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. ANTECEDENTES

Los triglicéridos (TG) son lipidos que se almacenan en las células nucleadas y que
en funcion de su disponibilidad, satisfacen las fluctuaciones de demanda de
energia del organismo.

La seleccion evolutiva de los TG como forma de almacenamiento se atribuye
principalmente a dos caracteristicas: proveen 9 Kkcal/lg mientras que los
carbohidratos y las proteinas 4.5 y 4 kcal/g respectivamente’; son y a que los TG
son insolubles en agua,por lo tanto se pueden acumular en grandes cantidades sin
que esto afecte el equilibrio osmético de las células?.

En algunos organismos avanzados como aves migratorias o mamiferos que
hibernan, los TG son almacenados en sus hepatocitos. En los seres humanos se
forman depdsitos de TG en los hepatocitos, siendo esta ultima una mala
adaptaciéon que puede conllevar a una afeccion definida por la acumulacion
excesiva de grasa en forma de triglicéridos en el higado, conocida como
Enfermedad de Higado Graso No Alcohdlico (EHGNA).

1.1 Epidemiologia de la EHGNA

La EHGNA es una enfermedad presente en la poblacion general a nivel mundial®.
En la actualidad se considera como la manifestacion hepatica del sindrome
metabdlico ya que frecuentemente se presenta asociada a obesidad, dislipidemias
y resistencia a la insulina®. La EHGNA es la causa mas comun de alteracion de los
niveles séricos de aminotransferasas, asi como la enfermedad crénica hepatica
mas frecuente en paises occidentales®. Su incidencia y prevalencia van en
aumento debido al incremento de los niveles de obesidad y diabetes tipo 2 a nivel
mundial. Su prevalencia varia dependiendo del pais en el que se determine, por
ejemplo, en EUS pais conocido por tener la prevalencia mas alta con un 35%
donde ademas una tercera parte de su poblacion padece obesidad, la prevalencia
en Europa es de 20-30%, en tanto que en representa Japon el 15% y 30% en

China”®. Variando ademas estas prevalencias dependiendo si se trata de regiones
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urbanas o rurales dentro de cada pais, lo que es muy evidente en el caso de India
que cuenta con prevalencias que varian del 16 al 32% en poblaciones urbanas
debido presumiblemente a la adopcion de un estilo de vida mas occidentalizado en
contraste, con prevalencias inferiores al 9% en regiones rurales donde la
poblacion mantiene una dieta y estilo de vida mas tradicionales®.

En América la mayoria de los estudios se han enfocado en grupos especificos, y
existen muy pocos estudios que reporten la cifra por paises o regiones de la
zona®. La prevalencia de la EHGNA en Latinoamérica se espera que esté en
aumento debido principalmente a la transicion socioeconémica y demografica de

10,11

los ultimos 20 afios asociados a los habitos dietéticos y estilos de vida mas

urbanizados

A pesar de la falta de informacion en la zona, algunos autores han intentado
estimar la prevalencia de la enfermedad encontrando valores que van del 15 a
20% en Centroamérica, 24% en Venezuela y Chile, 20% en Uruguay, 18% en
Guyana, Paraguay y Ecuador y con prevalencias menores al 16% en los paises
restantes '°. En México, la transicion demografica ha sido marcada por el aumento
en la mortalidad y el envejecimiento poblacional, donde el estado nutricional se ha
desplazado de una alta prevalencia de la desnutricion(esto no es totalmente cierto)
se puede decir que en nuestro pais esta prevaleciendo una situacion un tanto
ambigua y dependiendo de el estrato etario del que se trate, el predominio de las
enfermedades cronicas relacionadas con la dieta podrian tal vez alterar las
observaciones mencionadas, pero esto no significa que la desnutricion, sobretodo
infantil, ha disminuido (sugiero una revision mas puntual sobre este tema). Estos
cambios estan asociados a los rapidos procesos de urbanizacion y el crecimiento
econdmico debido principalmente a cambios e innovaciones tecnoldgicas que han
conducido a la reduccién de los niveles de actividad fisica, a cambios en los
patrones alimenticios y la ingesta alimentaria, incluido el consumo de alimentos
procesados con alto valor energético'®>. En México no se cuentan con datos
confiables que reporten dicha cifra pero se sabe que existe una alta prevalencia de

los factores relacionados como dislipidemias, resistencia a la insulina y la



obesidad'®, enfermedad que en 2013 alcanz6é una prevalencia en adultos de
nuestro pais de 32.8% siendo este el mayor indice de obesidad de los paises de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE)™. Para
conocer esta cifra se han realizado diversos estudios encontrando valores que
varian ampliamente. Desde los estudios regionales en entidades federativas que
han reportado valores desde 15.7% en Veracruz y 17% en un medio hospitalario
de la ciudad de México™'®; hasta prevalencias de 82.9 y 62% en estudios
realizados en poblacién con Sindrome metabdlico y con ovarios poliquisticos'” 8.
Si se considera que la prevalencia de Sindrome Metabdlico en nuestro pais va
desde el 26.6 al 49.8%' es de suponerse que la prevalencia de la EHGNA en
nuestro pais podria ser comparable a la de los paises con las prevalencias mas

altas.

La EHGNA es actualmente la patologia mas comunmente atendida en la practica
de la hepatologia, la prevalencia mundial de la enfermedad es desconocida
aunque se especula que actualmente en el mundo mil millones de individuos
padecen EHGNA?®. El espectro de la EHGNA varia desde esteatosis simple a
Esteatohepatitis No Alcohdlica (ENA) la cual se caracteriza por tener inclusiones
lipidicas en los hepatocitos (EHGNA), acompafa con respuesta inflamatoria y
diversos grados de fibrosis?®, que pueden llegar a representar desde el 10 hasta
25% de los casos de cirrosis?’. Ademas se ha observado que la EHGNA puede

evolucionar a carcinoma hepatocelular incluso en ausencia de ENA o cirrosis?.

La prevalencia de ENA es dificil de determinar ya que el diagndstico por biopsia
sigue siendo el estandar de oro y al ser una técnica invasiva esta limitado su uso.
Aun asi diversos estudios han intentado conocer la prevalencia de esta forma
encontrando que una buena opcidn es en los sujetos que acuden a cirugia
bariatrica. De esta forma, una revision que analiza todos estos acercamientos en
EUA'®, encontré que la prevalencia de EHGNA es de 76%, ENA 37%, Algin grado
de fibrosis 23% y 5.8% tuvieron cirrosis por esta causa®’. De tal manera que la



EHGNA continia en aumento y se espera que para el afo 2020 la ENA sea la

primera causa de trasplante hepatico en EUA%.

Es importante hacer notar que en los ultimos 30 afios*®, la obesidad, principal
factor de riesgo para EHGNA, ha estado y continua en aumento a nivel mundial
habiéndose duplicado en algunas regiones e incluso triplicado en Europa, Asia y

Latinoamerica.

1.2 Definicion

Le EHGNA se define como la evidencia de esteatosis diagnosticada mediante
meétodos bioquimicos, imagenologia e histopatologia, sin antecedentes de ingesta de
alcohol, 0 medicamentos hepatotdxicos, ni presencia de enfermedades

hereditarias?, con datos bioquimicos e histolégicos compatibles con hepatitis alcohdlica.

La EHGNA es un término que se usa para describir un espectro de afecciones
relacionadas. La etapa mas tempral ana es la esteatosis, caracterizada por el
deposito de triglicéridos en el citoplasma de los hepatocitos. La esteatosis es
definida como la presencia de TG a un nivel superior al percentil 95 del
parénquima hepatico o como la presencia de inclusiones de TG en el citoplasma

en mas del 5% de los hepatocitos™®.

Cuando existe dafio en el hepatocito del tipo “balonamiento” con o sin fibrosis* que
puede ser estadificada de acuerdo a las caracteristica enumeradas en la tabla 1.
Se trata de Esteatohepatitis no Alcoholica (ENA) como una progresion evolutiva de
la EHGNA.



