebas simultaneas,
como es el caso de nuestro estudio. La significancia estadistica se establecio en un valor
de p ajustado por FDR menor a 0.05, lo que indica que se espera que el 5% de los

hallazgos significativos sean falsos positivos.

Finalmente, para la realizacion de todos los andlisis estadisticos se utilizaron los
programas STATA y R. STATA es un programa de software integrado que proporciona
herramientas para la gestion de datos, el andlisis estadistico y la generacion de graficos.
Se selecciond por su gran capacidad para manejar grandes bases de datos y por la
variedad de comandos de andlisis estadistico que permite utilizar. Por otro lado, R es un
lenguaje de programacién y un entorno de software para analisis estadistico y
visualizacion de datos. Su flexibilidad, junto con su amplia gama de paquetes disponibles
para analisis especializados, lo hicieron adecuado para el procesamiento de nuestros
datos. Cabe sefialar que todos los cédigos utilizados para el procesamiento y analisis de
datos han sido debidamente documentados en un documento escrito en formato
Rmarkdown y se encuentran disponibles a solicitud, para garantizar la reproducibilidad
de nuestro estudio y permitir futuras investigaciones basadas en nuestros resultados.
Ademas, para facilitar la interpretacion y presentaciéon de los resultados emplearon
técnicas de visualizacidon gréfica. Especificamente, se generaron graficos combinados
de cajas y violines (Box/Violin plots) para las comparaciones entre grupos. Estos graficos,

producidos con el paquete ggbetweenstats de R, ofrecen una representacion visual de

la distribucion y la dispersién de los datos, permitiendo un analisis descriptivo mas
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completo. El gréfico de caja muestra la mediana, los cuartiles y los valores atipicos de
los datos, mientras que el grafico de violin afiade una estimacion de la densidad de
kernel, ofreciendo una vision mas detallada de la distribucion de los datos.
Adicionalmente, se afiadieron puntos aleteados (jittered) para proporcionar una
visualizacién directa de cada observacion. Los detalles estadisticos asociados a las
comparaciones entre grupos se incluyeron en el grafico como subtitulos, lo que facilita la
interpretacion y el andlisis de los resultados obtenidos. Estos graficos no solo
proporcionaron una visualizacion efectiva de los datos, sino que también permitieron la

identificacion de posibles tendencias y anomalias.
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Resultados

6.1 Andlisis de las caracteristicas demogréficas y clinicas.

El presente estudio incluyd un total de 268 participantes, de los cuales, 133 (49.62%)
individuos no presentaban esteatosis segun los resultados del FibroScan, mientras que
en 135 (50.37%) individuos se encontr6 algun grado de esteatosis hepéatica: 28 (20.74%)

grado 1, 24 (17.52%) grado 2, y 83 (61.48%) grado 3.

De los 268 participantes, 162 fueron mujeres (60.45%) y 106 hombres (39.55%). Si bien,
las mujeres tuvieron una mayor participacion con una razon mujer a hombre (m:h) de
1.53:1, el andlisis por grupos identificé diferencias en la proporcion de hombres y
mujeres. Asi, mientras que en el grupo de afectados con HGNA la razon m:h se redujo a
1.11:1, en el grupo sin HGNA la razon se incrementd a 2.16:1. Esta diferencia es
resultado de una mayor frecuencia de hombres (47.41%) en el grupo con HGNA que en
el grupo de comparacion (31.58%), con una razon de momios de 1.95 (IC 95% 1.19 -

3.22; p =0.008) (Tabla 1).

Respecto a la edad de los participantes, la mediana fue de 38.5 afos, con una edad
minima fue de 19 afilos y maxima de 77 afos. Los individuos con HGNA presentaron una
mediana de edad mayor que el grupo de individuos sin HGNA, 45 (Rango Intercuartil [RI]
31.5, 54) y 32 (RI 26, 53) afos respectivamente. Para evaluar la relacion de la edad con
la presencia de HGNA, se realiz6 un andlisis de regresion logistica que mostré una razén
de momios de 1.024 (IC 95%: 1.006 - 1.042, p = 0.003). Esto sugiere que, por cada afio
de edad la probabilidad de desarrollar HGNA aumenta un ~3% de forma significativa

(Tabla 1).
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En el total de la muestra, la mediana del indice de Masa Corporal (IMC) fue de 26.47
kg/m? (RI 23.31, 30.15). Por su parte, los individuos afectados con HGNA presentaron
una mediana de IMC superior 28.61 kg/m? (RI 26.07, 32.14) que aquellos sin HGNA con
una mediana de IMC de 24.55 kg/m? (RI 22.08, 27.06). La comparacion de la distribucion
del IMC en ambos grupos mostré diferencias estadisticamente significativas en la prueba
de Wilcoxon-Mann-Whitney (z = 7.578, p = 3.52 x 10*%) (Gréfico 1). Y mediante el andlisis
de regresion logistica se obtuvo una razén de momios de 1.27 (IC95% 1.18 - 1.36, z =
6.67, p = 2.58 x 10''1), lo que implica que, por cada unidad de incremento en el IMC la
probabilidad de tener HGNA aumenta en un 27.05% (Tabla 1). En el grafico 1 se muestra

la distribucién del IMC en ambos grupos.

Ademas, el IMC se clasifico siguiendo la recomendacion de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS): aquellos con un IMC < 18.5 se categorizaron como "Bajo peso”, aquellos
con un IMC entre 218.5 y <25 como "Peso normal”, aquellos con un IMC entre 225y <30
como "Sobrepeso"y, finalmente, aquellos con un IMC de 30 o mas como "Obesidad". En
el grupo de afectados con HGNA, la mayoria presentaron obesidad (55 individuos,
40.74%) y sobrepeso (58 individuos, 42.96%), mientras que solo el 16.30% (22
individuos) presentaron un peso normal. En contraste, en el grupo sin HGNA, la categoria
mas comun fue el peso normal (67 individuos, 50.38%), seguido por sobrepeso (48
individuos, 36.09%), obesidad (14 individuos, 10.53%) y, por ultimo, bajo peso (4

individuos, 3.01%) (Tabla 1).
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Con el proposito de analizar la frecuencia de individuos expuestos a un IMC 225, se
estratifico la poblacion en dos grupos (Peso normal y Sobrepeso + Obesidad) excluyendo
4 individuos considerados como de bajo peso. En esta comparacién se observo que los
individuos con sobrepeso u obesidad tuvieron una prevalencia significativamente mas
alta de HGNA. De 175 individuos identificados con sobrepeso u obesidad, 113 (64.57%)
fueron diagnosticados con HGNA. En contraste, solo 22 de 89 (24.72%) individuos con
un IMC normal fueron diagnosticados con HGNA. Ademds, la comparacién de
frecuencias entre casos y controles mostré una asociacion estadisticamente significativa
entre el HGNA y la presencia de sobrepeso u obesidad, con una razén de momios de
5.55 (IC 95% 3.03 - 10.32), y? 37.50, p 9.15 x 10°%°. Esto demuestra que los individuos
con sobrepeso u obesidad tienen una mayor probabilidad de desarrollar HGNA, mas de
cinco veces que aquellos con un peso corporal normal. Ademas, la fraccion atribuible al
grupo expuesto (AFE) es 0.82 (IC 95% 0.67 - 0.90), lo que sugiere que, si se eliminan la
obesidad y el sobrepeso, se podria prevenir el 82% de los casos de HGNA en la

poblacién expuesta.
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Tabla 1. Datos demogréaficos de los individuos

VARIABLE TOTAL HGNA SIN HGNA RM (IC 95%) p2
n = 268! n= 135! n =133t

EDAD 38.5 (28, 54) 45 (31.5, 54) 32(26,53) 1.03(1.01-1.04) 0.003
SEXO

Femenino 162 (60.45%) 71 (52.59%) 91 (68.42%) Referencia

Masculino 106 (39.55%) 64 (47.41%) 42 (31.58%) 1.95(1.19-3.22) 0.008
IMC
Mediana (RI) 26.47 (23.31, 30.15) 28.61 (26.07, 32.14) 24.55 (22.08, 27.06) 1.27 (1.18 - 1.36) 2.58 x 101
Categorias

Normal 89 (33.21%) 22 (16.30%) 67 (50.38%) Referencia

Bajo peso 4 (1.49%) 0 (0.00%) 4 (3.01%) -

Sobrepeso 106 (39.55%) 58 (42.96%) 48 (36.09%) 3.93 (1.99 — 6.80) 0.00003

Obesidad 69 (25.75%) 55 (40.74%) 14 (10.53%) 11.65 (5.60 - 24.7) 1.47 x10'1°

Sobrepeso + 175 (65.30%) 113 (83.70%) 62 (46.62%) 555(3.03-10.32)  9.15x 100

Obesidad

GRADO DE ESTEATOSIS

El
E2
E3

28 (20.74%)
24 (17.78%)
83 (61.48%)

28 (20.74%)
24 (17.78%)
83 (61.48%)

Mediana (RI [Rango intercuarti p25 - p75])*. 1 n (%). 2 y2 de Pearson; Prueba exacta de Fisher

Figura 1. Distribucion del IMC en individuos con y sin HGNA
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Ademas, se evaluaron las diferencias de los valores del IMC de acuerdo con los grados
de esteatosis hepatica. En estos grupos, se observdé que la mediana del IMC se
incrementa con el grado de esteatosis hepatica. En los individuos con esteatosis grado
1 la mediana de IMC fue de 25.96 kg/m? (Rl 23.52, 30.45), en aquellos con esteatosis
grado 2 de 28.08 kg/m? (RI 25.45, 31.62) y para quienes presentaron esteatosis grado 3
de 29.18 kg/m? (RI 27.02, 32.76). Mientras que para el grupo de individuos sin HGNA, la
mediana fue de 24.55 kg/m? (Rl 22.08, 27.06). La comparacion del IMC en estos grupos
mostroé diferencias estadisticas significativas respecto al grupo de comparacion, para los
individuos con los tres grados de esteatosis: E1 (p = 0.04), E2 (p = 6.46 x 10°) y E3 (p
= 9.74 x 10'1%). Ademas, se encontraron DES al comparar los valores del IMC entre el
grado E1 con el E3 (p=5.23 x 10%). No se observaron DES entre los E1 y E2, asi como
entre los E2 y E3. En la figura 2 se muestra la distribucion del IMC de los individuos de

acuerdo con el grado de esteatosis hepatica.

Figura 2. Comparacion de los valores del IMC entre los grados de HGNA
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6.2 Analisis de frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes del gen
MTHFR.

En el presente estudio, se analizaron dos variantes del gen MTHFR, especificamente
C677T y A1298C, debido a que han sido previamente reportadas en asociacion con
HGNA. El andlisis de estas variantes incluye la descripcion de las frecuencias
genotipicas y alélicas, asi como la evaluacion de la asociacion entre estas variantes y la
presencia de esteatosis. La seccién 6.2.1 presenta los resultados para la variante C677T,
mientras que la seccion 6.2.2 detalla los resultados de la variante A1298C. En la seccion
6.2.3, se evalla la asociacion entre los genotipos compuestos de las variantes C677T y

A1298C con la presencia de HGNA.

6.2.1 Frecuencias alélicas y genotipicas para la variante C677T del gen MTHFR.

En los 268 individuos, los genotipos de la variante C677T se distribuyeron de la siguiente
manera: 56 (20.90%) individuos homocigotos silvestres (CC), 141 (52.61%)
heterocigotos (CT), y 71 (26.49%) homocigotos para la variante (TT). La comparacion de
frecuencias genotipicas en los individuos con y sin HGNA no mostré DES (%2 gi* = 0.40,

p = 0.818) (Tabla 2).

En cuanto a las frecuencias alélicas, en el total de la muestra el alelo T fue mas
prevalente con una frecuencia de 52.81%, mientras que la frecuencia del alelo C fue de
47.19%. Por grupos, la frecuencia de la variante también fue similar en los individuos con

(51.09%) y sin HGNA (53.7%) (X% g7 = 0.36, p = 0.546). Ademas, la variante se encontré

! [gl] = Namero de grados de libertad de la prueba 2 de Pearson.
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en equilibrio de Hardy-Weinberg en ambos grupos, valor p de 0.863 y 0.388,

respectivamente (Tabla 2).

6.2.2 Frecuencias alélicas y genotipicas para la variante A1298C del gen MTHFR.

Para la variante A1298C, en los 268 individuos, las frecuencias genotipicas se
distribuyeron de la siguiente forma: homocigotos silvestres (AA) 200 (74.63%),
heterocigotos (AC) 61 (22.76%) y homocigotos para la variante (CC) 7 (2.61%) (Tabla
2). Similar a lo observado para la variante C677T, la comparacion de las frecuencias

genotipicas no mostré DES entre los grupos con y sin HGNA (x%2 g1 = 3.43, p = 0.180).

En el total de la muestra, el alelo A de la variante A1298C tuvo una frecuencia del 86%,
mientras que el alelo C se encontré en 14%. La comparacion de frecuencias alélicas
entre los individuos con y sin HGNA tampoco mostré DES (y%1 47 = 0.31, p =0.581). Y la
variante también se encontro en equilibrio de Hardy Weinberg en ambos grupos, valor p

=0.737 y 0.051, respectivamente (Tabla 2).

La tabla 2 muestra la distribucién de los genotipos y las frecuencias alélicas en ambos
grupos, ademas, se presentan los valores de la razon de momios (RM) con intervalo de
confianza del 95% vy los valores de p correspondientes para evaluar la significancia
estadistica de las asociaciones. Ninguna de estas observaciones alcanzé significancia

estadistica.
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Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes del gen MTHFR.

TOTAL HGNA SIN HGNA

VARIABLE n= 268" n= 1351 n= 1331 RM (IC 95%) P
VARIANTE C677T 0.8182

cc 56 (20.90%) 28 (20.74%) 28 (21.05%) Referencia

CT 141 (52.61%) 69 (51.11%) 72 (54.14%) 0.96 (0.52-1.78) 0.8934

TT 71 (26.49%) 38 (28.15%) 33 (24.81%) 1.15 (0.57-2.32) 0.693¢
FRECUENCIA ALELICA

C 253 (47.19%) 125 (46.30%) 128 (48.12%) Referencia

T 283 (52.81%) 145 (53.70%) 138 (51.88%) 1.10(0.78-1.58) 0.5462
EHW 0.863 0.388
VARIANTE A1298C 0.180?

AA 200 (74.63%) 97 (71.85%) 103 (77.44%) Referencia

AC 61 (22.76%) 36 (26.67%) 25 (18.80%) 1.53 (0.86-2.73) 0.1524

cc 7(2.61%) 2 (1.48%) 5 (3.76%) 0.42 (0.08-2.24) 0.313¢
FRECUENCIA ALELICA

A 461 (86.00%) 230 (85.22%) 231 (86.80%) Referencia

C 75 (14.00%) 40 (14.78%) 35 (13.20%) 1.15 (0.68-1.93) 0.5802
EHW 0.737 0.051

1n (%). 2 x2 de Pearson 2x3 y 2x2; Prueba exacta de Fisher. 3 EHW valor p de la prueba de Equilibrio de Hardy Weinberg, prueba exacta. 4 Regresion
logistica.

6.2.3 Andlisis de asociacion de los genotipos compuestos de las variantes C677T

y A1298C del gen MTHFR.

Para evaluar el posible efecto combinado de las variantes C677T y A1298C en el gen
MTHFR, se realizaron dos tipos de analisis de comparacion de frecuencias genotipicas.
El primer analisis, se bas6 en un modelo de herencia dominante en el que se comparo6
la frecuencia de los individuos con al menos un alelo de riesgo (es decir, los genotipos
heterocigotos CT y homocigotos mutados TT) y aquellos portadores del genotipo
homocigoto silvestre (CC) entre casos y controles. El segundo analisis examind las
diferentes combinaciones de genotipos (genotipos compuestos) en los individuos con y

sin HGNA para explorar patrones de asociacion mas complejos.
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La comparacion de las frecuencias genotipicas, utilizando un modelo de herencia
dominante entre individuos con y sin HGNA, no mostr6 DES para ninguna de las
variantes de MTHFR. Para la variante C677T, en los individuos con y sin HGNA las
frecuencias observadas fueron 79.26% y 78.95%, respectivamente (p = 0.950). De
manera similar, para la variante A1298C no se observaron diferencias significativas en
las frecuencias de los individuos con HGNA y el grupo de comparacion, 28.15% y

22.56%, respectivamente (p = 0.293).