Componentes del Score de Actividad para EHGNA
Item Score Extension Definicion y Comentarios
Esteatosis 0o <5% Se refiere al area de superficie comprometida por la esteatosis
evaluada con bajo o mediano poder; la minima esteatosis (<5%)
recibe un score de O para evitar dar un exceso de peso a biopsias
con muy pocos cambios grasos
1 5-33%
2 >33-66%
3 >66%
Inflamacion 0 No focos Cuerpos acidéfilos no son incluidos en esta ed medvaluacion, ni
Lobular tampoco inflamacién portal
1 <2 focos/200x r
2 2-4 focos/200x
3 >4 focos/200x
Balonamiento 0 No
del hepatocito 1 Pocas células balén El término "poco” es raro pero define hepatocitos balonados asi como
también los casos en el que el diagndstico es borderline
2 Muchas células/ La mayoria de los casos con balonamiento promienente tienen
balonamiento también cuerpos de Mallory, pero los cuerpos de Mallory no
prominente presentan puntuacion por separado
Estadio de Fibrosis (Evaluado separadamente para ENA)
Fibrosis 0 No
1 Perisinusoidal o
periportal
1A Leve, zona 3, Fibrosis “delicada™
perisinusoidal
1B Moderada, zona 3, fibrosis "densa"
perisinusoidal
1c Portal/periportal En esta categoria se incluyen casos con fibrosis portal y/o periportal
sin fibrosis pericellular/perisinusoidal acomparnante
2 Perisinusoidal y
portal/periportal
3 Puentes fibrosos
4 Cirrosis

Tabla 1 Componentes del Score de Actividad para EHGNA y Estadios Clinicos de Fibrosis de
Esteatohepatitis No Alcoholica®™.

1.3 Fisiopatologia

La esteatosis hepatica surge como un desajuste en el metabolismo de los TG en
donde hay mas ganancia que degradacion de estos.

Los acidos grasos usados para la formacion de TG provienen de tres fuentes: a)
dieta, b) sintesis de novo, c) tejido adiposo. Los acidos grasos de esta forma
tienen tres posibles desenlaces. Ser metabolizados por B oxidacion (B-OX) en la
mitocondria, ser esterificados y almacenados como TG en inclusiones

intracelulares en el hepatocito para ser usados para formar otros lipidos, y para



ser almacenados con apoB en lipopolisacaridos de muy baja densidad (VLDL) y
ser secretados al torrente sanguineo.

Durante el ayuno los niveles séricos de insulina disminuyen mientras que los
niveles de glucagén y epinefrina aumentan estimulando la hidrolisis de TG en los
adipocitos. El primer paso en esta hidrolisis es catalizada por la enzima hidrolasa
de TG del adipocito (ATGL).

Los acidos grasos (AG) en el higado son utilizados para formar fosfolipidos y otros
lipidos. El flujo de AG es sustraido en un 20% por el higado y otra cantidad igual
(20g/dia) es captada por el tejido adiposo constituyendo esto el total del contenido
de TG hepatico®.

Aun asi la fisiopatologia de la EHGNA no ha sido determinada por completo,
tomando en consideracién los multiples factores que intervienen en su desarrollo.
Hasta ahora la explicacion mas aceptada de la patogénesis de la EHGNA es la de
concurrencia de multiples estimulos estresantes al parénquima hepatico llamados
“hits”. Los “hits” o estimulos estresantes son una serie de sucesos complejos que
surgen por la interaccion de distintos factores tales como ambientales,
participacion de la microbiota intestinal y genotipo de la persona®® ?’. Es en dicha
interaccion de estos factores lo que da como resultado esteatosis, respuesta

inmune con inflamacién y muerte celular con el consecuente dafio hepatico®®.

Figura 1. Evolucién de la EHGNA (tomado de Netter)



Figura 2. Comparacion de cortes histologicos, A la izquierda un higado normal, a la derecha uno con EHGNA

Hasta ahora la explicacion mas aceptada de la patogénesis de la EHGNA es el
modelo de “doble golpe” (o de dos “hits”) propuesto por Day y James. El primer
golpe al hepatocito esta relacionado con la desregulacién del metabolismo de los
acidos grasos, y el segundo esta dado por alteraciones genéticas o ambientales
que provocan inflamacion, necrosis y activacion de la cascada fibrogénica. Al
incrementar el aporte de AGL al higado, estos actuan como ligandos para el factor
de transcripcion PPAR-_, y aumenta la oxidacion de acidos grasos en la
mitocondria, microsomas peroxisomas; los productos de la oxidacién de AGL,
(peroxido de hidrogeno, superdxido y peroxidos lipidicos) generan peroxidacion
lipidica y estrés oxidativo. El estrés oxidativo genera disminucion de 50% en la
actividad enzimatica de la cadena respiratoria incrementando la relacion
ADP/ATP, lo que la peroxidacion lipidica. Algunos productos intermedios de la
peroxidacion lipidica (malonildealdehi do y 4-hidroxinoneal) son quimiotacticos de
neutroéfilos, estimulan las células estelares hepaticas y aumentan la secrecion del
factor transformador de crecimiento beta (TGF-U), provocando inflamacién y

fibrosis (figura 3).
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Figura 3. Fisiopatologia de la EHGNA y ENA

Los pacientes con HGNA presentan menor capacidad para generar antioxidantes vy
sistemas de depuracion de especies reactivas de oxigeno (ERO). Ademas, tienen menor
secrecion de apol postprandial y defectos en la lipidacion de esta lipoproteina, lo que
aumenta su susceptibilidad a la hepatotoxicidad inducida por amiodarona o tetraciclina.
En situaciones de estrés biologico (exceso de lipidos, hipoxia, hiperinsulinemia), existe
una respuesta del reticulo endoplasmico que incluye activacion de proteinas que causan
resistencia a la insulina, apoptosis mediada por caspasa®, inflamacién mediada por el
factor nuclear kB (NF-kB) y disfuncion mitocondrial. La deficiencia de acido pantoténico, el
consumo excesivo de alcohol y la deficiencia de coenzima A (que puede ocasionarse por
acido valproico o aspirina) dan lugar a una beta oxidacién defectuosa de los AGL. La
malnutricion proteica, la deficiencia de colina o abetalipoproteinemia generan defectos en
la secrecion o sintesis de LMBD. La resistencia a la insulina incrementa la lipo- lisis
periférica, sintesis de triglicéridos, y captacion hepatica de acidos grasos®. En pacientes
con EHNA, se ha documentado menor supresiéon de la produccion de glucosa y acidos

grasos en respuesta a la insulina, independientemente del IMC o la grasa corporal total.5
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Al comparar el HGNA con los criterios ATP-IIl para SM, indicadores de SM, el HGNA tiene
una sensibilidad de 73%, valor predictivo positivo de 81% y negativo de 87%.6 La insulina
puede tener efectos nocivos al higado al generar estrés oxidativo, aumentar la expresion
de una proteina lipogénica llamada SREBP (sterol regulatory element-binding protein) y
estimular el desarrollo de tejido conectivo, en presencia de hiperglicemia. El tejido adiposo
secreta hormonas y citocinas que modulan la resistencia a la insulina y cascada

inflamatoria, en el EHGNA.”

El primer golpe surge cuando con la presencia de resistencia a la insulina, se
liberan mayores porcentajes de glicerol, promoviendo la acumulacién hepatica de
AG libres (AGL) que son esterificados disminuyendo la sintesis ApoB-100 y

estimulando la lipogénesis®.