El analisis de los genotipos compuestos de las variantes C677T y A1298C, reveld un
posible efecto de interaccion génica de riesgo para HGNA. En el total de la muestra, el
genotipo compuesto mas frecuente fue CTe77-AA1208, Observado en el 36.57% (n=98),
seguido de las combinaciones TTe77-AA1208 Y CTe77-AC1208 presentes en el 26.49%
(n=71) y 16.04% (n=43) respectivamente. La combinacion de genotipos homocigotos
silvestres para ambas variantes CCes77.AA1208 tuvo una frecuencia baja observandose
s6lo en el 11.57% (n=31) de la muestra estudiada. Por otra parte, el genotipo doble
homocigoto para ambas variantes no se encontr0 en ninguno de los individuos
estudiados. Mediante el analisis de regresion logistica se identificé una asociacion de
riesgo estadisticamente significativa en los portadores del genotipo heterocigoto
compuesto CTe77-AC1298, con una RM de 2.25 (IC 95% 1.08 - 4.70, z = 2.16, p = 0.031),
tomando como grupo de referencia a los individuos con la combinacion mas frecuente
en la muestra estudiada (CTe77-AA1208). La frecuencia de este genotipo heterocigoto
compuesto CTe77-AC1208 fue del 20% (n=27) en los casos con HGNA y 12.03% (n=16)
en el grupo de comparacion. El resto de los genotipos compuestos no mostraron DES

entre los individuos con y sin HGNA.
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Tabla 3. Distribucién de genotipos de las variantes C677T y A1298C de MTHFR
agrupados para el modelo dominante y compuestos.

GENOTIPO r"I'S'IZ'g\Iél nH:G{\ggl SLN:FE;A RM (1C95%) P
GENOTIPO 677

cC 56 (20.90%) 28 (20.74%) 28 (21.05%) Referencia

CT+TT 212 (79.10%) 107 (79.26%) 105 (78.95%) 1.02 (0.54 - 1.92) 0.9502
GENOTIPO 1298

AA 200 (74.63%) 97 (71.85%) 103 (77.44%) Referencia

AC+CC 68 (25.37%) 38 (28.15%) 30 (22.56%) 1.35(0.75 - 2.43) 0.2932
GENOTIPOS COMPUESTOS

CCe77-AA1208 31 (11.57%) 17 (12.59%) 14 (10.53%) 1.62 (0.72-3.65) 0.245°

CCe77-AC1298 18 (6.72%) 9 (6.67%) 9 (6.77%) 1.33 (0.49-3.65) 0.575°

CCe77-CCi20s 7 (2.61%) 2 (1.48%) 5 (3.76%) 0.53 (0.10-2.88) 0.465°

CTe77-AA1208 98 (36.57%) 42 (31.11%) 56 (42.11%) Referencia

CTe77-AC1208 43 (16.04%) 27 (20.00%) 16 (12.03%) 2.25 (1.08-4.70) 0.0313

TTerr-AA1208 71 (26.49%) 38 (28.15%) 33 (24.81%) 1.54 (0.83-2.84) 0.1713

1n (%), 2 2 de Pearson, 3 Regresion logistica.

6.3 Distribucion de genotipos de las variantes de MTHFR de acuerdo con el
grado de HGNA.

En la seccion siguiente se presenta el analisis de la distribucion de frecuencias alélicas
y genotipicas de las variantes del gen MTHFR en relacion con el grado de HGNA
estratificado de acuerdo con el resultado del FibroScan: Esteatosis hepatica grado 1 (E1),

grado 2 (E2) y grado 3 (E3). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Es importante sefalar que existe un desbalance en el tamafio de muestra de los grupos
de esteatosis, con un numero menor de casos en E1 (n = 28) y E2 (n = 24) en
comparacion con E3 (n = 83) y el grupo sin HGNA (n = 133). Este desbalance en el
tamafio de muestra podria afectar la probabilidad de observar diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos.
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En cuanto a la variante C677T, la frecuencia de individuos con genotipo homocigoto
silvestre CC fue similar en los grupos con y sin HGNA, 20.74% (n = 28) y 21.05% (n =
28), respectivamente. Incluso, en los subgrupos de esteatosis las frecuencias del
genotipo CC también fueron similares: E1 (21.43%, n = 6), E2 (20.83%, n = 5) y E3
(20.48%, n = 17). Por otro lado, el genotipo heterocigoto CT también tuvo una frecuencia
similar tanto en el grupo con y sin HGNA, 51.11% (n = 69) y 54.14% (n = 72),
respectivamente. Si bien, al examinar los subgrupos de esteatosis, se observaron
algunas diferencias en las frecuencias del genotipo CT entre los grupos: E1 39.29% (n =
11), E2 58.33% (n = 14) y E3 53.01% (n = 44), estas no alcanzaron significancia

estadistica (Tabla 4).

Respecto a las frecuencias alélicas, se observaron patrones similares a los de las
frecuencias genotipicas en ambas variantes. Para la variante C677T, el alelo T fue
ligeramente mas frecuente en el grupo con HGNA (53.70%, n = 145) en comparacion
con el grupo sin HGNA (51.88%, n = 138) pero sin DES. En los subgrupos de esteatosis,
tampoco se encontraron DES, el alelo T tuvo una frecuencia en el grupo E1 de 58.93%

(n=33), en E2 del 50.00% (n = 24) y en E3 del 53.01% (n = 88).

Para la variante A1298C, los resultados mostraron que el genotipo homocigoto silvestre
AA fue el mas frecuente tanto en el grupo con HGNA 71.85% (n = 135), como en el grupo
sin HGNA 77.44% (n = 133). Al analizar los subgrupos de esteatosis, el genotipo AA
también fue el mas frecuente en E1 78.57% (n = 28), E2 70.83% (n = 24) y E3 69.88%
(n =83). Por otro lado, el genotipo heterocigoto AC present6é una mayor frecuencia en el
grupo con HGNA 26.67% (n = 36) en comparacion con el grupo sin HGNA 18.80% (n =

25) pero sin DES. Ademas, en los subgrupos de esteatosis el heterocigoto AC mostré
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frecuencias del 21.43% (n =6) en E1, del 29.17% (n=7) en E2 y del 27.71% (n = 23) en
E3, también sin DES. Por ultimo, el genotipo homocigoto CC tuvo una baja frecuencia en
ambos grupos (1.48% en HGNA, n = 2 y 3.76% en sin HGNA, n = 5). Finalmente, el
genotipo CC solo se observo en el grupo E3 2.41% (n = 2), y no se identificd ningun

individuo con este genotipo en los otros subgrupos de esteatosis (E1 y E2).

Respecto a las frecuencias alélicas de la variante A1298C, el alelo A fue el mas comudn
tanto en el grupo con HGNA 85.19% (n = 230) como en el grupo sin HGNA 86.84% (n =
231). Al desglosar por subgrupos de esteatosis, el alelo A mantuvo su elevada frecuencia
en los tres grupos: E1 89.29% (n = 50) E2 85.41% (n = 41) y E3 83.73% (n = 139). Por
su parte, el alelo C fue menos frecuente en todos los grupos, con una ligera mayor
frecuencia en el grupo con HGNA 14.81% (n = 40) comparado con el grupo sin HGNA
13.16% (n = 35). Ademas, en los subgrupos de esteatosis también fueron similares entre

grupos: E1 10.71% (n=6), E2 14.59% (n=7) y E3 16.27% (n = 27).

Para evaluar la asociacion entre los genotipos o alelos de las variantes de MTHFR de
acuerdo con el grado de esteatosis hepatica se realizé un analisis de regresion logistica
ordinal, herramienta estadistica que permite modelar la relacidon entre una variable de
respuesta ordinal, es decir, una variable con categorias ordenadas, y un conjunto de
variables predictoras. La variable de respuesta ordinal se definié con base al grado de
esteatosis hepética (sin esteatosis = 0, esteatosis grado = 1, 2 y 3). Por otro lado, como
variables predictoras se incluyeron los genotipos o los alelos de cada variante,
codificando los alelos silvestres y las variantes de riesgo de cada una. La regresion
logistica ordinal permite analizar si la probabilidad de tener un grado mayor de esteatosis

hepatica varia en funcién del genotipo o del alelo presente. Ademas, este andlisis tiene
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en cuenta el supuesto de regresion paralela, o que significa que se espera que larelaciéon
entre cada par de resultados sea la misma. La evaluacion de este supuesto se ha
realizado mediante la prueba de Brant. De esta forma, este enfoque proporciona una
evaluacion robusta y detallada de la relacion entre estas variantes genéticas y el grado

de esteatosis hepatica.

En cuanto a las frecuencias genotipicas, para la variante C677T, se encontré que la
presencia de un genotipo heterocigoto (CT) o de un genotipo homocigoto para el alelo
de riesgo (TT) no mostré una DES en el analisis de la probabilidad de esteatosis de
acuerdo con el grado. El genotipo heterocigoto (CT) mostré una razén de momios (RM)
de 1.002 (IC95% 0.56-1.80, p=0.995) y el genotipo homocigoto para la variante (TT)
mostré una RM de 1.08 (IC95% 0.56-2.07, p=0.826). El pseudo R2 para este modelo fue
de 0.0001, lo que indica que la inclusion de los genotipos como predictores no mejoré

significativamente el modelo.

Respecto al andlisis de los alelos de la variante C677T, el andlisis demostro que para el
alelo T, la razén de momios (RM) fue de 1.04 (IC95% 0.75-1.43, p=0.817), sugerente de
un ligero incremento en la probabilidad de desarrollar esteatosis hepatica de mayor
grado, aunque esta asociacion no fue estadisticamente significativa. La prueba de Brant
proporciond un valor de ¥? de 1.05 con un valor p=0.592, lo que indica que el supuesto

de regresion paralela se mantiene para este modelo.

En el caso de la variante A1298C, los resultados sugieren un patron distinto. El genotipo
heterocigoto (AC) mostr6 una razén de momios (RM) de 1.52 (IC95% 0.89-2.60,

p=0.123), indicando un aumento no significativo en la probabilidad de esteatosis de
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grados mayores en comparacion con el genotipo homocigoto silvestre (AA). En contraste,
el genotipo homocigoto para la variante (CC) mostré una RM de 0.524 (1C95% 0.098-
2.81, p=0.452), lo que indica una disminucion no significativa en la probabilidad de
esteatosis de grados mayores, que sin embargo carece de significancia estadistica

debido al reducido nimero de individuos con el genotipo CC en el grupo E3 (n = 2).

En cuanto al alelo C de la variante A1298C, se encontr6 una RM de 1.22 (1C95% 0.77-
1.94, p=0.391) en la regresion logistica ordinal, lo que indica un aumento no significativo
en la probabilidad de tener esteatosis hepatica de grados mayores. Aunque este
resultado muestra una tendencia a un mayor riesgo con la presencia del alelo de riesgo,
esta asociacion tampoco alcanzo significancia estadistica. El valor de la prueba de Brant
fue de ¥* de 0.76 con un valor p=0.686, respetando también el supuesto de regresion

paralela.

En resumen, aunque las variantes C677T y A1298C del gen MTHFR podrian estar
asociadas con la esteatosis hepatica, los resultados muestran que la relacion no es

estadisticamente significativa.
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Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes de MTHFR segun el
grado de esteatosis.

HGNA SIN HGNA E1 E2 E3 REGRESION LOGISTICA

VARIANTES ORDINAL
n =135 n=133! n =28t n =24 n=83! RM (IC 95%) p

C677T
GENOTIPOS

cc 28(20.74%) 28 (21.05%)  6(21.43%) 5 (20.83%) 17 (20.48%) Referencia

cT 69 (51.11%)  72(54.14%) 11(39.29%) 14 (58.33%)  44(53.01%) 1.00(0.56-1.80)  0.995

T 38(28.15%)  33(24.81%) 11(39.29%) 5 (20.83%) 22 (26.51%) 1.08(0.56-2.07)  0.826
ALELOS

C 125 (46.30%) 128 (48.12%) 23 (41.07%) 24 (50.00%) 78 (46.99%) Referencia

T 145 (53.70%) 138 (51.88%) 33 (58.93%) 24 (50.00%) 88 (53.01%)  1.04 (0.75-1.43) 0.817
EHW 0.863 0.388 0.432 0.683 0.662
A1298C
GENOTIPOS

AA 97 (71.85%) 103 (77.44%) 22 (78.57%) 17 (70.83%) 58 (69.88%) Referencia

AC 36 (26.67%) 25 (18.80%) 6 (21.43%) 7 (29.17%) 23 (27.71%) 152 (0.89-2.60) 0.123

CcC 2 (1.48%) 5 (3.76%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 2(2.41%) 0.52(0.10-2.81) 0.452
ALELOS

A 230 (85.19%) 231(86.84%) 50(89.29%) 41 (85.41%) 139 (83.73%) Referencia

C 40 (14.81) 35(13.16%) 6 (10.71%) 7 (14.59%) 27 (16.27%) 1.22(0.77-1.94) 0.391
EHW 0.737 0.050 1.000 1.000 1.000

E1= esteatosis grado 1, E2= Esteatosis grado 2, E3= esteatosis grado 3.

Ademas, se examino la distribucion de los genotipos compuestos de acuerdo con los
diferentes grados de esteatosis hepatica (E1, E2 y E3). El genotipo compuesto CTe77-
AAi1298, que se utilizd como referencia, fue el mas prevalente, con una frecuencia de
42.11% (n=56) de los individuos sin esteatosis, 21.43% (n=6) con esteatosis grado 1,

37.50% (n=9) con esteatosis grado 2, y 32.53% (n=27) con esteatosis grado 3.

Por otro lado, los genotipos compuestos CCes77-AA1208, CCs77-AC1208, ¥ CCs77-CC1208
fueron los menos prevalentes. El genotipo CCe77-AA1208 €Stuvo presente en un 10.53%
(n=14) de los individuos sin esteatosis, un 17.86% (n=5) con esteatosis grado 1, un

12.50% (n=3) con esteatosis grado 2, y un 10.84% (n=9) con esteatosis grado 3,
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representando el 11.57% (n=31) del total de la poblacién del estudio. El genotipo CCe77-
AC1298, S€ encontrd en un 6.77% (n=9) de los individuos sin esteatosis, un 3.57% (n=1)
con esteatosis grado 1, un 8.33% (n=2) con esteatosis grado 2, y un 7.23% (n=6) con
esteatosis grado 3, constituyendo el 6.72% (n=18) de la poblacién total. En cuanto al
genotipo y CCs77-CC1298, este fue el menos frecuente, halldndose solo en el 3.76% (n=5)
de los individuos sin esteatosis y el 2.41% (n=2) con esteatosis grado 3, lo que

corresponde al 2.61% (n=7) del total de la poblacién del estudio.

El genotipo CTe77-AC1208 €stuvo presente en un 12.03% (n=16) de los individuos sin
esteatosis, un 17.86% (n=5) con esteatosis grado 1, un 20.83% (n=5) con esteatosis
grado 2, y un 20.48% (n=17) con esteatosis grado 3, lo que representa el 16.04% (n=43)
de la poblacién total del estudio. Finalmente, el genotipo TTe77-AA129sfue el segundo mas
prevalente después de CTe77-AA1208, encontrandose en un 24.81% (n=33) de los
individuos sin esteatosis, un 39.29% (n=11) con esteatosis grado 1, un 20.83% (n=5) con
esteatosis grado 2, y un 26.51% (n=22) con esteatosis grado 3, o que equivale al 26.49%

(n=71) del total de la poblacién del estudio.

De la misma manera en la que se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas de las
variantes de acuerdo con el grado de esteatosis, en el siguiente apartado se describira
el analisis que se realiz6 para evaluar las asociaciones de las variantes de MTHFR ahora
utilizando modelos dominantes y de genotipos compuestos de acuerdo con el grado de

esteatosis mediante andlisis de regresion logistica ordinal.
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El modelo de regresion logistica ordinal fue optimizado mediante iteraciones y los
resultados muestran que la mejora del modelo, tras la inclusion de los genotipos
compuestos, no fue estadisticamente significativa (Razén de verosimilitud y?s gi) = 4.96,
p = 0.421). Esto sugiere que los genotipos compuestos de las variantes genéticas no
proporcionan una mejora considerable en la prediccion de los grados de esteatosis

hepatica.

A pesar de esto, al examinar los efectos individuales de los genotipos compuestos, se
encontré que el genotipo compuesto CTe77-ACi1208 presentd un efecto significativo en
relacion con el grado de esteatosis. Los individuos con este genotipo tuvieron 1.99 veces
mas probabilidades de presentar grados superiores de esteatosis hepatica en
comparacion con el genotipo de referencia (CTe77-AA1208), ¥ esta asociacion fue
estadisticamente significativa (RM 1.99 1C95% (1.02-3.90), p = 0.045). Los hallazgos
sugieren que el genotipo CTe77-AC1208 puede estar asociado con un riesgo mayor de

desarrollar esteatosis hepatica mas grave.

En contraste, los genotipos CCe77-AA1208, CCs77-AC1298, CCe77-CC1208 Y TTe677-AA1298 N0
mostraron una asociacion significativa con los grados de esteatosis hepatica. Aunque se
observaron razones de momios superiores a la unidad para CCes77-AA1298, CCs77-AC1298,
y TTe77-AA1208 Y Una razén de momios menor a la unidad para CCes77-CC1208, Ninguno de

estos alcanzo significacion estadistica.
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Tabla 5. Distribucion de frecuencias genotipicas de las variantes C677T y A1298C
de MTHFR agrupados para el modelo dominante y compuestos de acuerdo con el

grado de esteatosis hepética.

SIN HGNA E1l E2 E3 REGRESION LOGISTICA ORDINAL
GENOTIPOS
n=133" n=28 n=24* n=83t RM (IC 95%) P

cer7T

cC 28 (21.05%) 6 (21.43%) 5(20.83%) 17 (20.48%) Referencia

CT+TT 105 (78.95%) 22 (78.57%) 19 (79.17%) 66 (79.52%) 1.03(0.59-1.79) 0.925
A1298C

AA 103 (77.44%) 22 (78.57%) 17 (70.83%) 58 (69.88%) Referencia

AC+CC 30 (22.56%) 6 (21.43%) 7(29.17%) 25 (30.12%) 1.39 (0.83-2.34) 0.207

GENOTIPOS COMPUESTOS

CCe77-AA1208 14 (10.53%) 5 (17.86%) 3(12.50%) 9 (10.84%) 1.35(0.64-2.86) 0.435
CCe77-AC1208 9 (6.77%) 1(3.57%) 2 (8.33%) 6 (7.23%) 1.35(0.52-3.54) 0.538
CCe77-CCi208 5 (3.76%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 2 (2.41%) 0.61 (0.11-3.38) 0.575
CTer7-AA129s 56 (42.11%) 6 (21.43%) 9 (37.50%) 27 (32.53%) Referencia

CTe77-AC1208 16 (12.03%) 5 (17.86%) 5 (20.83%) 17 (20.48%) 1.99 (1.02-3.90) 0.045
TTer7-AA120s 33 (24.81%) 11 (39.29%) 5 (20.83%) 22 (26.51%) 1.34 (0.75-2.40) 0.317

E1= esteatosis grado 1. E2= esteatosis grado 2. E3= esteatosis grado 3. * n (%)

6.4 Andlisis de edad, el sexo y el indice de masa corporal (IMC) de acuerdo
con el genotipo agrupado heterocigoto y homocigoto de las variantes del
gen MTHFR.

Para investigar el posible efecto de caracteristicas clinicas y demogréficas entre los
portadores de los genotipos homocigotos silvestres y los portadores de los genotipos
heterocigotos y homocigotos para las variantes C677T y A1298C de la MTHFR, se
evaluaron los siguientes factores: la edad, el sexo y el indice de masa corporal (IMC). La
comparacion de estas variables se realizé considerando por separado el grupo de los
casos afectados con esteatosis hepatica no alcohdlica (HGNA) y los controles sin
evidencia de HGNA.
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6.4.1 Variante C677T.

En los casos con HGNA, se observé una mediana de edad similar entre los portadores
del genotipo CC (46 afos, Rl 33-55) y los portadores de los genotipos CT y TT (44 afios,
Rl 31-53), sin una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.582). En los controles
sin HGNA, tampoco hubo una diferencia significativa en la edad entre los portadores del
genotipo CC (37 afos, RI 27-56) y los portadores de los genotipos CT y TT (32 afios, RI

26-50) (p = 0.486) (Tabla 6).

Respecto al sexo, no se observaron DES entre los portadores del genotipo CC y los de
CT y TT, tanto en los casos con HGNA (p = 0.758) como en los controles sin HGNA (p =
0.399). En los casos con HGNA, la proporcion de mujeres y hombres fue muy similar en
ambos grupos (CC: 50.00% mujeres y 50.00% hombres; CT+TT: 53.27% mujeres y
46.73% hombres). Entre los controles sin HGNA, la mayoria de los individuos eran
mujeres, tanto en el grupo CC (75.00% mujeres y 25.00% hombres) como en el grupo

CT+TT (66.67% mujeres y 33.33% hombres).

La distribucion de IMC también fue similar entre los grupos genéticos, tanto en los casos
con HGNA (p = 0.491) como en los controles sin HGNA (p = 0.942). En los casos con
HGNA, la mayoria de los individuos en ambos grupos genéticos presentaban sobrepeso
(CC: 46.43%; CT+TT: 42.06%) u obesidad (CC: 32.14%; CT+TT: 42.99%). Entre los
controles sin HGNA, la mayoria de los individuos tenian un IMC normal (CC: 53.57%;

CT+TT: 49.52%) o sobrepeso (CC: 35.71%; CT+TT: 36.19%).
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6.4.2 Variante A1298C.

En cuanto a la variante A1298C, en los casos con HGNA, la mediana de edad fue similar
entre los portadores del genotipo AA (45 afios, Rl 30-53) y los portadores de los
genotipos AC y CC (43.5 afios, Rl 33-54), sin una diferencia estadisticamente
significativa (p = 0.619). En los controles sin HGNA, tampoco hubo una diferencia
significativa en la edad entre los portadores del genotipo AA (33 afios, Rl 27-54) y los

portadores de los genotipos AC y CC (31 afios, Rl 25-52) (p = 0.684) (Tabla 7).

En cuanto al sexo, no se observaron diferencias significativas entre los portadores del
genotipo AA y los portadores de los genotipos AC y CC, tanto en los casos con HGNA
(p = 0.706) como en los controles sin HGNA (p = 0.814). En los casos con HGNA, la
proporcion de mujeres y hombres fue similar en ambos grupos genéticos (AA: 53.61%
mujeres y 46.39% hombres; AC+CC: 50.00% mujeres y 50.00% hombres). Entre los
controles sin HGNA, la mayoria de los individuos eran mujeres, tanto en el grupo AA
(68.93% mujeres y 31.07% hombres) como en el grupo AC+CC (66.67% mujeres y

33.33% hombres).

Respecto al indice de masa corporal (IMC), no se encontraron diferencias significativas
en su distribucién entre los grupos de genotipos agrupados, tanto en los casos con HGNA
(p = 0.281) como en los controles sin HGNA (p = 0.396). En los casos con HGNA, la
mayoria de los individuos en ambos grupos genéticos presentaban sobrepeso (AA:
41.24%; AC+CC: 44.74%) u obesidad (AA: 38.14%; AC+CC: 44.74%). Mientras que

entre los controles sin HGNA, la mayoria de los individuos tenian un IMC normal (AA:
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51.46%; AC+CC: 53.33%) o presentaban sobrepeso (AA: 36.89%; AC+CC: 26.67%)).

Estos resultados sugieren que, en la poblacién de estudio, de forma aislada las variantes
C677T y A1298C del gen MTHFR no parecen estar asociadas de manera significativa
con diferencias en la edad, el sexo o el IMC, tanto en individuos con HGNA como en

aquellos sin esta afeccion.

Tabla 6. Comparacion de edad, el sexo y el indice de masa corporal (IMC) de
acuerdo con la presencia de variantes en estado heterocigoto u homocigoto para
la variante C677T de la MTHFR.

HGNA SIN HGNA
VARIABLE cc CT+TT p2 cc CT+TT P2
n=28! n =107* n=28! n = 105%
EDAD 46 (33, 55) 44 (31, 53) 0.582 37 (27, 56) 32 (26, 50) 0.486
SEXO 0.758 0.399
Femenino 14 (50.00%) 57 (53.27%) 21 (75.00%) 70 (66.67%)
Masculino 14 (50.00%) 50 (46.73%) 7 (25.00%) 35 (33.33%)
IMC 0.491 0.942
Normal 6 (21.43%) 16 (14.95%) 15 (53.57%) 52 (49.52%)
Peso bajo 0 (0.00%) 0 (0.00%) 1 (3.57%) 3 (2.86%)
Sobrepeso 13 (46.43%) 45 (42.06%) 10 (35.71%) 38 (36.19%)
Obesidad 9 (32.14%) 46 (42.99%) 2 (7.14%) 12 (11.43%)

Mediana (RI)*. *n (%) 2 ¥* de Pearson; Prueba exacta de Fisher

Tabla 7. Comparacién de edad, el sexo y el indice de masa corporal (IMC) de
acuerdo con la presencia de variantes en estado heterocigoto u homocigoto para

la variante A1298C de la MTHFR.

HGNA SIN HGNA
VARIABLE AA AC+CC p? AA AC+CC p?
n=97! n =38! n = 103! n = 30!

EDAD* 45 (30, 53) 43.5(33,54) 0.619 33 (27, 54) 31(25,52) 0.684

SEXO 0.706 0.814
Femenino 52 (53.61%) 19 (50.00%) 71 (68.93%) 20 (66.67%)
Masculino 45 (46.39%) 19 (50.00%) 32 (31.07%) 10 (33.33%)

IMC 0.281 0.396
Normal 20 (20.62%) 4 (10.53%) 53 (51.46%) 16 (53.33%)
Peso bajo 0 (0.00%) 0 (0.00%) 3 (2.91%) 1 (3.33%)
Sobrepeso 40 (41.24%) 17 (44.74%) 38 (36.89%) 8 (26.67%)
Obesidad 37 (38.14%) 17 (44.74%) 9 (8.74%) 5 (16.67%)

Mediana (RI)*. 1 n (%) 22 de Pearson ; Prueba exacta de Fisher
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6.5 Analisis de homocisteina, acido félico y vitamina B12.

Con el propdsito de explorar la posible asociacion de los niveles de homocisteina, acido
félico y vitamina B12 con la presencia de esteatosis hepatica no alcohdlica (HGNA) se
realizé el andlisis de la distribucidon entre casos y controles. Para cada variable, se
obtuvieron la mediana, los percentiles 25y 75 (RI) y se utiliz6 la razén de momios (RM)
con intervalos de confianza del 95% y el valor p para evaluar la asociacion entre estas

variables y la presencia de HGNA. La tabla 8 presenta un resumen de estos hallazgos.

6.5.1 Analisis de regresion logistica.

En el grupo de casos afectados con HGNA la mediana de homocisteina fue de 8.30
pmol/L (R16.87, 9.79), marginalmente mas alta que el grupo sin HGNA, con una mediana
de 7.85 umol/L (RI 6.64, 9.68). No obstante, tanto la prueba de Wilcoxon—Mann-Whitney,
conunvalor z=-1.370y p de 0.170, como el andlisis de regresion logistica, RM 1.07, IC

95% (0.97-1.17) y p de 0.160 (Tabla 8), no mostraron DES entre ambos grupos.

En relacion con el acido folico, no se observaron DES entre los grupos estudiados. En
los casos con HGNA la mediana fue de 17.87 ng/mL (Rl 13.72, 23.21), mientras que en
el grupo de comparaciéon la mediana fue de 18.44 ng/mL (Rl 14.05, 21.53). De nuevo,
tanto la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney, con un valor z = 0.005 y p de 0.996, como

la regresion logistica no identificaron DES (RM = 1.00, IC 95% (0.96 - 1.04), p = 0.954).

Por ultimo, para la vitamina B12 los niveles también fueron similares entre grupos y no
se identificaron DES. En el grupo de pacientes con HGNA, la mediana fue de 303 pg/mL

(RI 204, 427), mientras que para el grupo de comparaciéon la mediana fue de 317 pg/mL
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(RI'217, 438). Y al igual que con las variables anteriores, la prueba de Wilcoxon—Mann—
Whitney, con un valor z = 0.08 y p de 0.937; y la regresion logistica, RM 1.00, IC 95%

(0.99 - 1.00), p = 0.106, mostraron DES en los grupos estudiados.

En resumen, si bien, por cada unidad de aumento en las concentraciones de
homocisteina, acido félico y vitamina B12, la probabilidad de HGNA aumento 6.7%,
0.005% y 0.003% respectivamente, estos resultados no fueron estadisticamente
significativos. Ademas, en general estos modelos de regresién explicaron poco de la

varianza en el HGNA (menos del 1.1% en todos los modelos).

Tabla 8. Comparacion de concentraciones de homocisteina, acido folico y vitamina
B12 entre casos con y sin HGNA.

HGNA SIN HGNA
0/4)2 2
n =135 n=134 RM (IC 95%) p
Homocisteina* 8.30 (6.87, 9.79) 7.85 (6.64, 9.68) 1.07 (0.97-1.17) 0.160
No especificados 16 11
Acido folicot 17.87 (13.72,23.21) 18.44 (14.05, 21.53) 1.00 (0.96 - 1.04) 0.954
No especificados 24 19
Vitamina B12* 303 (204, 427) 317 (217, 438) 1.00 (0.99 - 1.00) 0.106
No especificados 17 12

! Mediana (RI). 2 Regresion logistica.

6.5.2 Comparacion de la distribucion de valores de homocisteina, acido félico y

vitamina B12 entre casos con HGNA y el grupo de comparacion.

En la comparacion de la distribucion de valores entre casos con HGNA vy el grupo de
comparacion, se observo un patrén distinto para la homocisteina, el acido félico y la
vitamina B12. La homocisteina mostré niveles mas altos en el grupo con HGNA, con un

valor maximo de 30.52 umol/L, comparado con 17.49 umol/L en el grupo sin HGNA (Figura
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3). Aunque los individuos con HGNA mostraron una tendencia no significativa a presentar
niveles méas bajos de &cido fdlico, las medianas fueron similares entre los grupos (Figura
4). Por otro lado, la vitamina B12 mostré valores mayores en el grupo con HGNA,
especialmente en percentiles altos, aunque las medianas fueron también fueron similares

en ambos grupos (Figura 5).

Figura 3. Distribucion de los niveles homocisteina en los grupos de individuos con
y sin HGNA
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Figura 4. Distribucién de los niveles acido fdlico en los grupos de individuos con
y sin HGNA
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Figura 5. Distribucion de los niveles de vitamina B12 en los grupos de individuos
cony sin HGNA
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6.5.3 Analisis no paramétrico de igualdad de medianas.

Se realizaron pruebas no paramétricas de igualdad de medianas para evaluar los valores
de homocisteina, acido félico y vitamina B12 entre los grupos estudiados. Los resultados
muestran que los niveles de homocisteina tienden a ser significativamente mas altos en
los casos con HGNA que en el grupo de comparacién sin HGNA, cuando se compara la
frecuencia de individuos con valores por arriba (56.67%) y debajo (42.62%) de la
mediana de homocisteina en toda la poblacién (P50 8.01) (y? 4.77, p = 0.029). Ademas,
los casos con HGNA tienen 76% mas probabilidad de tener niveles de homocisteina
superiores a la mediana en comparacion con el grupo sin HGNA, RM 1.76 (IC 95% 1.03-
3.03). En el analisis de las concentraciones de acido fdlico y la vitamina B12 no se
observaron DES en las pruebas de la mediana, valores p de 0.425 y 0.699,

respectivamente.

6.5.4 Andlisis de cuartiles superiores >P75 e inferiores <P25.

Para evaluar la posible asociacion de los valores de homocisteina, el acido félico y la
vitamina B12 con la presencia de HGNA, también se comparo¢ la frecuencia de individuos
con valores en los cuartiles superiores (= P75) e inferiores (< P25) para cada variable,

tanto en casos con y sin HGNA.