El segundo surge cuando la excesiva acumulacién de lipidos hepaticos hace que
se genere una respuesta de estrés oxidativo en el reticulo endoplasmico (RE). El
reticulo endoplasmico ensambla y transporta proteinas al exterior de la célula y
para esta funcion son necesarias grandes cantidades de calcio dentro del RE. La
acumulacién de AGL, colesterol no esterificado induce la disminucion de las
concentraciones de calcio, provocando estrés dentro del RE y promoviendo
apoptosis y reclutamiento de macroéfagos hepaticos o células de Kupffer. Los altos
niveles séricos de AGL activan la cetogénesis y oxidacion microsomal y
mitocondrial, siendo estas las principales fuentes de especies reactivas de

oxigeno que ademas en la ENA*, provocan apoptosis y dafio al DNA mitocondrial.
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1.4 Etiologia

1.4.0 Factores ambientales

Para comprender la etiologia de la EHGNA se debe comprender la enfermedad
con un enfoque multifactorial en el que influyen factores dietéticos y habitos
nutricios junto con la interaccién entre la genética del individuo y los factores
ambientales. Estos se manifestaran en asociacion con el papel que desempena la
activacién de la inmunidad innata y mediadores de inflamacién con efecto en el

dafio hepatocelular y la muerte celular en la progresion de la EHGNA®".
1.4.1 Sindrome Metabdlico

Numerosos estudios han observado la asociacion de cambios en el parénquima
hepatico con los componentes del sindrome metabdlico como resistencia a la
insulina, obesidad visceral, dislipidemia, intolerancia a la glucosa e hipertension y
se ha encontrado que la esteatosis hepatica esta estrechamente relacionada con

|32,33

la obesidad centra De forma individual los componentes del sindrome

metabdlico se han visto asociados a fibrosis hepatica. Es de resaltar el hecho que
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diversos autores sugieren que el EHGNA constituye la manifestacion hepatica del

sindrome metabolico®.
1.4.2 Dieta

Los principales factores de riesgo para desarrollar EHGNA guardan relacion
estrecha con malnutricion y resistencia a la insulina. El consumo de dietas
hipercaldricas ricas en lipidos y obesogénicos, que dan por resultado resistencia a
la insulina, son factores bien conocidos como eventos iniciales en el desarrollo de
EHGNA?® .estas repitiendo lo mismo. Asi como la EHGNA vy los otros componentes
del sindrome metabdlico estan fuertemente asociados con la obesidad, la pérdida
de peso constituye la clave principal en el tratamiento de la enfermedad.

Existen estudios que describen que los pacientes con EHGNA consumen mayores
cantidades de proteina y grasas saturadas en comparacion con individuos sanos®
y se ha visto que estas variantes en la dieta influyen directamente en el contenido
de TG intrahepaticos. Mas aun, en un estudio donde se evalué la dieta entre
pacientes con EHGNA y pacientes con ENA, report6 que el segundo grupo
consumia mayores calorias provenientes de este tipo de grasas, a pesar de que
consumian menor cantidad de calorias totales®*.

Alternativamente, es importante hacer notar, que la pérdida de peso a traves de
meétodos quirurgicos, o cambios en los patrones alimenticios, ha tenido éxito en la

reduccidn de la progresion de la EHGNA®>%,

1.4.2.1 PUFAs

Los acidos grasos polinsaturados (PUFAs) han mostrado tener un papel
fundamental en el desarrollo de la enfermedad ya que pueden tener tanto
propiedades proinflamatorias como antiinflamatorias, dependiendo de su
estructura. Los PUFAs n-6 como el acido linoléico y el acido araquidonico son
precursores de potentes eicosanoides proinflamatorios en tanto que los PUFAs n-
3, como el alfa-acido linoléico, el acido eicosapentaenoico y el acido
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docosahexaenoico, ademas de disminuir la lipogénesis y aumentar la oxidacion de
acidos grasos tienen un rol antiinflamatorio °

De esta forma, se ha demostrado que los pacientes con EHGNA tienen un menor
consumo de pescado y PUFAs-n-3 en comparacion con aquellos sin EHGNA

Asi mismo se ha demostrado que la presencia y severidad de EHGNA estan

asociadas a un alto ratio entre n-6 y n-3 tanto en suero como en higado. %

1.4.2.2 Fructosa

Es un componente comun presente en bebidas endulzadas en general y su
consumo en exceso ha demostrado en diversos estudios, una asociacion con el
incremento en los niveles séricos de TG asi como el aumento de depdsitos de

grasa intrahepatica por lipogénesis de novo® provocando EHGNA®42.

1.4.2.3 Inmunidad innata e inflamacion

En el higado la activacion de la respuesta inmune innata tiene un papel
fundamental en la homeostasis y en la regeneracion hepatica. La respuesta
inmunitaria, tanto celular como humoral generada a través de mecanismos
moleculares, contra estimulos nocivos, como los DAMPs (patrones moleculares
asociados a dafo) y PAMPs (patrones moleculares asociados a patdégenos).
Ambos mecanismos estan presentes en el desarrollo de la EHGNA y son
reconocidos por cuatro principales receptores, PRR (pattern-recognition receptor),
TLRs (Toll-like receptors), NOD (nucleotide binding oligomerization domain) vy
NLRs (leucine-rich-repeat containing receptors) que junto con el resto de los
elementos de inmunidad innata como infiltracion de células NK, macréfagos etc,
activacion de la cascada del complemento y presencia de proteinas de fase
aguda, confluyen en la progresién de la enfermedad mediada por inflamacién®'.

La muerte del hepatocito, evento central en el desarrollo de la EHGNA, se
presenta finalmente durante el proceso inflamatorio mediante tres mecanismos
liticos: a) necroptosis, b) piroptosis y ¢) necrosis, o incluso, en ausencia de
inflamacion mediante la apoptosis y por autofagia.

14



Aun asi todos estos factores de riesgo asociados en el desarrollo de EHGNA, no
son suficientes para explicar del todo la enfermedad, por lo que se ha postulado el
estudio del componente genético de esta patologia que en combinacion con los

factores ambientales antes detallados debe de explicar la susceptibilidad.

1.4.3 Factores genéticos

La EHGNA es una enfermedad compleja y diversos estudios reportan el resultado
de exposicion a factores ambientales que actuan en un trasfondo poligénico que
comprende modificadores de la enfermedad, multiples e independientes. En este
sentido existen tres evidencias principales que sugieren un componente heredable
de la EHGNA: agregacion familiar, estudios en gemelos y diferencias en la

susceptibilidad en diferentes poblaciones™.

La EHGNA, es causada por el efecto conjunto de distintos genes, asi como de su
interaccion con factores ambientales tales como la actividad fisica, flora intestinal,
habitos dietéticos, patrones de consumo etc. Los modelos de investigacion de la
EHGNA intentan relacionar el papel conjunto de varios genes sobre la enfermedad
a través de las funciones conocidas de los mismos. El estudio de las bases
moleculares de la EHGNA consiste en la busqueda e identificacion de

polimorfismos genéticos (SNP, por sus siglas en inglés).

Después de la publicacion del borrador de la secuencia del genoma humano hace
una década, el siguiente paso fue caracterizar y catalogar patrones de variacion
considerando todo el genoma y de esta forma fueron descritos 10 millones de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en el que ambos alelos tuvieran una
frecuencia en la poblacioén, convencionalmente un MAF (Minor allele frequency,
por sus siglas en inglés) mayor a 1%, es decir, que el alelo que se presente con

menor frecuencia debe de ser mayor a 1%*".
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Los SNPs son sustituciones de un solo nucleétido en el DNA que pueden dar por
resultado la expresion alterada de un gen en particular, o la funcién alterada de

una proteina expresada.

El riesgo de presentar la enfermedad relacionado a un solo SNP es generalmente
bajo, la mayoria de los estudios de genes candidatos reportan riesgos relativos de
1.1 a 1.5y es probable que el defecto en multiples SNPs y su coexistencia pueden
generar la enfermedad. Pueden ser variaciones genéticas que predispongan
directamente a la enfermedad junto con alteraciones indirectas que afecten el

metabolismo de los lipidos o, que condicionen la resistencia a la insulina*®'.

El proyecto Internacional de HapMap ha hecho del dominio publico, informacion de
una densa gama de polimorfismos que ayudan al desarrollo de los GWAS
enfocandose en 3.1 millones de SNPs en cuatro poblaciones étnicas ASW
(Ancestria Africana en el Suroeste de EEUU), CEU (Ancestria del Norte y Oeste
de Europa en residentes de Utah provenientes de CEPH), YRI (Yoruba en Ibadan,
Nigeria), MEX (Ancestria Mexicana ancestry en Los Angeles, California).
Posteriormente determinaron patrones de asociacion que fundamentaron la gran
variedad de estudios (de asociacidén) que prosiguieron y que ahora continuan para
ayudar al entendimiento de enfermedades complejas como el EHGNA. De esta
manera, se consideraria errbneo suponer que existen mecanismos idénticos entre
los distintos grupos étnicos para el desarrollo de EHGNA dadas las diferencias en

dieta y nivel socio cultural®*°.

Estudios de genética humana han brindado nuevos acercamientos a la EHGNA y
han demostrado que es una enfermedad heredable (h2=0.26-0.27) en cohortes
con participantes con ancestria europea43. En estudios de asociacion de genoma
amplio (GWAS, por sus siglas en inglés) en el consorcio GOLD (genética de
higado graso relacionado a obesidad, por sus siglas en inglés) identifico variantes
genéticas que se asociaron con esteatosis hepatica en o cerca de los genes
PNPLA3, LYPLA1, PPP1R3B, NCAN y GCKR*. Aunado a esto se ha encontrado
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que la prevalencia de EHGNA y de las enfermedades metabdlicas varia segun las
poblaciones. En particular, los hispanos tienen la prevalencia mas alta de la

enfermedad mientras que los Afroamericanos tienen la mas baja**

En el caso del alelo C230 del gen ABCA1, relacionado con bajos niveles de
colesterol HDL, el cual se ha demostrado su ausencia total en poblaciones
caucasicas, asiaticas, africanas e incluso en poblaciones del pacifico sur,
presentandose este casi exclusivamente en poblacién nativa de América*® (Figura
1). Lo que denota un fendmeno de seleccién positiva que explica ciertas

variaciones de la prevalencia de la enfermedad entre las poblaciones del mundo
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Fig 2. Distribucion del alelo C230 [(%) area en negro] en poblaciones nativas americanas, europeas, asiaticas y africanas.*

1.4.3.1 Estudios de asociacién por genes candidatos

El abordaje principal en el estudio de enfermedades complejas como la EHGNA es
el estudio de casos y controles. Estos estudios buscan asociaciones entre
variantes genéticas y la enfermedad a nivel de poblaciones. La seleccién de genes
candidatos esta fundamentada en una supuesta plausibilidad biolégica en la
participacion de un gen o proteina en una ruta metabdlica determinada. Son

17



estudios con hipoétesis a priori en la seleccion de genes que surgen cuando la
funcién biolégica de dicho gen es comprendida y considerada relevante con
respecto a la enfermedad*.

Para la busqueda de genes candidatos al desarrollo de la enfermedad se han
utilizado distintas estrategias, tal es el caso del estudio de ligamiento genético en
familias el cual permite localizar regiones cromosdmicas asociadas a un rasgo
cuantitativo. Una vez localizadas estas regiones, se realiza la busqueda de los
genes que por su posicidon cromosémica, pudieran modular estos rasgos.

Los estudios de ligamiento han sido de gran utilidad para la identificacién de
variantes implicadas en enfermedades mendelianas; sin embargo esta estrategia
ha sido poco exitosa para la localizacion de variantes que presentan una baja
penetrancia y que se encuentran implicadas en enfermedades comunes como
EHGNA.

Los genes que han sido identificados mediante analisis de ligamiento explican
solamente una pequefia proporcién del componente genético que da lugar al
desarrollo de la EHGNA. Por otra parte, al ser la EHGNA una enfermedad
compleja y cuyo desarrollo depende de la contribucion de distintas variantes; ha
sido necesario el uso de otras estrategias, como los escaneos de genoma
completo (GWAS)>°.

1.4.3.2 GWAS

Desde la introduccion de los estudios de genoma amplio (GWAS) para la
investigaciéon de variantes gendmicas ha habido avances considerables en el
entendimiento del genoma humano y de sus consecuencias clinicas en las
enfermedades. Hasta el momento se han identificado 3.1 millones de SNP y el

Proyecto Internacional de HapMap (http://hapmap.ncbi.nim.nih.qov) ha descrito
47,52,53

asociaciones en diversas etnias De esta manera se han publicado

numerosos estudios de este tipo en el campo de la DM2, resistencia a la insulina y
otro tipo de enfermedades hepaticas (hepatitis B, hepatitis C, cirrosis biliar)***° y

solo pocos se han concentrado a EHGNA.
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Actualmente, los escaneos del genoma completo representan la principal
herramienta para investigar la arquitectura genética en el desarrollo de la EHGNA,;
estos han permitido identificar cientos de variantes genéticas asociadas a este

padecimiento.

Las distintas estrategias utilizadas para la identificacion ya sea de regiones o
genes asociados a rasgos relacionados con EHGNA han sido utiles para dilucidar
el papel que presenta el factor genético en el desarrollo de esta enfermedad. Sin
embargo, es necesario completarlo con trabajos mas finos que nos permitan
conocer el efecto que presentan estos genes en el desarrollo de la enfermedad en

distintas poblaciones.

De esta forma se han propuesto varios genes candidato debido a su posicion en
regiones de susceptibilidad ligadas para EHGNA. Los resultados de diferentes
estudios de asociacion sugieren una extensa heterogeneidad genética y una
posible interaccion epistatica entre los multiples genes involucrados en la

susceptibilidad de la enfermedad.

Aunque se han reportado que algunos genes juegan un papel en la susceptibilidad
a EHGNA en multiples estudios y en mas de una poblacién, estos genes no
siempre han sido replicados en otras poblaciones como la hispana.

En 2008, el primer GWAS en EHGNA fue reportado por Romeo et al®. En este
estudio, se aplicé espectroscopia de protones por resonancia magnética no
invasiva (1H-MRS) para evaluar la esteatosis hepatica. En total, se estudiaron
2.111 personas de una poblacion mixta de hispanos, afroamericanos y americanos
europeos. Se identificaron variaciones de 9229 SNPs en el grupo con EHGNA en
comparacion con los controles normales. Un alelo de patatin como dominio que
contiene la fosfolipasa miembro de la familia A3 (PNPLA3, rs738409 SNP,
codificacion 1148M), también denominado adiponutrina, en el cromosoma 22 se
demostro estar asociada con un aumento de los niveles de grasa hepatica y la

inflamacion hepatica. Este alelo fue mas comun en los hispanos, grupo mas
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susceptible a EHGNA, con contenido de grasa hepatica siendo mas de dos veces

mayor en los sujetos homocigotos G que en los no portadores.

Estos resultados fueron validados por otra GWAS. En total 1.117 individuos con
diagnodstico histologico confirmado EHGNA se genotipificd para seis SNPs de
interés asociados a niveles de grasa intrahepatica y valores elevados de ALT y
AST. PNPLA3 se asocié significativamente con esteatosis, inflamacion portal,
inflamacion lobular, cuerpos de Mallory-Denk, EHGNA y fibrosis®’. Posteriormente,
PNPLA3 fue replicado de forma independiente tanto en sujetos adultos vy
pediatricos con esteatosis simple, ENA usando diferentes técnicas de
laboratorio®®°.

Por otro lado, el consorcio GOLD identifico 4 variantes genéticas que se asociaron
con la esteatosis hepatica en o cerca de los genes LYPLAL1, PPP1R3B, NCAN y

GCKR.

El gen IRS1 (sustrato-1 del receptor de insulina) es uno de los genes candidato
para el estudio riesgo cardiovascular*® y enfermedades metabolicas. Se han visto
asociadas variantes en y cerca de 2q36.3-IRS1 en estudios GWAS con
resistencia a la insulina, diabetes*®, adiposidad®, altos valores de TG y colesterol,
bajos niveles de HDL, asi como riesgo cardiovascular®

El gen PPARG (receptor gamma activado por el proliferador de peroxisoma)

Es un factor de transcripcion que se expresa abundantemente en tejido adiposo y
que esta involucrado en la adipogénesis mediante la activacion de la
diferenciacion del adipocito y mediando la expresion de genes especificos de este
tipo de células®. Un estudio GWAS mas describe ADIPOR2 con altos niveles de
triglicéridos y grasa intrahepatica®’.