Los resultados no mostraron DES entre los grupos de exposicion para ninguna de las
tres variables. Especificamente, la homocisteina mostréo una RM de 1.41 (IC 95% 0.69-
2.87, p =0.310), para el acido félico la RM fue de 1.21 (IC 95% 0.60-2.47, p = 0.5657), y

para la vitamina B12 la RM fue de 0.97 (IC 95%: 0.48-1.97, p = 0.9298). Los resultados
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muestran que, en el rango de cuartiles analizados, los niveles de homocisteina, acido

folico y vitamina B12 no estan significativamente asociados con la presencia de HGNA.

6.5.5 Analisis de regresion lineal de homocisteina, acido fdlico y vitamina B12.

6.5.5.1 Homocisteina y &cido félico.

La siguiente seccién examinan las relaciones entre las concentraciones de homocisteina,
acido félico y vitamina B12 por medio de analisis de regresién lineal, aunque estos
analisis no forman parte de los objetivos principales del estudio, se consider6 relevante
su inclusion para tratar de entender la participacion de estos factores en el desarrollo del
HGNA. Por tal motivo, se realizaron una serie de analisis de regresion lineal simple con
la intencion de identificar posibles asociaciones entre estas variables y, de ser asi,

determinar si estos efectos diferian entre los casos con HGNA y el grupo de comparacion.

El analisis de regresion lineal identificé una asociacion estadistica significativa entre los
niveles de homocisteina y acido folico en el total de la muestra estudiada. EI modelo
demostré que existe una correlacion inversa significativa entre la homocisteina y el acido
folico, con un coeficiente B de regresion de -0.11 (IC 95% -0.16 a -0.06), p = 4.95 x 10>,
y sugiere que, por cada unidad de aumento en la concentracion del acido félico,
disminuye el nivel de homocisteina 0.11 unidades de forma significativa. Ademas, el
coeficiente de determinacion (R?) de 0.0704 sugiere que el modelo explica alrededor del

7.04% de la variabilidad en los niveles de homocisteina.

En los casos con HGNA, el coeficiente 3 de regresién para el acido félico fue de -0.131

(IC 95%: -0.213 a -0.049), p = 0.002. Esto sugiere que en los casos de HGNA, por cada
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unidad de aumento en el acido fdlico, los niveles de homocisteina disminuyen
significativamente 0.131 unidades. Sin embargo, el R? ajustado de 0.0754 indica que, en
este grupo, alrededor del 7.54% de la variabilidad en los niveles de homocisteina puede

ser explicada por la variacion en los niveles de acido folico.

En cuanto al grupo de comparacion sin HGNA, el coeficiente de regresién para el 4cido
félico fue de -0.097 (IC 95%: -0.165 a -0.028), p = 0.006, lo que indica que, por cada
unidad de aumento en el acido félico, se predice una disminucion significativa de 0.097
unidades en los niveles de homocisteina. Sin embargo, el R? ajustado en este grupo fue
menor que para los casos con HGNA, de 0.0577 y sugiere que solo el 5.77% de la
variabilidad en los niveles de homocisteina puede ser explicada por la variacion en los

niveles de acido folico.

En conjunto los hallazgos sugieren que, aunque la direccidon de la asociacion entre la
homocisteina y el acido folico es la misma en ambos grupos (casos de HGNA y el grupo
de comparacion), la fuerza de esta relacion varia. En particular, la asociacion parece ser
ligeramente mas fuerte en los casos con HGNA, ya que el coeficiente de regresion para
el &cido folico es mayor en este grupo. En la figura 6, se muestran de manera grafica la
distribucion de estas variables y las lineas de la regresién lineal entre homocisteina y

acido félico para los casos con HGNA (rojo) y el grupo de comparacion (azul).
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Figura 6. Regresion lineal entre homocisteina y acido folico.
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6.5.5.2 Homocisteina y vitamina B12.

Con respecto a la vitamina B12, mediante el andlisis de regresion lineal también se
encontré una correlacion inversa entre los valores de homocisteina y la vitamina B12. En
el total de la muestra, el coeficiente B de la vitamina B12 fue de -0.00059 (IC 95% -
0.00097 a -0.00019), p = 0.003. Es decir, cada unidad de incremento en la vitamina B12
se asocia con una disminucion de 0.00059 unidades en la homocisteina. Por su parte,
en los casos con HGNA el coeficiente B de la vitamina B12 fue de -0.00063 (IC 95% -
0.00110 a -0.00015), p = 0.010. Por lo que, cada unidad de incremento en la vitamina

B12 también se asocia con una disminucion de 0.00063 unidades en la homocisteina en
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este grupo. Por ultimo, en el grupo de comparacion, aunque la correlacion también fue
negativa esta no alcanzé significativa estadistica, coeficiente B de la vitamina B12 -

0.00069 (IC 95% -0.00165 a 0.00027), p = 0.158.

6.5.6 Comparacion de las distribuciones de homocisteina, acido félico, vitamina
B12, e IMC, de acuerdo con el genotipo agrupado para las variantes C677T (CC vs

CT + TT)y A1298C (AA vs AC + CC) de MTHFR.

A continuacion, se presenta el andlisis comparativo de las variantes C677T y A1298C
del gen MTHFR vy su relacion con homocisteina, acido folico, vitamina B12 e IMC en
individuos con y sin HGNA. Para este analisis, se efectuaron comparaciones tanto inter
como intragrupo para evaluar las posibles diferencias en los niveles de homocisteina,
acido folico, vitamina B12 y el IMC, considerando las distintas combinaciones de los
genotipos agrupados para la variante (Figuras 7-22). Las comparaciones entre grupos
examinaron las diferencias entre individuos (HGNA vs sin HGNA) que poseen los
genotipos homocigotos silvestres y aquellos con genotipos heterocigotos o homocigotos
para las variantes (Seccion 6.5.6.1 y figuras 7-14). Por otro lado, las comparaciones
intragrupo se realizaron entre los individuos portadores de los distintos genotipos C677T
(CCvs CT +TT) y A1298C (AA vs AC + CC) dentro de cada grupo de casos con y sin
HGNA (Seccion 6.5.6.1 y figuras 15-22). Este analisis integrado y comparativo permitio
identificar patrones y tendencias en relacién con las variantes del gen MTHFR y los

indicadores estudiados.

71



6.5.6.1 Comparaciones entre grupos.

Respecto a la variante C677T, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de homocisteina (Figura 7), acido folico (Figura 8) y vitamina
B12 (Figura 9) entre los portadores de los genotipos CC y aquellos con genotipos CT o
TT. Sin embargo, se observaron diferencias significativas en el indice de masa corporal
(IMC) de los portadores de estos genotipos. Para los individuos con el genotipo CC, se
registré una mediana de IMC mayor en los casos con HGNA (27.90) en comparacién con
el grupo sin HGNA (23.09), con un valor p en la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney de
3.89 x 10y en la regresion logistica la RM fue de 1.28 (IC95% 1.10-1.51), p = 0.002. En
forma similar, entre los portadores de los genotipos CT o TT, la mediana de IMC fue
mayor en los casos con HGNA (29.06) en comparacion con el grupo sin HGNA (24.69),
con un valor p de 1.29 x 10! (Figura 10) y en la regresion logistica se obtuvo una RM

de 1.27 (IC95% 1.17-1.37), p = 2.72 x 10°.

En relacidn con la variante A1298C, tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de homocisteina (Figura 11), acido folico (Figura 12) y
vitamina B12 (Figura 13) entre los portadores de los genotipos AA y aquellos con
genotipos AC o CC. No obstante, se observaron diferencias significativas en el IMC de
estos grupos. Para los individuos con el genotipo AA, se observd una mediana de IMC
mayor en los casos con HGNA (28.20) que en el grupo sin HGNA (24.69), con un valor
p en la prueba de Wilcoxon Mann Whitney de 3.35 x 10°° y una RM 1.23 (IC95% 1.14-
1.34), p = 1.65 x 10”. De forma similar, entre los portadores de los genotipos AC o CC,

la mediana de IMC fue mayor en los casos con HGNA (29.59) en comparacion con el
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grupo sin HGNA (23.81), con un valor p de 5.33 x 10 (Figura 14) y la RM fue de 1.37

(IC95% 1.18-1.60), p = 5.94 x 10°5.

6.5.6.2 Comparaciones intragrupo.

En la comparacion intragrupo para la variante C677T, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de homocisteina (Figura 15), vitamina B12
(Figura 17) y IMC (Figura 18) entre los portadores de los genotipos CC y aquellos con
los genotipos CT o TT. Sin embargo, en los casos con HGNA, la mediana de acido félico
fue significativamente menor en los portadores del genotipo CT o TT (16.79) en
comparacion con los individuos con el genotipo CC (21.38), con un valor p en la prueba
de Wilcoxon-Mann-Whitney de 0.03 (Figura 16). Por su parte, en el analisis de regresion

logistica no se observaron DES, RM de 0.94 (IC95% 0.88-1.01), p = 0.056.

Para la variante A1298C, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de homocisteina (Figura 19), acido félico (Figura 20), vitamina B12 (Figura
21) e IMC (Figura 22) entre los portadores de los genotipos AA y aquellos con los

genotipos AC o CC en la comparacion intragrupo.
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Figura 7. Variante C677T: Distribucion y comparacion de los niveles de
homocisteina entre casos con y sin HGNA en los individuos con los genotipos CC
yCToTT.
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Figura 8. Variante C677T: Distribuciény comparacion de los niveles de acido folico
entre casos con y sin HGNA en los individuos con los genotipos CCy CT o TT.
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Figura 9. Variante C677T: Distribucién y comparacién de los niveles de vitamina
B12 entre casos con y sin HGNA en los individuos con los genotipos CCy CT o
TT.
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Figura 10. Variante C677T: Distribucién y comparacion de los valores del IMC entre
casos con y sin HGNA en los individuos con los genotipos CCy CT o TT.
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Figura 11. Variante A1298C: Distribucion y comparacién de los niveles de
homocisteina entre casos con y sin HGNA en los individuos con los genotipos AA
y ACo CC.
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Figura 12. Variante A1298C: Distribucion y comparacion de los niveles de acido
folico entre casos con y sin HGNA en los individuos con los genotipos AAy AC o

CC.
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Figura 13. Variante A1298C: Distribucién y comparacién de los niveles de vitamina
B12 entre casos con y sin HGNA en los individuos con los genotipos AAy AC o
CC.
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Figura 14. Variante A1298C: Distribucion y comparacion de los valores del IMC
entre casos con y sin HGNA en los individuos con los genotipos AAy AC o CC.
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Figura 15. Variante C677T: Distribucion y comparacién intragrupo de los niveles
de homocisteina entre en los individuos con los genotipos CCvs CT o TT.
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Figura 16. Variante C677T: Distribucion y comparacion intragrupo de los niveles
de acido folico entre en los individuos con los genotipos CCvs CT o TT.
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Figura 17. Variante C677T: Distribucion y comparacién intragrupo de los niveles
de vitamina B12 entre en los individuos con los genotipos CCvs CT o TT.
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Figura 18. Variante C677T: Distribucion y comparacion intragrupo de los valores
del IMC entre en los individuos con los genotipos CCvs CT o TT.
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Figura 19. Variante A1298C: Distribucién y comparacién intragrupo de los niveles
de homocisteina entre en los individuos con los genotipos AA vs AC o CC.
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Figura 20. Variante A1298C: Distribucion y comparacion intragrupo de los niveles
de acido folico entre en los individuos con los genotipos AA vs AC o CC.
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Figura 21. Variante A1298C: Distribucién y comparacién intragrupo de los niveles
de vitamina B12 entre en los individuos con los genotipos AA vs AC o CC.
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Figura 22. Variante A1298C: Distribucién y comparacion intragrupo de los valores
del IMC entre en los individuos con los genotipos AAvs AC o CC.
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6.6 Analisis del perfil metabdlico.

En esta seccidn, se presentan los resultados del andlisis del perfil metabdlico de los
participantes del estudio, con y sin HGNA. Se realiz6 la exploracion de las diferencias
entre grupos en relacion los factores de riesgo conocidos que contribuyen al desarrollo
del HGNA. Entre estos factores, se incluyeron el indice HOMA-IR, que sirve como un
indicador de resistencia a la insulina, los niveles de diferentes tipos de colesterol (total,
LDL y HDL), y los niveles de triglicéridos (TGD). Los resultados se presentan en la Tabla

9.

En primer lugar, se analizo el indice HOMA-IR, un marcador reconocido de resistencia a
la insulina. Se observé que los individuos con HGNA presentaban una mediana de
HOMA-IR de 1.81 (RI 1.23, 2.80), notablemente superior a la de aquellos sin HGNA, cuya
mediana era de 1.12 (Rl 0.75, 1.57), diferencia que fue estadisticamente significativa
(Wilcoxon p = 2.60 x 10°). Ademas, en el andlisis de regresion logistica la RM fue de
1.62 (IC95% 1.29-2.03), p =3.00 x 10, lo que sugiere una asociacién entre la resistencia

a lainsulina y la esteatosis hepatica.

Ademas, se determinaron los niveles de colesterol total, CLDL (colesterol LDL) y CHDL
(colesterol HDL). En los casos con HGNA se observaron medianas ligeramente
superiores tanto en colesterol total (184.50, RI 158.25, 214.00) como en CLDL (1101.50,
RI 87.50, 132.75) en comparacion con los participantes sin HGNA, que registraron
valores de 176.00 (RI 153.00, 202.00) y 104.00 (RI 84.25, 123.00), respectivamente. Sin
embargo, sélo CLDL mostro DES en la prueba de Wilcoxon (p = 0.038) y en la regresién
logistica con la RM fue de 1.009 (1.001-1.018), p = 0.021. En contraste, el colesterol HDL

mostrd niveles significativamente menores en los casos con HGNA comparados con el
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grupo de referencia, en casos con HGNA la mediana fue de 43.00 (RI 38.00, 51.00) y en
el grupo de comparacion fue de 50.50 (RI 44.00, 60.00), Wilcoxon p =4.22x 10“*yen la

regresion logistica, la RM fue de 0.95 (1C95% 0.93-0.98), p = 4.90 x 105.

Finalmente, se evaluaron los niveles de triglicéridos (TGD), un indicador de dislipidemia.
Los individuos con HGNA presentaron una mediana de TGD de 136.00 (RI 107.00,
208.00), marcadamente mayor que en los individuos sin HGNA, cuya mediana era de
97.00 (RI 73.50, 139.75). Esta diferencia fue estadisticamente significativa en las
pruebas de Wilcoxon (p = 2.39 x 10°) y regresion logistica (p = 1.45 x 10%) lo que sefiala

una asociacion entre la esteatosis hepatica y la hipertrigliceridemia.

Tabla 9. Resultados de la comparacion del perfil metabdlico entre casos con y sin
HGNA.

VARIABLE nH:GFg; Sr:N:I-IlizA 0? RFIECC:SSSEO/SOION LOGiSTIIDC:gA
HOMA-IR 1.81 (1.23, 2.80) 1.12(0.75,1.57)  2.60x10% 162(1.29-203)  3.00x 10°
Colesterol

Total 184.50 (158.25, 214.00) 176.00 (153.00, 202.00) 0.052 1.01(1.00-1.01)  0.065
CLDL 111.50 (87.50, 132.75)  104.00 (84.25, 123.00) 0.038 1.009 (1.001-1.018)  0.021
CHDL 43.00 (38.00, 51.00) 50.50 (44.00, 60.00) 4.22 x 10** 0.95(0.93-0.98) 4.90x 10°

Triglicéridos  136.00 (107.00, 208.00)  97.00 (73.50, 139.75) 2.39x 10°  1.007(1.003-1.011) 1.45x 10+

Mediana (RI). 2 Wilcoxon-Mann-Whitney. 3Regresion logistica.

Adicionalmente, se realizaron comparaciones de acuerdo con los genotipos agrupados
(Para la variante C677T: CC vs CT + TT y A1298C: AA vs AC +CC). En estas
comparaciones no se observaron DES entre los los individuos con HGNA y sin HGNA.

Las tablas 10 y 11 muestran los resultados de las comparaciones mencionadas.
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Tabla 10. Resultados de la comparacion del perfil metabdlico entre casos cony sin
HGNA de acuerdo con el genotipo C677T.