Hasta la fecha, la asociacion de PNPLA3/I148M con los niveles de transaminasas
o EHGNA ha sido ampliamente descrita en varias poblaciones, sin embargo las

asociaciones con las otras variantes no han sido consistentes.
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1.5 Polimorfismos de genes que se han asociado a EHGNA

Se han examinado otros SNPs para determinar su asociaciéon con EHGNA y la
EHNA en poblaciones no hispanas, incluyendo los genes ENPP1 y IRS1, que
anteriormente fueron vinculados con la diabetes y la resistencia a la insulina. El
SNP rs767870 del gen ADIPOR2 ha sido relacionado con esteatosis hepatica en
varios estudios en paises europeos.? Por ultimo, un estudio GWAS identificé
variantes en o cerca de tres nuevos loci NCAN, GCKR y LYPLAL1 que estan
asociados con el desarrollo de EHGNA una muestra predominantemente
caucasica en EE.UU.2"%

Ademas como mencionamos previamente en el consorcio GOLD posteriormente
identifico cuatro variantes genéticas adicionales que se asociaron con la esteatosis

hepatica ( HS ) en o cerca de genes LYPLAL1 , PPP1R3B, NCAN y GCKR.

La asociacion entre la variante rs738409 (1148M) del gen PNPLAS3, y el contenido
de grasa intrahepatica y niveles de transaminasas ha sido validado en otros
estudios y hasta la fecha es la asociacion mas convincente entre la esteatosis
hepatica y un solo SNP."® que ademas se ha reportado mas prevalente en

poblacion hispana (49%) que en la poblacion caucasica (23%).>

Sin embargo las asociaciones con otras variantes no han sido consistentes®”3*7"

1.5.1 SNPs Analizados en este estudio

PNPLA3

Patatin-like phospholipase domain containing 3, Adiponutrina.

Es una proteina de 481 aminoacidos con una masa de aproximadamente 53kDa
de la familia de las fosfolipasa tipo patatin conocida también como adiponutrina.
Su funcién es desconocida pero la adiponutrina es una proteina transmembrana

con actividad lipolitica y lipogénica in vitro y es altamente expresada en adipocitos
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y hepatocit0356'7°. Se ha asociado con contenido de TG en hepatocitos y steatosis
macrovesicular’’.

Un estudio de genoma amplio de mas de 9000 SNPs no sindnimos identificaron el
SNP rs738409 (1148M) en PNPLA3 como la unica variante fuertemente asociada
con el contenido de grasa hepatica en el estudio multiétnico Dallas Heart Study
controlando por BMI, diabetes y consumo de alcohol y no se encontré ninguna
asociacion entre esta variante de PNPLA3 y el BMI, marcadores de sensibilidad a
la insulina o dislipidemias.

De forma interesante, la prevalencia mas alta encontrada de 1148M fue encontrada
en la poblacidn hispana de ese estudio (0.49), que ademas es sabido que tiene la
prevalencia mas alta de la enfermedad confiriéendole dos veces el riesgo a los
portadores del alelo G de padecer EHGNA con respecto a los no portadores, de
forma concomitante 1148M también fue asociado con altos niveles de ALT y AST.
De forma contraria la poblacion Afroamericana que tiene la prevalencia menor de
EHGNA, tiene también la frecuencia mas baja del alelo de riesgo (0.17)*.
Posteriormente Kantzartzis et al. Descubrieron que los hepatocitos de grasa
subcutanea eran menores en los que tenian el alelo de riesgo en comparacién con
el ancestral (p=0.005)">"®. Posteriormente un estudio de tres cohortes
independientes (Brunek, Italy, poplation-based; SAPHIR, Austria, healthy working
population; and Utah, obesity case-control study) encontraron una fuerte
asociacion de 1148M con niveles de ALT y AST ajustando por edad y sexo”".
Posteriormente se comprobé el efecto de rs738409 1148M SNP en la severidad

histopatoldgica de la enfermedad y asociado con el grado de esteatosis hepatica’?.

NCAN

Neurocan la proteina producto de NCAN es un proteoglicano coindroitin sulfato,
que se expresa principalmente en el sistema nervioso central y se piensa que esta
involucrado en adhesion celular y migracion’®®. El locus de NCAN contiene al
menos 20 genes en una region de 500 kb en el cromosoma 19 (19p13)8"%3,
Mientras que ninguno de esos genes guarda relacion con EHGNA o metabolismo
de los lipidos la variacién rs2228603 localizada en el exdn 3 de NCAN es una
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mutacion Pro92Ser84 que ha comenzado a conocerse que en el sistema nervioso

central es un importante regulador del metabolismo de glucosa y TG%*%°.

LYPLA1

Lysophospholipase |

Este gen es un miembro de la superfamilia alfa / beta hidrolasa. Lisofosfolipasa 1
(LYPLA1) ha sido identificada como una proteina palmitoil tioesterasa candidata
responsable de despalmitoilacion en células de mamifero asi como actividad de
lisofosfolipasa. La palmitoilacién de proteina es una modificacion post-translacional
esencial necesaria para el trafico y la localizacion de las proteinas reguladoras que
juegan un papel clave en el crecimiento celular y la sefalizacién. Importante
mediador de inflamacién en fibroblastos®’. Asi mismo se asocia a niveles elevados
de ALT™. Y EHGNA*®®,

IRS1

Insulin receptor substrate 1

Estos SNPs rs2943634 y rs2972146 se habian visto asociados previamente con
Diabetes tipo 2, pero se demostré posteriormente que se asociaban con estados
de fibrosis hepatica. A pesar que las frecuencias no fueron diferentes entre casos
y controles otro estudio tuvo una significancia limitrofe. Se asocié con niveles bajos

de triglicéridos y a una prevalencia mayor de Diabetes tipo 2%,

Juega un papel clave en la sefalizacion de la insulina. Cuando la insulina se une
al receptor de la insulina, que actua mediante la fosforilacion de IRS7 y una
cascada de reacciones de fosforilacion se inicia, resultando en efectos
metabdlicos. La variacidon genética, cerca del gen que codifica IRS1 se ha
asociado con la diabetes tipo 2, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, y la
adiposidad en los estudios de asociacion de genoma completo®’.

GCKR

Glucokinase receptor
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Regulador de la actividad de la glucocinasa en el metabolismo de la glucosa, que
cuenta con el SNP rs780094 identificado que esta en fuerte desequilibrio de
ligamiento con un SNP funcional. Esta variante se piensa que reduce la habilidad
de GCKR de inhibir la glucocinasa en respuesta a la fructosa-6-fofato, con el
consiguiente aumento de la actividad de la glucocinasa hepatica y la captura de
glucosa en el higado. Se ha asociado en diversos estudios con esteatosis

hepartica74, 43, 88, 90

PPP1R3B

Protein Phosphatase 1, Regulatory Subunit 3B

Este gen codifica la subunidad catalitica de la serina / treonina fosfatasa , la
proteina fosfatasa - 1 . La proteina codificada se expresa en el higado y el tejido
muscular esquelético y puede estar implicada en la regulacion de la sintesis de
glucoégeno en

estos tejidos. Este gen puede ser un involucrado en la diabetes tipo 2 y diabetes
de comienzo temprano jovenes®'. Recientemente se ha asociado con steatosis

hepatica en diversos estudios en distintas poblaciones***.

PPARG

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARS)

Son los principales reguladores del metabolismo de lipidos en el higado.

PPARYy tiene un rol fundamental en el almacenamiento de lipidos®>. PPARa and
PPARYy tienen sin embargo funciones opuestas en la regulacion de lipidos;
Mientras que PPARa promueve la movilizacion de grasa PPARy promueve su
almacenamiento. PPARy es expresado en adipocitos, macréfagos y musculo
donde regula la homeostasis de lipidos®.

Se ha asociado con obesidad, hipertensién arterial y diabetes®. Diversos estudios
han probado la hipétesis de asociacion con EHGNA en distintas variantes

genéticas. Pero siempre con resultados no concluyentes®®%.
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ADIPOR2

Adiponectin Receptor 2

Mientras que ADIPOR1 se expresa principalmente en musculo esquelético
ADIPOR?2 se expresa en el higado. Es una receptor esencial de adiponectina, una
hormona esencial secretada por los adipocitos. Tiene una funcion antidiabética.
Esta probablemente involucrada en rutas metabdlicas que regulan el metabolismo
de lipidos como oxidacidon de &acidos grasos, aumentando el AMP ciclico,
activando PPARa y en el metabolismo de glucosa por la accion de la adiponectina.
La variacion rs767870 de ADIPOR2 se ha visto asociada con esteatosis hepatica
para los portadores del alelo C en tres cohortes independientes con poblacion

europea® .

Il. JUSTIFICACION

El EHGNA es una entidad que se identifica cada vez con mas frecuencia y que
puede progresar a falla hepatica. EL escenario clinico es similar al observado en la
lesién hepatica inducida por el alcohol; solo que se desarrolla sin la presencia de
este. Diversos términos han sido utilizados para describir a esta entidad,
incluyendo hepatitis grasa, enfermedad de Laénnec no alcohdlica siendo el
termino higado graso no alcohdlico es el preferido.

El sindrome metabdlico debe de considerarse como una entidad clinica
caracterizada por la asociacion de varias enfermedades vinculadas
fisiopatolégicamente a través de resistencia a la insulina e hiperinsulinemia. Y la
EHGNA representa la manifestacion hepatica de la enfermedad. Se considera que
un cierto genotipo confiere susceptibilidad a la accién de diversos factores
ambientales para que se desarrolle una respuesta inflamatoria endotelial que es la
base del Sindrome Metabdlico (SM). Una susceptibilidad genética adicional
propicia que este trastorno se exprese como enfermedades diversas: hipertension
arterial, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, obesidad, EHGNA entre otras. Es por

eso que el Adult Treatment Panel Il (ATP Ill) ha reconocido recientemente la
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importancia de estos factores de riesgo de origen metabdlico para el desarrollo de
cardiopatia. La importancia conceptual de esto es referir que las anormalidades
enlistadas son mas frecuentes que ocurran juntas que separadas y que cuando se
encuentran juntas estan mas directamente relacionadas con morbilidad vy

crecientes tasas de mortalidad.

La EHGNA es una entidad nosoldgica compleja con numerosos factores genéticos
que contribuyen a la considerable variabilidad en la historia natural de la
enfermedad. Al dia de hoy es sabido que la EHGNA es mas comun en ciertas
poblaciones étnicas que con respecto a otras.

En la actualidad poco es conocido acerca de los factores que influyen en el
desarrollo y progresiéon de EHGNA, las variaciones en genes que afectan el
metabolismo de lipidos en el higado, la resistencia a la insulina, la formacién y la
degradacion de ROS (especies reactivas de oxigeno, por sus siglas en inglés),

citocinas y receptores de endotoxinas y mediadores profibrogénicos.

Hasta el momento no se ha realizado un estudio que explore el componente
genético para el desarrollo de EHGNA en poblacion altamente predispuesta como

la mexicana.

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dramatico aumento en la prevalencia de la obesidad, el sindrome metabdlico, y
EHGNA se ha relacionado con la difusion global de la dieta occidental,
caracterizada por el exceso de ingesta calorica, debido al aumento del consumo
de alimentos y bebidas procesados, ligado a un estilo de vida mas sedentario.
Esto ha llevado a un aumento significativo en el consumo de sacarosa y jarabe de
maiz alto en fructosa, los cuales contienen cantidades similares de glucosa vy
fructosa. El consumo excesivo de fructosa se ha relacionado con un aumento de la

prevalencia de las enfermedades metabdlicas y una evidencia creciente sugiere
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que también puede contribuir al desarrollo y severidad de la EHGNA, al exacerbar
la deposicidn de grasa, inflamacion y, posiblemente, la fibrosis.

En la poblacion mexicana encontramos una alta prevalencia de factores de riesgo
para la EHGNA, como lo son las dislipidemias, la resistencia a la insulina y la
obesidad. Sin embargo, la sola presencia de estos factores no explica totalmente
la variabilidad del fendbmeno, por lo que explorar la participacion de una
predisposicidn genética propia de los mexicanos podra ayudar a explicar mejor
este fendmeno. Identificar estos factores es vital para el mayor entendimiento de la
fisiopatologia del desarrollo y evolucion de la enfermedad que podria explicar uno

de los principales problemas de salud publica de la actualidad.

IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La frecuencia con la que se presentan los nueve SNP’s candidatos es mayor
entre los participantes con EHGNA diagnosticado por elevacion persistente de
transaminasas sera mayor que entre los controles sanos?

V. HIPOTESIS

La frecuencia con la que se presentan los nueve SNP’s candidatos es mayor entre
los casos (participantes con EHGNA) que entre los controles (participantes sin
EHGNA).

VI. OBJETIVO

Objetivo general:

e Evaluar la frecuencia y la magnitud de la asociacién de los nueve SNP’s
seleccionados encontrados en o cerca de PNPLA3, NCAN, IRS1,
ADIPOR2, PPARG, LYPLA1, y PPPR3B con la presencia de EHGNA.

Obijetivos especificos:

e Identificar los casos (pacientes con EHGNA) entre los participantes en la
cohorte denominada Estudio de Cohorte de Trabajadores de la Salud del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).

e Seleccionar los controles (participantes sin EHGNA) de la misma cohorte.
e Seleccionar SNPs entre el total de polimorfismos registrados en la

literatura, relacionados con la presencia de EHGNA en funcion de que
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hayan sido reportado en dos o mas poblaciones, ser identificados por
GWAS y/o haber sido explorados en poblacion hispana

e Evaluar la magnitud de la asociacion de los nueve SNP’s seleccionados,
con la presencia de EHGNA, independientemente del indice de Masa
Corporal (IMC), edad y sexo de los participantes.

VIl. VARIABLES
Independiente: Frecuencia con la que se presentan los nueve SNP’s candidatos.
Dependiente: Presencia de enfermedad de higado graso no alcohdlico.

Variables potencialmente confusoras:

1. Controladas por analisis: IMC, edad y sexo.

2. Controladas por disefio: Alcoholismo

VIIl. METODOLOGIA

Diseio del estudio

Se propuso un estudio de casos y controles anidado al Estudio de Cohorte de
Trabajadores de la Salud del IMSS.

Poblaciéon de Estudio

El Estudio de Cohorte de Trabajadores de la Salud (ECTS) del IMSS fue evaluado
y aprobado por el Comité de Etica y la Comisién Nacional de Investigacién
Cientifica del IMSS. La cohorte esta integrada por = 2100 hombres y mujeres entre
7 y 92 afos de edad, trabajadores y sus familias que participan en diversas
instituciones de salud y universidades de los cuales contamos con su ADN con el
cual se han genotipificado los SNPs para este estudio

Actualmente la ECTS se encuentra en la tercera fase de seguimiento, que
basicamente consiste en documentar los cambios ocurridos en los factores?? de
riesgo evaluados en la etapa basal y en registrar la aparicion de casos nuevos de
las patologias en estudio, entre ellas la enfermedad hepatica y en particular la
EHGNA. Los procedimientos que se utilizan para la tercera fase de seguimiento
son los mismos que los aplicados en las dos primeras etapas.
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A cada participante del ECTS se le realizaron mediciones antropométricas,
biometria hematica, quimica sanguinea y extraccion de ADN. Los casos fueron
seleccionados a partir de los resultados de dos pruebas de funcionamiento
hepatico alteradas (ALT y AST > 40 U/I), en un lapso de por lo menos seis meses.

Definicion de caso:

Enfermedad de higado graso no alcohdélico:

e Se consideréo como caso de EHGNA a la persistencia en la elevacion de

las enzimas hepaticas ALT y/o AST igual o mayor a 40 U/L durante seis
meses 0 mas, en ausencia de consumo significativo de alcohol o de otras
sustancias hepatotdxicas.

Definicion de control

e Se consider6 como control a todo participante en el ECTS que no

presentara elevacion de enzimas ALT y AST en ningun momento del
seguimiento, que presentara un diagndstico negativo de EHGNA y/o
cualquier otro tipo de hepatopatia.

Criterios de selecciéon

o Criterios de inclusion de los casos:

Participantes mayores de 18 afios.
Con consentimiento informado por escrito.