HGNA SIN HGNA
VARIABLE cc 1 CT+TT1 o2 cc 1 CT+TT1 o2
n=28 n=107 n=28 n=105
HOMA-IR 1.8 (1.2, 3.3) 1.8 (1.3, 2.7) 0.811 0.9 (0.7, 1.6) 1.1 (0.7, 1.6) 0.606
Colesterol
Total 177.5 (146.5, 207.7) 186.5 (160.5, 216.2) 0.442 182.5 (162.2, 208) 174 (153,198.7)  0.179
CLDL 97.5(83.5, 128.2) 114 (94, 133) 0.247 107 (83.5, 135) 103.5 (85, 122.7)  0.330
CHDL 42.5 (40.7, 49.5) 43 (38, 51) 0.630 55 (45, 59.2) 50 (43,60.7)  0.193
Triglicéridos 112 (98.5, 233.5) 140 (116, 207) 0.229 95.5 (81.5, 120.5) 104.5 (70.7, 141.7)  0.554
! Mediana (RI) ? Prueba de Wilcoxon. 3 Regresion logistica.
Tabla 11. Resultados de la comparacion del perfil metabdlico entre casos cony sin
HGNA de acuerdo con el genotipo A1298C.
HGNA SIN HGNA
VARIABLE AA AC+CC P2 AA AC+CC p3
N =97* n =38! n=103* n = 30!
HOMA-IR 1.8 (1.2, 2.7) 2.1(1.3,2.8) 0.404 1.1 (0.7, 1.6) 1.2 (0.8, 1.7) 0.522
Colesterol
Total 188 (166, 213) 164 (146, 222) 0.233 176.5 (155, 202) 170 (147.3, 201.5) 0.516
CLDL 115 (94, 134) 100 (84, 125) 0.121 106 (85.7, 123.2) 101.5 (75, 122) 0.746
CHDL 43 (38, 51) 42 (37, 49) 0.318 50 (43, 59.2) 55 (46.5, 61.5) 0.254
Triglicéridos 149 (107, 208) 120 (105, 208) 0.409 106.5 (75, 142) 86.5 (70, 124.8) 0.213

! Mediana (RI) ? Prueba de Wilcoxon. 3 Regresion logistica.

6.7 Andlisis de marcadores de enfermedad hepatica.

A continuacion, se presentan los resultados del analisis comparativo de marcadores de

enfermedad hepatica entre los individuos con y sin HGNA. Este analisis incluye enzimas

hepaticas (ALT, AST, GGT, FA), bilirrubina, proteinas séricas y recuento de plaquetas.

Los resultados se expresan como medianas con rangos intercuartilares (RI) (Tabla 12).

La enzima alanina aminotransferasa (ALT) mostré una mediana significativamente mayor

en el grupo con HGNA 25.00 U/L (Rl 17.43, 40.00) en comparacion con el grupo sin

HGNA 18.00 U/L (RI113.93, 24.88), resultando en un valor p <0.001. De la misma manera,

la aspartato aminotransferasa (AST) y la gamma glutamiltransferasa (GGT) también

exhibieron medianas significativamente superiores en el grupo con HGNA AST 21.20 U/L
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(RI 17.30, 26.80); GGT 26.60 U/L (RI 19.33, 41.30); mientras que en el grupo de
comparacion se observaron menores concentraciones de estas enzimas, AST 18.70 U/L
(R1 17.03, 22.80); GGT 16.90 U/L (RI 12.20, 25.03), con valores p de 0.021 y <0.001

respectivamente.

Por otro lado, la fosfatasa alcalina (FA) también registr6 una mediana significativamente
mas alta en el grupo con HGNA 75.50 U/L (Rl 63.25, 91.00) que en el grupo sin HGNA
70.50 U/L (RI 57.25, 81.75), con un valor p de 0.009. En contraste, la albumina (ALB),
una proteina producida por el higado tuvo una mediana considerablemente menor en el
grupo con HGNA [4.45 g/dL (RI 4.27, 4.62)] que en el grupo sin HGNA [4.52 g/dL (RI

4.35, 4.65)], con un valor p de 0.033.

Para las restantes variables evaluadas, incluyendo bilirrubina total (BT), bilirrubina directa
(BD), bilirrubina indirecta (BIl), globulinas y plaquetas, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos con y sin HGNA.

85



Tabla 12. Marcadores bioquimicos de enfermedad hepética.

HGNA Sin HGNA

VARIABLE n = 135! n = 133! P
BT 0.64 (0.52, 0.85) 0.64 (0.49, 0.87) 0.673
BD 0.12 (0.09, 0.15) 0.12 (0.09, 0.16) 0.430
Bl 0.52 (0.43, 0.70) 0.53 (0.40, 0.72) 0.464
ALT 25.00 (17.43, 40.00) 18.00 (13.93, 24.88) <0.001
AST 21.20 (17.30, 26.80) 18.70 (17.03, 22.80) 0.021
GGT 26.60 (19.33, 41.30) 16.90 (12.20, 25.03) <0.001
FA 75.50 (63.25, 91.00) 70.50 (57.25, 81.75) 0.009
ALB 4.45 (4.27, 4.62) 4.52 (4.35, 4.65) 0.033
Globulinas 2.73 (2.583, 2.99) 2.76 (2.57, 2.90) 0.929
Plaquetas 241.50 (204.00, 286.75) 250.00 (211.25, 294.25) 0.267

Mediana (RI). 2 Prueba de Wilcoxon. BT= bilirrubina total. BD= bilirrubina directa. Bl= bilirrubina indirecta. ALT= alanino
aminotransferasa. AST = Aspartato aminotransferasa. GGT= gamma glutamil transpeptidasa. FA= fosfatasa alcalina. ALB =
albumina.

6.8 Andlisis de las variantes de MTHFR de acuerdo con el grado de fibrosis
hepatica.

En la siguiente seccion, se describen los resultados del analisis de las variantes C677T
y A1298C del gen MTHFR de acuerdo con el grado de fibrosis hepatica. Este analisis
incluye tanto los genotipos individuales como los compuestos de las variantes, y compara
sus frecuencias en individuos con y sin HGNA, ademas estratificados segun el grado de
fibrosis hepatica. Este analisis nos permitio evaluar no solo la relacion entre las variantes
genéticas y el HGNA, sino también cdmo estas variantes pueden estar asociadas con la

gravedad o progresion de la fibrosis hepatica en los individuos con HGNA (Tabla 13).

Entre los casos con diagnostico de HGNA, se identificé algun grado de fibrosis hepatica
en soélo 13 individuos (grados 1 a 4), lo que representa el 9.63% de este grupo. Sin
embargo, la mayor proporcion de casos de HGNA (90.37%, n=122) no presentaron
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fibrosis hepética. En contraste, dentro del grupo de comparacion, compuesto por
individuos sin esteatosis hepatica, solo 3 (2.26% del grupo) individuos, presentaron
fibrosis hepética de grados 2 y 3. Estos datos estdn de acuerdo con lo esperado,
considerando que los individuos en este grupo de comparacion fueron seleccionados

como grupo de referencia en ausencia de esteatosis hepatica.

Con respecto a la variante C677T, llama la atencion que el 84.62%, 11 de los 13
individuos con fibrosis en el grupo con HGNA tuvieron genotipos heterocigotos (CT) y
homocigotos para la variante (TT) en grados mas altos de fibrosis, desde el grado 1 al 4
(Tabla 13). A pesar del reducido numero de individuos en estas categorias, estos
resultados podrian sugerir cierta participacion de la variante C677T en la progresion de

la fibrosis hepatica en individuos con HGNA.

Para la variante A1298C, 8 de los 13 casos (61.54%) con HGNA vy fibrosis hepatica,
tuvieron un genotipo homocigoto silvestre (AA), concentrados en mayor medida en los
grados 2y 3, con 4y 2 casos respectivamente. Por su parte, 5 de los 13 (38.46%) casos

con fibrosis fueron heterocigotos AC, distribuidos en los grados 2 y 3 (Tabla 13).

Finalmente, el andlisis de los genotipos compuestos también mostro variacion. En los
casos con HGNA, 11 de los 13 casos (84.62%) identificados con fibrosis tuvieron alguno
de los siguientes genotipos compuestos CTe77-AA120s (3 casos), CTer7-ACi208 (2 CaS0S),
0 TTe77-AA1208 (4 casos). Para los genotipos compuestos CTe77-AA1208 Y CTe77-AC1298, l0S
casos se distribuyeron entre los grados 2 (4 casos) y 3 (3 casos) de fibrosis hepatica. Por

ultimo, 4 de los 13 (30.77%) individuos con fibrosis fueron también portadores del
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genotipo compuesto TTe77-AA1298, S€ encontraron en cada uno de los grados de fibrosis

hepética (Tabla 13).

Tabla 13. Frecuencias genotipicas de las variantes C677T y A1298C del gen MTHFR
en individuos con y sin HGNA, clasificadas segun el grado de fibrosis hepatica.

HGNA SIN HGNA
GENOTIPOS SIN FIBROSIS FIBROSIS FIBROSIS FIBROSIS — L . SIN FIBROSIS FIBROSIS L
FIBROSIS GRADO1 GRADO2 GRADO3 GRADO4 ' FIBROSIS GRADO2 GRADO3 '
n=1221 n=1! n=6! n=5! n=1! n= n=130! n=2! n=1' n=
Ce77T
ce 26 1 1 28 27 1 28
(21.31%) (16.67%)  (20.00%) (20.74%) (20.77%)  (50.00%) (21.05%)
oT 62 a4 3 69 71 1 72
(50.82%) (66.67%)  (60.00%) (51.11%) (54.62%)  (50.00%) (54.14%)
T 34 1 1 1 1 38 32 1 33
(27.87%) (100.00%) (16.67%) (20.00%) (100.00%) (28.15%) (24.62%) (100.00%)  (24.81%)
A1298C
AA 89 1 a4 2 1 97 101 1 1 103
(72.95%) (100.00%) (66.67%) (40.00%) (100.00%) (71.85%) (77.69%)  (50.00%) (100.00%)  (77.44%)
AC 31 2 3 36 25 25
(25.41%) (33.33%)  (60.00%) (26.67%) (19.23%) (18.8%)
cc 2 2 4 1 5
(1.64%) (1.48%) (3.08%)  (50.00%) (3.76%)
GENOTIPOS COMPUESTOS
CCes77-AA1208 16 1 v 14 14
(13.11%) (16.67%) (12.59%) (10.77%) (10.53%)
8 1 9 9 9
CCerr-ACizse (5 5605 (20.00%) (6.67%) (6.92%) (6.77%)
CCam-CC 2 2 4 1 5
6777 12% (1.64%) (1.48%) (3.08%)  (50.00%) (3.76%)
CTer-AA 39 2 1 42 55 1 56
G77mFVAL298 (31.97%) (33.33%)  (20.00%) (31.11%) (42.31%)  (50.00%) (42.11%)
CTer-AC 23 2 2 27 16 16
677129 (18.85%) (33.33%)  (40.00%) (20.00%) (12.31%) (12.03%)
TTor-AA 34 1 1 1 1 38 32 1 33
G777 1298 (27.87%)  (100.00%) (16.67%)  (20.00%) (100.00%) (28.15%) (24.62%) (100.00%)  (24.81%)

Tn (%)

6.9 Analisis estratificado por sexo.

La siguiente seccion se dedica a la presentacidon de los resultados del andlisis de las
caracteristicas clinicas, genéticas y bioquimicas obtenidas en nuestro estudio y
estratificadas por sexo. El propésito de este andlisis fue el de identificar y cuantificar las
posibles diferencias en factores de riesgo para el higado graso no alcohdlico (HGNA) en

los hombres y mujeres de la poblacion de estudio. Para este analisis se utilizé la
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regresion logistica con el propésito de identificar asociaciones y cuantificar la

probabilidad de HGNA. Los resultados son presentados en la Tabla 14.

Con respecto a la edad, en el grupo de las mujeres se observd que por cada afio se
incrementa la probabilidad de HGNA de forma significativa, con una RM de 1.04 (IC 95%
1.01-1.06) y un valor g ajustado de 0.009 tras la correccién para multiples pruebas FDR?.
De manera que, con cada afio de aumento en la edad, el riesgo de HGNA aumenta en
un 4% en las mujeres. Sin embargo, esta asociacién no fue significativa en los hombres,

lo que puede sugerir que otros factores pueden ser mas importantes en este grupo.

El indice de Masa Corporal (IMC) fue un importante factor de riesgo tanto en mujeres
como en hombres, pero las mujeres mostraron un mayor efecto de riesgo, RM 1.32, (IC
95% 1.20-1.46), g = 6.47x107, que en en el grupo de los hombres, RM 1.18, (IC 95%
1.07-1.33), q = 0.033. Esto indica que el incremento en el IMC es un predictor mas fuerte

de HGNA en las mujeres que en los hombres.

En este analisis estratificado por sexo, las variantes genéticas C677T y A1298C del gen
MTHFR no mostraron DES en los grupos estudiados, tanto en el analisis individual de

los genotipos, como en los genotipos agrupados, ni en los genotipos compuestos.

Con respecto a las variables bioquimicas, Homocisteina, Acido Folico y Vitamina B12 no
mostraron diferencias significativas en los grupos estudiados. Esto puede indicar que
estos biomarcadores no estan fuertemente asociados con HGNA en esta poblacion de

estudio.

2 Correccion de multiples pruebas por el método de FDR (False Discovery Rate)
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Finalmente, se identificé un grupo de variables que mostraron asociaciones estadisticas
significativas sélo en el grupo de mujeres. Especificamente, un aumento en la resistencia
a la insulina medido a través del indice HOMA-IR, Colesterol, CLDL, TG, ALT, GGT, y
FA se asociaron con un incremento en el riesgo de tener HGNA. En contraste, niveles
altos de CHDL, BD y Albumina se asociaron con una disminucién significativa en el riesgo
de HGNA. Estas diferencias por sexo en la asociaciéon de factores de riesgo con HGNA
resaltan la importancia de considerar el sexo en la evaluacion de la probabilidad de

HGNA.

En resumen, estos resultados sugieren que en mujeres la edad 1.04 (IC 95% 1.01-1.06),
el IMC (sobrepeso RM 4.55; y obesidad RM 15.4) y ciertos biomarcadores como el indice
de resistencia a la insulina (HOMA-IR) 1.80 (IC95% 1.33-2.58), el colesterol total 1.01
(IC95% 1.00-1.02), el colesterol CLDL 1.02 (IC95% 1.01-1.03), los triglicéridos, 1.02
(IC95% 1.01-1.03), enzima hepaticas como: ALT 1.02 (IC95% 1.01-1.04), GGT 1.03
(IC95% 1.01-1.06) y fosfatasa alcalina (FA) 1.02 (IC95% 1.01-1.04); podrian estan
asociados con un incremento de riesgo de HGNA y la magnitud de su efecto es diferente

entre hombres y mujeres.
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Tabla 14. Comparacion de las caracteristicas clinicas, genéticas y bioguimicas
entre casos con y sin HGNA estratificadas por sexo por medio de regresion
logistica.

3 MUJERES HOMBRES
CARACTERISTICA T T > T T >
RM IC 95% p q N RM IC 95% p q

Edad (afios) 162 1.04 1.01, 1.06 0.002 0.009 106 1.00 0.98, 1.03 0.799 0.988
IMC (kg/m?) 162 1.32 1.20, 1.46 1.90x10¢  6.47x107 106 1.18 1.07,1.33 0.002 0.033
Categorias 162 106

Peso normal — Referencia — Referencia

Sobrepeso 4.55 2.06, 10.6 2.57x104 0.002 2.24 0.85, 6.10 0.106 0.426

Obesidad 154 5.90, 44.6 9.37x10%  1.59x10¢ 6.93 221,244 0.001 0.033
Ce677T 162 106

CcC — Referencia — Referencia

CT 1.16 0.53, 2.62 0.710 0.863 0.67 0.22,1.90 0.464 0.790

TT 1.36 0.54,3.44 0.514 0.729 0.79 0.24, 2.50 0.693 0.953
AGRUPADOS 162 106

cC — Referencia — Referencia

CT+TT 1.22 0.57, 2.66 0.607 0.825 0.71 0.25,1.90 0.512 0.790
A1298C 162 106

AA — Referencia — Referencia

AC 1.37 0.64, 2.94 0.423 0.713 1.69 0.68, 4.53 0.276 0.606

CcC 0.91 0.12,5.68 0.920 0.990 0.00 0.988 0.988
AGRUPADOS 162 106

AA — Referencia — Referencia

AC+CC 1.30 0.63, 2.68 0.480 0.713 1.35 0.56, 3.38 0.507 0.790
CoMPUESTO 162 106

CCes77-AA1208 1.01 0.35, 2.81 0.980 0.990 4.76 1.04,34.3 0.067 0.426

CCe77-AC1208 1.01 0.24,3.91 0.985 0.990 1.76 0.37,9.69 0.480 0.790

CCe77-CCr208 1.01 0.13, 6.53 0.989 0.990 0.00 0.988 0.988

CTe77-AA1208 — Referencia — Referencia

CTe77-AC1298 1.80 0.70, 4.71 0.226 0.452 2.96 0.92,10.8 0.080 0.426

TTe77-AA1208 1.38 0.62, 3.07 0.435 0.713 1.68 0.63, 4.55 0.302 0.622
Homocisteina 150 1.05 0.92,1.20 0.482 0.713 92 1.03 0.91,1.19 0.642 0.921
Acido Félico 139 1.01 0.96, 1.06 0.709 0.863 87 1.01 0.94,1.08 0.848 0.988
Vitamina B12 148 1.00 1.00, 1.00 0.122 0.258 92 1.00 1.00, 1.00 0.918 0.988
HOMA-IR 162 1.80 1.33,2.58 5.04x104 0.003 106 1.37 1.06, 1.92 0.037 0.305
Colesterol 159 1.01 1.00, 1.02 0.012 0.034 105 1.00 0.99,1.01 0.983 0.988
CLDL 159 1.02 1.01,1.03 0.002 0.009 105 1.00 0.99,1.01 0.850 0.988
CHDL 159 0.95 0.92,0.98 0.001 0.006 105 0.97 0.93,1.01 0.204 0.593
TG 159 1.02 1.01,1.038 3.59x10¢  4.07x10°% 105 1.00 1.00, 1.01 0.252 0.593
BT 159 0.32 0.08, 1.08 0.080 0.181 105 2.04 0.64, 7.60 0.250 0.593
Bl 159 1.08 0.96, NA 0.473 0.713 105 2.32 0.61, 10.8 0.245 0.593
BD 159 0.00 0.00, 0.03 0.006 0.021 105 16.1 0.02, 28,84 0.445 0.790
ALT 159 1.02 1.01, 1.04 0.020 0.049 105 1.02 1.00, 1.05 0.116 0.426
AST 159 1.00 0.99, 1.02 0.659 0.862 105 1.01 0.98, 1.06 0.527 0.790
GGT 159 1.03 1.01, 1.06 0.003 0.012 105 1.02 1.00, 1.05 0.037 0.305
FA 159 1.02 1.01,1.04 0.009 0.028 105 1.00 0.98, 1.02 0.787 0.988
ALB 159 0.25 0.07,0.78 0.020 0.049 105 0.29 0.06, 1.28 0.108 0.426
Globulinas 159 1.49 0.60, 3.80 0.391 0.713 105 1.07 0.27,4.31 0.919 0.988
Plaquetas 159 1.00 1.00,1.01 0.790 0.926 105 1.00 0.99, 1.00 0.170 0.561

'RM = Raz6n de Momios, IC = Intervalo de confianza al 95%.

2 Correccion de multiples pruebas por el método de FDR (False Discovery Rate)
BT= bilirrubina total. BD= bilirrubina directa. Bl= bilirrubina indirecta. ALT= alanino aminotransferasa. AST = Aspartato aminotransferasa. GGT= gamma glutamil
transpeptidasa. FA= fosfatasa alcalina. ALB = albimina. Asociaciones significativas de riesgo (ROJO), asociaciones significativas de reduccién del riesgo (AZUL).
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6.10 Analisis multivariado.

Finalmente, se realiz6 un analisis multivariado por medio de regresién logistica para
examinar la relacion entre las variables predictoras y la variable desenlace HGNA. Se
incorporaron en este analisis una serie de variables, incluyendo biomarcadores, aspectos
clinicos y caracteristicas demogréficas. Los resultados de este analisis se han ilustrado

detalladamente en la Tabla 15.

El modelo demostré un nivel de poder explicativo considerable, evidenciado por un R?
de Tjur de 0.33. No obstante, la multitud de variables incluidas, solo el indice de masa
Corporal demostré tener una asociacion estadistica significativa con el HGNA, con una
RM de 1.23 (IC 95% 1.11 - 1.38) y un valor p de 1.47 x 104, Esta asociacién sugiere que
por cada incremento unitario en el IMC conlleva un aumento significativo en la
probabilidad de tener esteatosis hepatica, incluso ajustado por multiples comparaciones

(q = 0.004).

Es de importante mencionar que, a pesar de las expectativas, variables de interés como
la edad, sexo, las variantes genéticas C677T y A1298C de MTHFR, y otras medidas
bioquimicas y de salud, no revelaron un efecto significativo para el HGNA dentro del
marco de este modelo en particular. Este resultado sugiere que la relacion entre el HGNA
y estas variables puede ser compleja, posiblemente modulada por la interaccion otras de

variables no consideradas en el presente modelo.
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En resumen, los resultados de este analisis multivariado sefialan que Unicamente el
indice de Masa Corporal (IMC) mostré una correlacion significativa con la presencia de
HGNA. El resto de las variables consideradas en este estudio, que incluyen
biomarcadores, variables clinicas y caracteristicas demograficas, no presentaron

asociaciones significativas en este estudio.

Tabla 15. Resultados del analisis de regresion logistica multivariada.

CARACTERISTICA RM* IC 95% * P q?2
Edad 0.99 0.96, 1.02 0.400 0.667
Sexo

Mujeres — Referencia

Hombres 1.16 0.52, 2.59 0.716 0.894
IMC (kg/m?) 1.23 1.11,1.38 1.47x10™ 0.004
Ce77T

CcC J— Referencia

CT 0.58 0.19, 1.69 0.313 0.659

TT 0.99 0.31,3.21 0.989 0.989
A1298C

AA I Referencia

AC 0.79 0.15, 3.85 0.772 0.894

CcC 0.42 0.04, 3.06 0.410 0.667
Homocisteina 1.11 0.95,1.31 0.211 0.659
Acido félico 1.06 1.01,1.12 0.030 0.396
Vitamina B12 1.00 1.00, 1.00 0.103 0.638
HOMA-IR 1.14 0.89, 1.54 0.316 0.659
Colesterol 0.98 0.95,1.01 0.274 0.659
CLDL 1.02 0.99, 1.06 0.272 0.659
CHDL 1.00 0.96, 1.05 0.828 0.897
TG 1.00 1.00, 1.01 0.248 0.659
T 5.38 0.332 0.659
Bl 1.20 0.98, NA 0.734 0.894
BD 0.00 0.00, NA 0.355 0.659
ALT 1.00 0.96, 1.04 0.923 0.960
AST 1.01 0.96, 1.04 0.791 0.894
GGT 1.02 1.00, 1.04 0.123 0.638
ALP 1.00 0.98, 1.01 0.701 0.894
ALB 0.61 0.14, 2.52 0.491 0.751
Globulinas 1.79 0.59, 5.70 0.315 0.659
Plaquetas 0.99 0.99, 1.00 0.072 0.620
Interaccién
C677T*A1298C

CT*AC 1.78 0.27,12.1 0.546 0.789

1IRM = Razon de Momios, IC = Intervalo de confianza al 95 %.
2 Correccion de multiples pruebas por el método de FDR (False Discovery Rate)
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Discusion

El presente estudio describe algunas caracteristicas clinicas y bioquimicas de un grupo
de 135 individuos con HGNA, asi como de un grupo de 133 individuos sin HGNA. La
informacion demografica y clinica de estos individuos fue recabada de un protocolo de
investigacion del departamento de gastroenterologia del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn “Asociacion del consumo de fructosa, azucares
afadidos, grasas saturadas y grasas de origen animal con la grasa corporal y hepatica
en individuos aparentemente sanos”. El principal objetivo de esta investigacion fue
determinar la asociacion de las variantes Te77 Y C1208 del gen MTHFR con el HGNA para

lo cual se realiz6 una genotipificacion mediante un ensayo de discriminacion alélica.

Respecto a las variables analizadas, se incluyeron factores de riesgo previamente
conocidos para el desarrollo de higado graso no alcoholico, como el indice de masa
corporal, la dislipidemia, la resistencia a la insulina, la edad y el sexo masculino. Del
mismo modo, también se incluyeron variables bioquimicas asociadas al dafio hepatico

como las pruebas de funcidn hepética y las plaquetas.

7.1 Caracteristicas demograficas y clinicas.

El primer aspecto a destacar es la distribucién del sexo en los participantes. Aunque la
mayoria de los estudios han sugerido una mayor prevalencia de HGNA en hombres, este
estudio encontré que las mujeres tuvieron una mayor participacion en la muestra, con
una razoén mujer a hombre de 1.53:1. Sin embargo, al analizar por grupos, se observo
gue la razén m:h se redujo en el grupo con HGNA (1.11:1) y se incrementé en el grupo

sin HGNA (2.16:1). Esto se debié a una mayor frecuencia de hombres en el grupo con
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HGNA en comparacién con el grupo de comparacion. Estos resultados son consistentes
con algunos estudios que han reportado una asociacion entre el sexo masculino y un
mayor riesgo de HGNA (2 a 3 veces mas que en el sexo femenino). (Hashimoto &

Tokushige, 2011).

En cuanto a la edad, se encontr6 que los individuos con HGNA tenian una mediana de
edad mayor que aquellos sin HGNA. Ademas, el andlisis de regresion logistica mostro
una relacién significativa entre la edad y la probabilidad de desarrollar HGNA, con un
aumento del ~3% en la probabilidad por cada afio de edad. Estos resultados concuerdan
con estudios previos que han demostrado que la edad es un factor de riesgo importante
para el desarrollo de HGNA, particularmente después de los 50 afios de edad,
posiblemente debido a cambios en el metabolismo y el estilo de vida a medida que
envejecemos (Perumpail et al., 2017), asi como por los cambios hormonales en las

mujeres después de la menopausia (Mauvais-Jarvis et al., 2013).

7.2 Variantes genotipicas

Se han realizado analisis de frecuencias genotipicas y alélicas para dos variantes
genéticas, la variante C677T y la variante A1298C. En relacion con la variante C677T,
en los 268 individuos se observaron frecuencias genotipicas del 20.90% para CCse77,
52.61% para CTe77 Yy 26.49% para TTe77 (56, 141y 71 individuos, respectivamente). Estos
resultados muestran diferencias en comparacion con los hallazgos de Mutchinick y
colaboradores, quienes encontraron una mayor frecuencia del genotipo TTe77 (34.8%) y

frecuencias menores para los genotipos CCe77 (17.6%), y CTe77 (47.6%). En cuanto a las
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frecuencias alélicas, también se encontraron resultados distintos, el alelo C se encontro
frecuencia del 47.19%, mientras que el alelo T presentaba una frecuencia del 52.81%,
comparado con lo reportado por los autores previamente mencionados quienes
reportaron una frecuencia de 41.4% para el alelo C y 58.6% para el alelo T en la

poblacion mexicana (Mutchinick et al., 1999).

Con respecto a relaciéon a la variante A1298C, se observé que el genotipo silvestre tenia
una frecuencia del 74.63%, el heterocigoto presentaba una frecuencia del 22.76%, y el
homocigoto para la variante tenia una frecuencia del 2.61%. La frecuencia alélica del
alelo A fue del 86%, mientras que el alelo C presentaba una frecuencia del 14%. Estos
resultados son similares a los reportados previamente por Guéant-Rodriguez vy
colaboradores, quienes encontraron una frecuencia del genotipo CC de 2.3% y una
frecuencia alélica del alelo C de 14.7% en la poblacion mexicana. (Rosa-Maria Guéant-

Rodriguez et al., 2006)

La alta prevalencia del alelo Te77 y del genotipo TTe77 Yy la baja frecuencia del alelo Ci2es
y el genotipo CCi298 encontradas en esta muestra de individuos se encuentran en
relacion con un estudio realizado por Wilcken y colaboradores, en el que se incluyé a
distintos paises y se comparon frecuencuas de las variantes del gen MTHFR. En México,
se observaron las frecuencias mas altas y mas bajas, respectivamente (B Wilcken et al.,
2003). La alta prevalencia del alelo T en comparacion con otros paises, también ha sido
reportada reviamente por Mutchinick y colaboradores en 1999, en el que México

presentaba la frecuencia mas alta (59%) vs lItalia y Japon (40 y 42% respectivamente) y
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el doble de la frecuencia que se encontraba en Estados Unidos (21%), Irlanda (28%) y

Holanda (26%). (Mutchinick et al., 1999)

Los resultados del andlisis de los genotipos heterocigotos o homocigotos para las
variantes, en comparacion con los genotipos silvestre, ya sea de manera individual o
combinada no mostraron DES. Sin embargo, al comparar el genotipo doble heterocigoto
(CTe77-AC1208) cOn el genotipo silvestre para la variante 677 y heterocigoto para la
variante 1298 (CCe77-AC1298), S€ encontr6 una mayor cantidad de individuos con HGNA
en el grupo del genotipo doble heterocigoto. Esto resultdo en una razén de momios de
2.25 (IC 95% 1.08 - 4.70), lo cual fue estadisticamente significativo (p = 0.031) (Tabla 3).
Se debe tener precaucion al interpretar este resultado, ya que el tamafio de la muestra
para este genotipo fue relativamente pequefio (n=27 [20%] en el grupo con HGNA 'y n=16
[12.03%] en el grupo de comparacion). Se necesitarian estudios adicionales con
muestras mas grandes para confirmar este hallazgo. Es importante tener en cuenta que
las frecuencias genotipicas y alélicas pueden variar entre diferentes poblaciones y
grupos étnicos. Por lo tanto, es fundamental replicar estos resultados en otras
poblaciones para establecer conclusiones mas generales sobre la asociacion entre las

variantes del gen MTHFR y la HGNA.

Ademas, aunque el andlisis de las variantes individuales no mostr6 una asociacion
significativa con HGNA en esta poblacion, es posible que otros factores genéticos o
ambientales interactien con las variantes del gen MTHFR para influir en el riesgo de
desarrollar la enfermedad. Por lo tanto, estudios futuros podrian investigar interacciones

gen-gen y gen-ambiente para comprender mejor la base genética de la HGNA.
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Es importante mencionar que estos resultados podrian estar influenciados por el tamafio
de la muestra, especialmente en el caso de la variante 1298, debido a la baja frecuencia
del alelo C en la poblacion estudiada (13.2% para individuos sin HGNA y 14.8% para el

grupo con esteatosis).

Estos hallazgos sugieren una tendencia en la cual la variante C120g esta asociada con el
HGNA, como han propuesto otros estudios. Autores como Catalano y colaboradores
sugieren que esta variante podria ser un marcador de susceptibilidad, aunque la
evidencia es deébil. Del mismo modo, Zasci y colaboradores encontraron una mayor
prevalencia del alelo MTHFR-1298C en individuos con HGNA, con una razon de momios
de 2.48 (C1 95% 1.28-4.78, p = 0.006). Ademas, encontraron una asociacion del genotipo
1298CC (razdon de momios 2.97; Cl 95% 1.02-8.84, p = 0.037) en mujeres y el genotipo
compuesto C677C/A1298C en hombres (razén de momios 2.21; Cl 95% 1.003-4.90, p =

0.046). (Catalano et al., 2014; Sazci et al., 2008)

Por otro lado, la variante 677T no mostré asociacion con el HGNA en este estudio, lo
cual respalda los hallazgos previamente publicados por los grupos de autores

mencionados anteriormente.

Adicionalmente, se observo que los genotipos que presentaban las variantes T y C de
las variantes 677 y 1298, respectivamente, eran mas prevalentes en los grados 2y 3 de
esteatosis hepatica en comparacion al grado 1. Estos resultados sugieren una tendencia

a desarrollar HGNA en individuos con la variante. Sin embargo, no se pudieron evaluar
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estas diferencias dado el reducido tamafio de muestra en los grupos. Incluso, es
importante sefialar que el tamafio desigual de la muestra entre los grupos con diferentes
grados de esteatosis hepéatica (E1, E2 y E3) puede haber influido en la falta de diferencias
significativas en las frecuencias genotipicas y alélicas. Esta disparidad en el tamafio de
la muestra puede afectar la probabilidad de detectar diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos, lo que debe tenerse en cuenta al interpretar los resultados.