Con diagnéstico de EHGNA a partir de la presencia y magnitud de las
enzimas ALT y AST en sangre.

o Criterios de inclusidn de los controles

Participantes que sin diagnéstico de EHGNA u otras afecciones hepaticas,
sin antecedentes de consumo de alcohol, que cuenten con resultados
normales en las pruebas de funcionamiento hepatico en un periodo de por
lo menos seis meses y que no se encuentren tomando cualquiera de los
medicamentos y sustancias sefialados antes como hepatotoxicos.

o Criterios de exclusidon de los casos:
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Antecedente (por lo menos de 1 afio) de consumo significativo de bebidas
alcohdlicas (ingesta alcohdlica mayor a una bebida diaria o >20 de g/dia en
mujeres y >30 g/dia en hombres).

Antecedentes de consumo significativo de sustancias hepatotoxicas:
esteroides, cloroquina, tetraciclinas, acido valprdico, fenitoina,
acetaminofén, clorpromazina, metotrexate, tamoxifeno, raloxifeno vy
erythroxylum novogranatense (cocaina).

Evidencia clinica o historia de ascitis, hemorragia debida a varices o
encefalopatia espontanea.

Antecedente de procedimientos quirdrgicos como gastroplastia,
anastomosis yeyuno-ileal o yeyuno-cdlica.

Nutricion Parenteral Total en los ultimos 6 meses.

Enfermedad hepatica cronica por hepatitis B, C, hepatitis autoinmune,
cirrosis hepatica y cancer de higado.

Enfermedades médicas mayores o sistémicas diferentes a enfermedades
hepaticas, tales como insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad arterial
coronaria, enfermedades pulmonares que desarrollen hipoxia, falla renal,
post trasplante de 6rganos.

Tamano de muestra

De acuerdo con la formula para estimar diferencias de proporciones se estimo el
tamano de la muestra. Se consider6 una prevalencia de exposicion en los
controles del 0.3% del estudio y la prevalencia de exposicion en los caso del 10%

El calculo del tamafio de muestra se realizo con el programa QUANTO ®
University of Southern California describiendo a continuacion cada paso.

Férmula 1. Calculo de muestra por diferencia de proporciones®

[Z('z\}z;_}t? + ZﬁuﬁﬁH"’P:q:]_

3

(r=r:)

n=
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En donde:

Zo. = 1.96 (o 0.05 para 2 colas)

Zp =1.28 (error .10)

p2==0.03

q:=1-p1

p1=0.10

n=[1.96 V[2(0.065)(0.935)] + 1.28 \[0.03(0.97)+0.10(0.90)]]* = 258

(0.03-0.096)?

R= pérdidas (10%) 2 casos por controles

n,= n ajustada m=[(r+1)n]/2r

n,= N(1/(1-R)

n,=(1/(1-.10) Donde:

n,=98(1.11) r numero de controles

n, =287 m=[(2+1)287]/(2)(2) = 215
casos 215

controles 215 X2 = 431

Seleccion de casos

Para la seleccidon de casos se identificaron aquellos participantes que dentro del
seguimiento del ECTS resultaban con parametros anormales de enzimas
hepaticas (240 U/L) a los cuales se les daba seguimiento y se reevaluaban sus
valores de transaminasas 6 meses después para corroborar si la elevacion
persistia, denominando a los que lo hicieran como casos con enzimas hepaticas
persistentemente elevadas

Se excluyeron aquellos participantes que tuvieran consumo significativo de alcohol
y uso habitual de medicamentos hepatotoxicos. De esta forma se identificaron 147
casos durante la etapa de seguimiento de 2004-2006 que continuaron bajo
seguimiento durante la etapa 2011-2013.

De igual forma durante la etapa 2011-2013 fueron identificados 60 nuevos casos
que se sumaron a los 147 previos dando un total de 207 casos.

Seleccién de controles

Del resto de participantes del ECTS, todos aquellos que cumplieron con los
criterios de inclusion fueron seleccionados dando un total de 534 controles.

Siguiendo las recomendaciones de Schlesselman (49). Se decidio6 incluir a todos.
2.6 controles por caso
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Medicion de las variables

Los participantes de la cohorte respondieron a un cuestionario auto-aplicado sobre
su estado de salud, factores demograficos y de estilo de vida (habitos
alimentarios, actividad fisica, horas de descanso y traslado, consumo de tabaco y
alcohol, etc.)

Adicionalmente se realizaron las siguientes pruebas de laboratorio:

1. Niveles de séricos de las enzimas hepaticas alanina aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST).

2. Niveles séricos de Colesterol total, Triglicéridos, lipoproteinas de alta densidad
(HDL) vy lipoproteinas de baja densidad (LDL). se tomaron 20 ml de sangre
periférica y se analiz6 en el equipo de analisis clinicos de laboratorio del ECTS.

Genotipificacion de SNPs

El ADN gendmico fue extraido a partir de una muestra de 15 ml de sangre
periférica de todos los individuos incluidos en el estudio usando un kit de
extraccion comercial (Puregene, Qiagen, CA, USA).

La genatipificacion de los SNPs fue realizada mediante la metodologia de Tagman
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Modo fluorescente de 5’ exonucleasa (TagMan®)

Para cada ensayo de discriminacion alélica se utilizaron 9 sondas especificas
marcadas en el extremo 5’ con dos fluorocromos VIC para el alelo 1 y FAM para el
alelo 2. En el extremo 3’ contenian un quencher (TAMRA), el cual mientras la
sonda permanezca intacta inhibe la emision de fluorescencia.

Durante la reaccién de PCR los primers hibridaran con su secuencia diana en la
cadena de DNA. Si existe dicha secuencia polimodrfica, la sonda TagMan®
hibridara con su secuencia homologa. Durante este proceso la AmpliTag Gold
tiene actividad de DNA polimerasa y de exonucleasa 5-3’ lo que le confiere la
capacidad de degradar la sonda marcada durante la amplificacion y liberar el
florocromo de la accién del quencher de manera que solo la sonda especifica para
un polimorfismo determinado sera capaz de hibridar y diferenciar un alelo de otro
de acuerdo a la fluorescencia emitida.

Analisis de ancestria

Para las generar las variables de ancestria se hizo mediante el analisis de
componentes principales ( PCA ) se estimo utilizando los 96 marcadores en el
programa Smartpca del paquete Eigensoft 3.0, y las estimaciones de ancestria se
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incluyeron en dos variables como factores de confusién para la poblacién de
estudio.

Seleccion de SNP’s asociados con EHGNA

En La Tabla 1 se presentan los nueve SNPs que han sido anteriormente descritos
como asociados con el desarrollo de EHGNA y que fueron seleccionados en
funcién del cumplimiento de 3 de los siguientes 4 criterios:

1.- Asociacion previa en poblacion hispana.

2.- Estudio en 2 o mas poblaciones diferentes.

3.- En estudios de GWAS.

4.- Por su fuerza de asociacion con la enfermedad (en funcion de su OR).

Tabla 2. SNP’s seleccionados para realizar este estudio

Gen Nombre rs Localizacién MAF Cromosoma
LYPLA1 Lysophospholipase like 1 rs12137855 csT 219448378 0.16 1
IRS1 insulin receptor substrate 1 152943634 A>C 227068080 0.01 2
IRS1 insulin receptor substrate 1 rs2972146 G>T 227100698 0.19 2
GCKR g’“COk’"arseegfj'}:t’;‘;k’”ase 4 rs780004 T>C 27741237 0.30 2
PPARG per OXISO;Z;‘,’);Z’:’Z; f;‘:;:’“’ vated | <1801282 | Pro12Aia 12393125 0.07 3
PPP1R3B protein phosphatase 1, rs4240624 G>A 9184231 0.11 8

regulatory subunit 3B

ADIPOR2 adiponectin receptor 2 rs767870 G>A 1889823 0.29 12
NCAN Neurocan 152228603 Pa2s 19320924 0.04 19
PNPLA3 patsg,’; Zﬁf C”Q’L‘gﬂ’;ﬁg”;se rs738409 1148M 44324727 0.26 22

IX. Analisis Estadistico

Las frecuencias y distribuciones de los valores clinicos (peso, talla y edad) y de
laboratorio (colesterol total, HDL, LDL, AST y ALT) fueron expresadas como
promedios, desviaciones estandar y/o medianas. Para conocer las distribuciones

por sexo se emplearon proporciones.
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Las comparaciones de los parametros clinicos y de laboratorio entre el grupo de
participantes con EHGNA y el grupo control se realizaron mediante la prueba t de
student no pareada, para promedios y varianzas. La comparacioén de proporciones
se realizo utilizando la Chi cuadrada de Pearson’s y probando equilibrio de Hardy-

Weinberg.