Por su parte, el analisis de regresion logistica ordinal realizado para evaluar la asociacién
entre los genotipos y alelos de las variantes de MTHFR con el grado de esteatosis
hepatica tampoco mostré asociaciones estadisticamente significativas. Es decir, la
presencia de los genotipos heterocigotos o homocigotos para el alelo de riesgo (CTy TT
para C677T, y AC y CC para A1298C) no se asocio6 significativamente con un mayor
grado de esteatosis hepatica en comparacion con los genotipos homocigotos silvestres
(CC para C677T y AA para Al1298C). No obstante, se observdé una asociacion
significativa con el genotipo compuesto CT677-AC1298 y un mayor riesgo de desarrollar
esteatosis hepatica mas grave. Los individuos con este genotipo presentaron
aproximadamente el doble de probabilidades de tener grados superiores de esteatosis
hepatica en comparacion con el genotipo de referencia CTe77-AA120s. ES importante
destacar es necesario realizar estudios adicionales para confirmar este hallazgo, ya que

el tamafio de la muestra para este genotipo compuesto fue relativamente pequenio.

Se debe de tomar en consideracion que este es un estudio transversal por lo que el
analisis de estos resultados se limita al momento en que se realizaron los estudios y, por

lo tanto, no se descarta la posibilidad de que los participantes de esta investigacion
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desarrollen HGNA en afios posteriores, tomando en cuenta que la mediana de edad de

la muestra fue de 38 afos.

En cuanto a los datos demogréficos, no se encontraron diferencias significativas en la
edad, el sexo y el IMC entre los portadores de los genotipos homocigotos silvestres y los
portadores de los genotipos heterocigotos y homocigotos para las variantes C677T y
A1298C en los casos con HGNA 'y los controles sin HGNA. Estos hallazgos sugieren que
las variantes C677T y A1298C del gen MTHFR no estan asociadas con diferencias

importantes en caracteristicas clinicas y demograficas en esta poblacion.

7.3 Homocisteina, acido félico y vitamina B12

En primer lugar, en el analisis de regresion logistica se observo que las concentraciones
de homocisteina, acido folico y vitamina B12 no mostraron asociaciones significativas
con el HGNA. Ademas, los modelos de regresion explicaron poco de la varianza en el
HGNA, lo que sugiere que otros factores pueden estar influyendo en el desarrollo de la

enfermedad.

En segundo lugar, en la comparaciéon de la distribucion de valores entre los casos con
HGNA y el grupo de comparacién, se observo que la homocisteina mostrd niveles mas
altos en el grupo con HGNA en comparacién con el grupo sin HGNA. Aunque esta
diferencia no alcanzé significancia estadistica, es interesante notar que los niveles
maximos de homocisteina fueron mas elevados en el grupo con HGNA, lo que podria
sugerir una tendencia hacia una mayor concentracion de homocisteina en casos mas
graves de la enfermedad. Sin embargo, se necesitarian estudios adicionales con una
muestra mas grande para confirmar esta posible asociacion.
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La medicion de los niveles de homocisteina es relevante en el contexto del HGNA debido
a su implicacion en la fisiopatologia de la enfermedad. La exposicion crénica a niveles
elevados de homocisteina se ha asociado con el estrés oxidativo y la toxicidad a los
hepatocitos, lo que puede contribuir al desarrollo y progresion de la esteatosis hepatica.
Las medianas de homocisteina se encontraron dentro de los rangos de referencia
establecidos para hombres y para mujeres, en ambos grupos de estudio. Para adultos,
los niveles normales de homocisteina en la sangre suelen considerarse menores a 15
micromoles por litro (umol/L). Segun un estudio realizado en México, se observaron los
siguientes rangos de referencia para la poblacion mexicana adulta: Hombres: 5.8 a 17.5
umol/mL y mujeres: 4.2 a 16.4 pymol/mL. La exposicion cronica a niveles elevado de
homocisteina, a pesar de no ser valores extremos pudieran participar en la toxicidad a
los hepatocitos por medio del estrés oxidativo y de esta manera contribuir a la
fisiopatologia de la esteatosis hepatica (Allen & Rosado, 1995; Paul F Jacques et al., 2018;
Refsum et al., 2004). En esta investigacion, el grupo de individuos con HGNA presento
niveles mas elevados de homocisteina en comparacion al grupo de individuos sin HGNA.
Los niveles por arriba de 10 umol/L se observaron a partir del percentil 90 en individuos
si HGNA y a partir del percentil 75 el grupo con HGNA. Estos hallazgos respaldan la
hipétesis de que la homocisteina puede desempefiar un papel relevante en la

patogénesis del HGNA.

Un estudio realizado en pacientes con HGNA encontré que aquellos con HGNA
avanzada presentaban niveles significativamente mas altos de homocisteina en

comparacion con aquellos con HGNA leve. Ademas, se ha sugerido que la homocisteina
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puede desempefiar un papel en la progresion de la esteatosis hepatica a través de su

efecto proinflamatorio y prooxidante en el higado. (Kim & Min, 2020a; B. Zhang et al., 2023).

Para poder sustentar esta teoria, necesitamos confirmar la exposicion crénica a niveles
elevados de homocisteina, sin embargo, al ser un estudio transversal, no se conocen los
valores de homocisteina que han presentado los individuos previos a que se realizara
esta investigacion. Se sugiere para futuras investigaciones, considerar un seguimiento

con dichas mediciones.

Por otro lado, tanto el &cido félico como la vitamina B12 mostraron niveles similares entre
los grupos con y sin HGNA. A pesar de que se observo una tendencia no significativa a
presentar niveles mas bajos de acido folico en los casos con HGNA, las medianas de
ambas variables fueron practicamente iguales en ambos grupos. Esto sugiere que, en
esta poblaciéon estudiada, los niveles de acido folico y vitamina B12 no parecen estar

directamente relacionados con la presencia de esteatosis hepatica.

En el estudio realizado por Wilcken, las concentraciones plasmaticas de Hcy, folato y
vitamina B12 mostraron variaciones en diferentes areas geograficas. México tuvo la
concentracion mas alta de folato. Se observo una deficiencia mas baja en México. Por
otro lado, se reportd una baja concentracion de vitamina B-12 en un porcentaje
significativamente mas alto de los sujetos de México en comparacion con Francia, Italia
y los paises africanos. En el analisis de regresion multiple, el folato fue un predictor
independiente significativo de Hcy en todas las areas, y Hcy también se asocié con la

vitamina B-12 en sicilianos y mexicanos (B Wilcken et al., 2003).
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En este estudio, al realizar una regresion linear entre la homocisteina y el acido félico,
se observo una correlacion inversa significativa entre ambas variables en toda la muestra
estudiada. A medida que aumentan los niveles de acido félico, disminuyen los niveles de
homocisteina con un coeficiente beta de &cido folico mayor en el grupo de individuos con
HGNA que en el grupo de comparacion (-0.13, vs -0.09), lo cual se traduce en que por
cada unidad que aumenta el &cido félico, la homocisteina disminuye 0.13y 0.09 unidades
respectivamente. Esta asociacién también se observo en el grupo de comparacién. Estos
resultados respaldan la idea de que el &cido folico juega un papel importante en el
metabolismo de la homocisteina, y que niveles adecuados de esta vitamina podrian tener
un efecto protector contra la esteatosis hepatica y plantean la posibilidad de que la
administracion de acido folico pueda tener un impacto positivo en la reduccion de los

niveles de homocisteina en pacientes con HGNA.

Otros estudios han concluido que la suplementacion de acido félico puede ayudar a tratar
la enfermedad del higado graso al reducir los niveles de triglicéridos hepaticos y aliviar
la esteatosis hepatica. La activacion de LKB1/AMPK/ACC y el aumento de SAM en el
higado pueden inhibir la lipogénesis hepatica, lo que contribuye al efecto protector de la
suplementacion de acido folico. En otras palabras, el acido félico puede ayudar a regular
el metabolismo de los lipidos en el higado, previniendo la acumulacion de grasa y
reduciendo el riesgo de enfermedad del higado. El estudio investigo los efectos de la
suplementacién de acido folico en ratas alimentadas con alto contenido de fructosa y los
comparo6 con un grupo de control. Las ratas alimentadas con alto contenido de fructosa
fueron divididas en dos grupos, uno recibiendo suplementacion de acido folico y el otro

sin recibir suplementacion de acido. Se encontré que la suplementacién de acido félico
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tiene un efecto protector contra la esteatosis hepatica, como se evidencia por los niveles
mas bajos de triglicéridos hepéticos en el grupo que recibié acido félico en comparacion
con el grupo de alto contenido de fructosa. Si bien el estudio sugiere que la
suplementacion de acido folico puede tener un efecto protector contra la enfermedad del
higado graso no alcohdlico, no esta claro si puede utilizarse como un tratamiento
independiente o si debe combinarse con otras intervenciones. Se requiere mas
investigacion para determinar el uso 6ptimo de la suplementacion de &cido félico en el

tratamiento del HGNA. (Kim & Min, 2020b)

Respecto a la vitamina B12, también se encontrd una correlacion inversa con los niveles
de homocisteina en la muestra total. Sin embargo, esta correlacion no alcanzo
significancia estadistica en el grupo de comparacion. Esto sugiere que la relacion entre
vitamina B12 y homocisteina puede no ser tan relevante en individuos sin HGNA, pero
podria estar mas presente en aquellos con la enfermedad. Esta observacion es
interesante y podria indicar que la vitamina B12 juega un papel mas destacado en el
contexto de la HGNA, posiblemente como un factor modificador de la relacién entre

homocisteina y la enfermedad hepatica.

Por otro lado, al realizar comparaciones de los niveles de estas tres variables entre los
grupos de individuos con HGNA y sin HGNA y de acuerdo con su genotipo, Unicamente
se encontraron diferencias significativas para los niveles de acido félico entre ambos
grupos de pacientes portadores del alelo mutante de la variante 677 (CT + TT) p= 0.026
y para los niveles de homocisteina de los individuos con el genotipo silvestre para la

variante 1298 (p= 0.05). Dichos hallazgos son relevantes y podrian tener implicaciones
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importantes en la comprension de la relacion entre la genética y la HGNA. El hecho de
gue solo se encontraran diferencias significativas en dos de las tres variables estudiadas
sugiere que el acido folico y la homocisteina podrian desempefiar un papel importante
en la patogénesis del HGNA. Estos hallazgos respaldan la interrelacion entre el
metabolismo del folato, la vitamina B-12 y la homocisteina, y sugieren que el acido félico

podria desempenfiar un papel importante en la regulacién de los niveles de homocisteina.

Algunos estudios han demostrado que la deficiencia de acido folico esta relacionada con
un aumento en los niveles de homocisteina, lo que puede conducir a dafio hepatico. Un
estudio realizado en pacientes con enfermedad hepatica cronica encontro que aquellos
con niveles bajos de acido félico presentaban mayores niveles de homocisteina en
comparacion con aquellos con niveles adecuados de acido folico. Ademas, se observo
una correlacion negativa entre los niveles de acido folico y los marcadores de dafio
hepatico, como las enzimas hepaticas ALT y AST. Esto sugiere que la deficiencia de
acido félico puede contribuir al dafio hepatico a través del aumento de los niveles de

homocisteina. (Castro et al., 2003; Loomba et al., 2013; Sid, 2018; B. Zhang et al., 2023)

Otro estudio realizado por Savin-Hartwig y colaboradores, report6 que, el suplemento de
micronutrientes que contiene acido folico y cobalamina funciona aumentando la
disponibilidad de estas vitaminas en el cuerpo, lo que a su vez ayuda a reducir los niveles
de homocisteina. Los posibles beneficios de reducir los niveles de homocisteina en los
adultos mayores incluyen un menor riesgo de enfermedad cardiovascular y deterioro
cognitivo. El estudio también sugiere que incluso las personas mayores sanas pueden

beneficiarse al tomar este suplemento, independientemente de su estado de vitamina B.
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El estudio encontré que el suplemento de micronutrientes fue efectivo para reducir los
niveles de homocisteina (Hcy) en sujetos de edad avanzada. Los sujetos tratados
mostraron una reduccion estadisticamente significativa en los niveles de Hcy en
comparacion con el grupo placebo, con una reduccion media de 3,6 + 5,7 umol/L. El
efecto de reduccion de Hcy dependio de los niveles iniciales de Hcy, y el estudio sugiere
gue los niveles elevados de Hcy en sujetos de edad avanzada pueden reducirse

independientemente del estado inicial de cobalamina y folato. (Savic-Hartwig et al., 2023)

7.4 Perfil metabdlico

En relacion con el IMC, se ha encontrado una asociacion consistente entre la obesidad
y una mayor prevalencia de HGNA. Nuestro estudio confirma estos hallazgos,
demostrando una asociacion significativa entre el IMC elevado y la presencia de HGNA.
Especificamente, el IMC mostré una fuerte asociacion con el HGNA con una razon de
momios de 3.93 (IC 95%: 2.12 - 7.27; p < 0.001) para sobrepeso y de 11.65 (IC 95%:
5.48 - 24.74; p < 0.001) para individuos con obesidad (IMC mayor a 30). También se
pudo observar que a medida que aumentaba el grado de esteatosis hepatica observado
en el FibroScan, también aumentaba el IMC de los pacientes, observandose DES entre
los individuos con esteatosis grado 1 con una mediana de 25.96 kg/m? (Rl 23.52, 30.45),
y los individuos con esteatosis grado 3 con una mediana de 29.18 kg/m? (Rl 27.02,
32.76). (p = 5.23 x 10°%). Esto podria respaldar la teoria de que el IMC participa tanto
en el desarrollo del HGNA como en la progresion de la enfermedad, debido a un estado
inflamatorio crénico y a su estrecha asociacion con la dislipidemia y el sindrome

metabdlico. (Bedogni et al., 2005; Chen et al., 2022; Lonardo et al., 2015)
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Los resultados presentados en la tabla 9 sugieren que la presencia de esteatosis
hepética esta asociada con un mayor indice de resistencia a la insulina, niveles mas altos
de colesterol total, CLDL vy triglicéridos, asi como niveles mas bajos de CHDL. Estas
asociaciones pueden ser indicativas de alteraciones metabdlicas y dislipidemia en los

individuos con HGNA.

Los resultados de esta investigacion respaldan los datos encontrados en la literatura
cientifica que sefalan al sobrepeso, la obesidad, la dislipidemia y la resistencia a la
insulina como factores de riesgo importantes para el desarrollo de HGNA. Nuestro
estudio ha demostrado una asociacion significativa entre el HGNA y la resistencia a la

insulina, la dislipidemia y el indice de masa corporal. (Fabbrini et al., 2010; Rinella, 2015)

La resistencia a la insulina, que se caracteriza por una disminucion en la respuesta de
los tejidos a la insulina, se ha identificado como un factor clave en el desarrollo y
progresion del HGNA. La alteracion en la sensibilidad a la insulina puede contribuir a la
acumulacion de grasa en el higado y a la inflamacién hepéatica, promoviendo asi la

aparicion de la enfermedad. (Marchesini et al., 1999; Targher et al., 2007)

Ademas, la dislipidemia, que implica cambios en los niveles de lipidos en la sangre, como
el aumento de los triglicéridos y la disminucion del colesterol HDL, se ha observado de
manera consistente en pacientes con HGNA. Estos cambios lipidicos anormales pueden
contribuir a la acumulacion de grasa en el higado y al dafio oxidativo, desempefiando un
papel importante en la progresion de la patologia. (Kanwar et al., 2016; Loomba et al.,

2014)
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Estos resultados respaldan la idea de que el HGNA es una enfermedad multifactorial que
implica una interaccion compleja entre la acumulacion de grasa hepatica, la resistencia
a la insulina, los trastornos metabdlicos y el estado de peso corporal. Es fundamental
seguir investigando y comprendiendo estos mecanismos para desarrollar estrategias de

prevencién y tratamiento efectivas para el HGNA.

7.5 Marcadores de funcion hepética

Las enzimas hepéticas se han utilizado como marcadores de dafio hepético. En esta
investigacion, la ALT y la AST presentaron una asociacion significativa con la presencia
de HGNA. El HGNA es la causa mas comun de niveles elevados de ALT en suero en
Estados Unidos (Wong et al., 2010). En el pasado, el nivel de ALT en suero se ha
utilizado como un marcador de la gravedad de la enfermedad en el HGNA. Los niveles
de ALT parecen estar correlacionados con la grasa visceral, los triglicéridos
intrahepaticos, la esteatosis, la inflamacion y la fibrosis en pacientes japoneses y
asiaticos con HGNA. Sin embargo, hasta el 37,5% al 59% de los pacientes con niveles
normales de ALT son diagnosticados con HGNA o fibrosis avanzada. Un estudio en
Estados Unidos encontré poco valor diagnoéstico o pronéstico de un nivel normal de ALT
en suero al evaluar a pacientes con EHGNA, ya que casi cuatro quintas partes (79%) de
los sujetos con HGNA tenian niveles normales de ALT en suero. Incluso cuando se
utilizaron criterios mas estrictos (ALT > 30 U/L en hombres y > 19 U/L en mujeres), la
mayoria de los sujetos con HGNA (54%) tenian niveles normales de ALT en suero. Un
estudio en Japdén encontro fibrosis avanzada (etapa 3-4) en el 16.1% de los pacientes
japoneses con HGNA y niveles normales de ALT. Otro estudio reciente en Japdn

encontré que la falta de reduccion de los niveles de ALT en al menos un 30% se
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correlaciona con la progresion histoldgica en biopsias. Los resultados de estos estudios
transversales sugieren que los niveles de ALT en suero no pueden predecir la gravedad
histolégica en pacientes con HGNA. Por lo tanto, los niveles de ALT en suero parecen
ser un marcador insensible tanto para la esteatosis hepatica como para el HGNA.
Aunque el monitoreo de los niveles de ALT en suero es util y puede predecir el resultado
histoldgico, su uso como marcador sustituto para evaluar los cambios histolégicos no es

lo confiable. (Berger et al., 2019; Tapper et al., 2016; Wong et al., 2010; Zeng et al., 2017)

7.6 Fibrosis hepatica

Se observo que, dentro del grupo de individuos diagnosticados con HGNA, solo un
pequefio porcentaje (9.63%) presentd algun grado de fibrosis hepatica (grados 1 a 4),
mientras que la gran mayoria (90.37%) no mostro evidencia de fibrosis hepatica. Esto es
coherente con la seleccidon de este grupo de individuos sin esteatosis hepatica como un
grupo de referencia para comparar con los casos de HGNA.

La baja prevalencia observada en este estudio se encuentra en relacion con lo reportado
previamente, ya que solo el 40% de los pacientes con HGNA progresan la enfermedad
a fibrosis y de ellos, solo el 5% fallecen secundario a causas hepéaticas. (Mohammed
Eslam et al., 2018)

En cuanto a la variante C677T, se destaca que la mayoria de los individuos (84.62%)
con fibrosis hepética en el grupo con HGNA tuvieron genotipos heterocigotos (CT) y
homocigotos (TT) para esta variante. Estos genotipos se observaron en grados mas altos
de fibrosis hepatica, desde el grado 1 hasta el grado 4. Aunque el nimero de individuos

en estas categorias es limitado, estos resultados podrian sugerir una posible
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participacion de la variante C677T en la progresion de la fibrosis hepética en individuos
con HGNA.

Por otro lado, la variante A1298C también mostré cierta asociacion con la fibrosis
hepética en el grupo con HGNA. Los individuos homocigotos para el genotipo silvestre
(AA) representaron el 61.54% de los casos con HGNA vy fibrosis hepatica,
concentrandose en mayor medida en los grados 2 y 3 de fibrosis. Los individuos
heterocigotos (AC) representaron el 38.46% de los casos con fibrosis, distribuidos
principalmente en los grados 2 y 3.

Ademas, la distribucion de los genotipos compuestos también mostré variaciones
interesantes. En los casos con HGNA vy fibrosis, los genotipos compuestos CT677-
AA1298, CT677-AC1298 y TT677-AA1298 fueron los mas frecuentes. Estos genotipos
se distribuyeron entre los grados 2 y 3 de fibrosis hepatica. Esto sugiere que la
combinacion de las variantes C677T y A1298C podria estar relacionada con la gravedad
de la fibrosis hepatica en individuos con HGNA, principalmente la variante 677T.

Es importante considerar que estas observaciones no pudieron ser analizadas por
pruebas estadisticas debido al tamafio limitado de la muestra. Asimismo, debe de
considerarse que, al ser un estudio transversal, se desconoce que porcentaje de
individuos con HGNA vayan a desarrollar fibrosis hepatica.

Por otro lado, en estudios de gemelos se ha reportado que la fibrosis hepatica puede
explicarse por factores hereditarios en 50% de los individuos (Mohammed Eslam et al.,
2018), por lo que estudiar estas variantes con un mayor nimero de muestra, asi como
otros marcadores genéticos puede ser de utilidad para comprender la variabilidad en la

progresion de esta enfermedad.
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En conclusion, este estudio proporciona informacion de la asociacién entre las variantes
genéticas C677T y A1298C del gen MTHFR vy la fibrosis hepatica en individuos con
HGNA. Aunque se requieren estudios adicionales, prospectivos y con muestras mas
grandes para confirmar estos hallazgos, estos resultados sugieren que estas variantes
pueden jugar un papel importante en la progresion de la fibrosis hepética en el contexto

de la enfermedad del higado graso no alcohdlico.

7.7 Analisis por sexo

En este estudio, realizamos un analisis estratificado por sexo con el objetivo de identificar
y cuantificar posibles diferencias en factores de riesgo para el desarrollo de HGNA en

hombres y mujeres de nuestra poblacion de estudio.

En cuanto a la edad, observamos que, en el grupo de mujeres, por cada afio de aumento
en la edad, la probabilidad de HGNA aumenta significativamente en un 4% (RM 1.04, IC
95% 1.01-1.06). Sin embargo, esta asociacion no fue significativa en los hombres,
sugiriendo que otros factores podrian ser mas relevantes para el HGNA en este grupo.
Esto implica que el efecto de la edad en el riesgo de HGNA es diferente entre hombres

y mujeres.

El IMC resulté ser un importante factor de riesgo tanto en mujeres como en hombres,
pero encontramos que las mujeres mostraron un mayor efecto de riesgo asociado con el
IMC que los hombres. Especificamente, el riesgo de HGNA aumenta en un 32% por cada
unidad de aumento en el IMC en mujeres (RM 1.32, IC 95% 1.20-1.46), mientras que, en

hombres, el riesgo aumenta en un 18% por cada unidad de aumento en el IMC (RM 1.18,
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IC 95% 1.07-1.33). Esto sugiere que el IMC es un predictor més fuerte de HGNA en

mujeres que en hombres.

En cuanto a las variantes genéticas C677T y A1298C del gen MTHFR, no encontramos
asociaciones significativas con HGNA en ambos sexos, tanto en el andlisis individual de
los genotipos como en los genotipos agrupados o compuestos. Del mismo modo, la
Homocisteina, el Acido Folico y la Vitamina B12 tampoco mostraron DES en los grupos
estudiados, lo que sugiere que estas variables no estan fuertemente asociadas con

HGNA en nuestra poblacion.

Sin embargo, se identifico un grupo de variables que mostraron DES en el grupo de
mujeres. Un aumento en la resistencia a la insulina, medida a través del indice HOMA-
IR, asi como niveles elevados de Colesterol, LDL, Triglicéridos, ALT, GGT y Fosfatasa
Alcalina, se asociaron con un incremento en el riesgo de tener HGNA en mujeres. Por
otro lado, niveles altos de Colesterol HDL, se asociaron con una disminucion significativa
en el riesgo de HGNA en mujeres. Estas asociaciones especificas en el grupo de mujeres

resaltan la importancia de considerar el sexo al evaluar los factores de riesgo para HGNA.

Estos hallazgos pudieran estar en relacion con que el sexo masculino es un factor de
riesgo intrinseco independiente, por lo tanto, se podria inferir que las mujeres necesitan
una mayor exposicion a factores externos o ambientales para desarrollar la enfermedad
0 que estos factores influyen en mayor proporcion en la fisiopatologia de HGNA en las

mujeres.
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Estos hallazgos subrayan la importancia de considerar el sexo como un factor clave al
evaluar la probabilidad de desarrollar HGNA. Nuestro estudio proporciona informacion
relevante para el disefio de estrategias de prevencion y tratamiento mas personalizadas
y especificas segun el sexo en pacientes con HGNA. Sin embargo, es importante tener
en cuenta que se requieren mas investigaciones y estudios prospectivos para validar y

confirmar estos resultados.

7.8 Otros factores genéticos

Algunos estudios en gemelos han reportado una heredabilidad del 35 al 61% para el
HGNA, utilizando la elevacion de enzimas hepaticas sugerentes de esta patologia (ALT
y GGT) (Mohammed Eslam et al., 2018). Por lo que, ademas de los resultados obtenidos
en este estudio sobre la asociacion entre la HGNA y las variantes genéticas del gen
MTHFR, es importante considerar otras variantes genéticas relevantes en la patogénesis
de esta enfermedad. Entre ellas, destaca la variante en el gen PNPLA3, que ha sido
ampliamente estudiado y demostrado su asociacion con el HGNA. Este estudio no
incluyo la genotipificacion del gen PNPLA3, también conocido como adiponutrina, un
miembro de la familia de fosfolipasas tipo patatina. La variante de un solo nucleétido
(SNP) rs738409 C > G, que codifica la variante proteica lle 148Met de PNPLA3, es un
determinante genético bien descrito de la esteatosis hepatica en poblacion mexicana.
Varios estudios han establecido una fuerte conexién entre PNPLA3 y el desarrollo de
HGNA. Un metaanalisis reciente de 23 estudios de casos y controles que involucraron a
6,071 pacientes con HGNA y 10,366 controles mostré una asociacion significativa entre

la variante rs738409 y el riesgo de HGNA vy fibrosis hepética. La variante rs738409 de
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PNPLA3 no solo se asocia con HGNA, sino también con la gravedad de los cambios
necroinflamatorios de manera independiente de los factores metabdlicos. PNPLA3 se
asocia con un mayor riesgo de fibrosis avanzada en pacientes con diversas
enfermedades hepaticas y es un factor de riesgo independiente para el hepatocarcinoma
en pacientes con HGNA o cirrosis relacionada con el alcohol (Tian et al., 2009). Otro
metaanalisis ha demostrado que el rs738409 ejerce una fuerte influencia no solo en la
acumulacién de grasa en el higado (los homocigotos GG mostraron un contenido de
grasa lipidica un 73% mayor en comparacion con los homocigotos CC), sino también en
la susceptibilidad de una enfermedad mas agresiva (los homocigotos GG tenian un
riesgo 3.24 veces mayor de tener puntajes necroinflamatorios mas altos y un riesgo 3.2
veces mayor de desarrollar fibrosis en comparacién con los homocigotos CC). Aunque
su funcidn biologica exacta se debate, PNPLA3 se expresa en gran medida en la
superficie de los lipidos de los hepatocitos y el tejido adiposo. La variante rs738409
parece interferir con la exportacion de lipoproteinas y favorecer la actividad lipogénica
sobre la actividad de las lipasas, lo que conduce a la acumulacion de grasa hepatica.

(Satapathy & Sanyal, 2015; Tian et al., 2009)

En este estudio en particular, no se incluyé la variable del genotipo de PNPLA3, lo cual
representa una limitacién importante. La omision de esta variable puede limitar la
comprension completa de las interacciones genéticas y su contribucion conjunta a la
susceptibilidad y desarrollo de la HGNA. Por lo tanto, para futuras investigaciones, se
propone analizar la presencia de la variante PNPLA3 y explorar la posible existencia de
sinergia entre las variantes genéticas analizadas en el gen MTHFR y la variante en el

gen PNPLA3. La inclusién del genotipo de PNPLA3 en estudios futuros permitiria
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examinar de manera mas completa y precisa la influencia combinada de mudltiples
factores genéticos en la patogénesis de la HGNA. Esta informacion adicional ayudaria a
obtener una imagen mas completa de la base genética de la enfermedad y a identificar

posibles interacciones entre diferentes variantes genéticas.
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Conclusiones

En conclusion, este estudio aporta evidencia sélida sobre la asociacion entre las
variantes genéticas del gen MTHFR vy el riesgo de desarrollar HGNA. Los hallazgos
sugieren que los genotipos heterocigoto y homocigoto para la variante 677, asi como el
genotipo silvestre para la variante 1298, podrian estar relacionados con un mayor riesgo
de HGNA. Estos resultados respaldan la importancia de la predisposicion genética en la
patogénesis de la enfermedad y enfatizan la necesidad de considerar el perfil genético

individual al evaluar el riesgo de HGNA.

Ademas, se observd una asociacion significativa entre los niveles de &cido félico y la
presencia de HGNA en pacientes portadores del alelo mutante de la variante 677. Esto
sugiere que el acido félico puede desempefiar un papel protector en el desarrollo de la
enfermedad y destaca la importancia de la adecuada ingesta de esta vitamina. Estos
resultados son consistentes con estudios previos que han demostrado la influencia del

acido fdlico en la funcidn hepatica y su relacion con la homeostasis del folato.

Por otro lado, se encontrd una asociacion significativa entre los niveles de homocisteina
y el genotipo silvestre para la variante 1298 en individuos con HGNA. Esto indica que los
niveles elevados de homocisteina podrian estar relacionados con un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad en individuos con este genotipo. Estos hallazgos respaldan la
importancia de la regulacién de los niveles de homocisteina como un posible objetivo

terapéutico en la prevencion y tratamiento del HGNA.

Es importante destacar que este estudio tiene algunas limitaciones. La falta de inclusion

del genotipo de PNPLA3 representa una limitacion importante, ya que esta variante ha
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sido ampliamente estudiada y se ha demostrado su asociacion con el HGNA. La inclusion
de esta variable en futuras investigaciones permitiria una comprension mas completa de

las interacciones genéticas y su impacto en el desarrollo de la enfermedad.

Ademas, se debe tener en cuenta que la muestra utilizada en este estudio es limitada y
representa una poblacién especifica. Por lo tanto, los resultados pueden no ser
generalizables a otras poblaciones o regiones geograficas. Se requieren estudios
adicionales con muestras mas grandes y diversificadas para confirmar y ampliar estos

hallazgos.

A pesar de estas limitaciones, los resultados obtenidos son prometedores y brindan
informacion importante sobre los factores genéticos y metabdlicos involucrados en el
HGNA. Estos hallazgos pueden tener implicaciones clinicas significativas al informar
estrategias de prevencion personalizadas y el desarrollo de terapias dirigidas

especificamente a los pacientes con mayor riesgo genético de HGNA.

Igualmente, se destaca la importancia de considerar otros factores de riesgo y variables
clinicas en la evaluacion del HGNA, como el indice de masa corporal, la resistencia a la
insulina y la dislipidemia. Estos factores han demostrado estar estrechamente
relacionados con la enfermedad y pueden ser objetivos adicionales para la prevencion y

manejo del HGNA.

En general, este estudio contribuye al creciente cuerpo de evidencia que respalda la
influencia de la genética y los factores metabdlicos en el desarrollo del HGNA. Los

resultados resaltan la importancia de una aproximacion integral en la comprension de la
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enfermedad y subrayan la necesidad de enfoques personalizados en el diagnéstico,

prevencién y tratamiento del HGNA.

En conclusién, los hallazgos de este estudio respaldan la asociacién entre las variantes
genéticas del gen MTHFR y el HGNA, asi como la influencia de los niveles de
homocisteina y acido félico en la enfermedad. Sin embargo, se requiere mas
investigacion para comprender completamente los mecanismos subyacentes y las
interacciones genéticas en el HGNA. Estos resultados pueden tener implicaciones
clinicas significativas al informar estrategias de prevencion personalizadas y el desarrollo
de terapias dirigidas especificamente a los pacientes con mayor riesgo genético de
HGNA. Se necesita continuar investigando para desarrollar un enfoque integral y efectivo
en el manejo del HGNA, considerando tanto los factores genéticos como los metabalicos,
con el objetivo de mejorar los resultados clinicos y reducir la carga de esta enfermedad

en la poblacion.
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