La asociacién entre los genotipos de los SNP’s y el riesgo de presentar EHGNA se
determiné mediante la comparacion de las frecuencias alélicas de los SNP’s entre
los casos y los controles, utilizando la prueba de Chi cuadrada de Pearson’s. Se

calcularon Odds Ratios (OR) e intervalos de confianza al 95%.

En el modelo aditivo, homocigotos para el alelo de riesgo (B/B), heterocigotos
(A/B) y homocigotos para el alelo normal o ancestral (no-riesgo) (A/A), se
codificaron a una variable categérica para el genotipo 2, 1 y 0, respectivamente El
modelo dominante fue definido como AB + BB versus AA, y el modelo recesivo

como BB versus AA + AB.

Se realiz6 una regresion logistica multiple para cada uno de los SNP’s
seleccionados, a fin de obtener los factores predictivos para EHGNA en la

poblacion estudiada.

Para evaluar la contribucion de cada SNP’s al riesgo de presentar EHGNA, se
realizd6 una prueba de Wald de regresidén logistica multiple para los modelos
aditivo, recesivo y dominante, considerando como variable dependiente a la
enfermedad EHGNA inicialmente en crudo y posteriormente ajustados por edad,

sexo, IMC y ancestria.

Finalmente, para aquellos SNP’s relevantes que tuvieron significancia en el
estadistico de Wald, se realizé un analisis de niveles de ALT estratificando por
categorias de indice de Masa Corporal y numero de alelos de riesgo. Los valores
de ALT fueron calculados mediante regresiones lineales y multiples ajustando por

edad, sexo e IMC.

En todos los casos, los valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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Todos los analisis estadisticos se realizaron con los programas estadisticos SPSS
(version 14.0; SPSS Inc., Chicago, IL) y STATA 10.0 (Stata Corporation, College
Station, TX, USA).

X. RESULTADOS

Se analizé la informacién de los 741 participantes de entre 22 y 92 afos que
cumplieron los criterios de inclusidn y exclusién. De ellos, 207 fueron casos y 534
controles. En todos ellos se realiz6 medicion de datos antropométricos en cada
visita al ECTS, asi como estudios de laboratorio que comprendian enzimas
hepaticas (ALT y AST), colesterol total, triglicéridos, HDL, y LDL entre otros. Esta

informacion se resume en la tabla 1.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre casos y
controles en casi todas las variables, Edad, sexo, peso, estatura, IMC, triglicéridos,
HDL, LDL, asi como en las variables de seleccion ALT y AST. Excepto en el
colesterol total. Los participantes con EHGNA fueron mas jovenes,
predominantemente del sexo masculino, con un IMC mayor, con valores mas
bajos de LDL, HDL, ALT y AST.
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Tabla 1. Caracteristicas Socio demograficas de casos y controles

Mediax DE Casos = 207 Controles =534 Valor P*
Sexo, hombres, n (%) 74 (35.7) 117 (21.9) <0.001
Edad (afios) 53.8+12.2 56.4+13.5 0.017
Peso (kg) 74.8 +16.7 66.3+12.4 <0.001
Altura (cm) 158.8 + 14.9 155.7 £ 18.4 0.027
indice de Masa Corporal (IMC) 29.2+4.9 26.6+4.4 <0.001
Cholesterol total (mg/dl) 202.3+40.9 206.1 +43.7 0.27
Trigliceridos (mg/dl) 207.9 £ 158.2 179.6 £ 111.3 0.006
HDL (mg/dl) 429+9.7 46.3+11.9 <0.001
LDL (mg/dl) 125.0+34.1 131.3+37.2 0.036
ALT (U/L) 449+26.4 19.6+6.6 <0.001
AST (U/L) 42.1+22.7 23.0+£5.5 <0.001

Las diferencias entre proporciones se realizaron usando pruebas de chi cuadrada de homogeneidad. Las diferencias entre medias se
realizaron con prueba de T.

En la tabla 2 se resumen las frecuencias alélicas encontradas en los controles de
nuestra poblacién de estudio, comparadas con las reportadas en la literatura en
distintas poblaciones.

El polimorfismo con prevalencia mas alta en nuestra poblacion fue rs2943634

(84.4%) y rs2972146 (83.3%) en IRS1; le siguid rs738409 en PNPLA3 con 57.8%;
rs780094 (33.2%) en GCKR y rs4240624 (27.9%) en PPP1R3B. Los menos
prevalentes fueron: rs2228603 (2.7%) en NCAN; rs767870 (10.6%) en ADIPORZ2;
rs12137855 (11.5%) en LYPLAL1; and rs1801282 (13.7%) en PPARG. (Tabla 2)
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Tabla 2. SNPs en genes candidatos y frecuencias alélicas encontradas en
nuestro studio comparadas con las reportadas en distintas poblaciones

Frecuencia Alélica (%)*

Gen SNP Alelos Localizacién AsW? ceu? YRI* MEX® CO::‘I; ;IQES ,52;357 Estt:]::;;uldio PHS\??
IRS1 rs2943634 A>C 227068080 51 67 39 83 84.25 84.8 84.4 0.197
IRS1 rs2972146 G>T 227100698 16 35 10 16 83.49 83.41 83.3 0.547
PNPLA3 rs738409 C>G 44324727 17 22 12 55 54.97 58.30 57.8 0.991
GCKR rs780094 T>C 27741237 11 41 13 34 32.35 33.41 33.2 0.152
PPP1R3B rs4240624 G>A 9184231 20 6 20 30 26.15 28.82 27.9 0.601
PPARG rs1801282 C>G 12393125 2 10 0 13 13.66 13.77 13.7 0.057
LYPLA1 rs12137855 T 219448378 16 21 19 14 10.06 12.02 11.5 0.855
ADIPOR2 rs767870 T 1889823 50 17 70 13 10.49 11.34 10.6 0.053
NCAN rs2228603 T 19329924 2 9 0 1 2.08 3.41 2.7 0.625

"Es la frecuencia en la que se presenta el alelo de risgo (el segundo alelo en la columna de “Alelos”)
2 Ancestria Africana en el Suroeste de EEUU (ASW)

3 Residentes de Utah con ancestria del Oeste de Europa (CEU)

* Poblacion Yoruba en Ibadan, Nigeria (YRI)

5 Ancestria mexicana en mexicanos residentes en Los Angeles, California (MEX)

¢ Valor P para el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) calculado en casos y controles

Se encontré que la mayoria de los individuos fueron homocigotos para el genotipo
G (54,9%). Es digno de mencién el 10,49% en rs767470 de ADIPOR2 y el de
rs2943634 en IRS1 (84,25%).

Se examino la asociacién de la edad, sexo, indice de masa corporal y ALT / AST
valores entre los participantes con EHGNA y controles. Hay una diferencia
significativa en la edad, el sexo, el peso, la altura y el IMC y en todas las variables
de quimica sanguinea, (HDL, LDL, triglicéridos, ALT y AST), pero esta diferencia
estadistica no se encontro en el colesterol total

Utilizamos diferentes modelos genéticos para investigar la asociacion entre los
polimorfismos en genes candidato entre casos con EHGNA y controles como se
muestra en la tabla 3,4 y 5.

Después de ajustar por factores de confusion (edad, sexo, indice de masa
corporal y la ascendencia), el modelo de regresién logistica multiple final de
logistica multiple revelé que la variante CG y GG de rs738409 (PNPLA3) y la
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variante de LYPLA1 rs12137855 TT fueron factores de riesgo independientes de
higado graso no alcohdlico. 2.33(1.18,4.55) y 5,37 (1,05, 27,35), respectivamente.

Utilizamos diferentes modelos genéticos para investigar la asociacion entre estos
polimorfismos en genes candidatos y la EHGNA. Las variantes rs738409
(PNPLA3), rs2228603 (NCAN), rs12137855 (LYPLALT), rs780094 (GCKR),
rs4240624 (PPP1R3B) eran factores de riesgo independientes para la EHGNA en
modelos recesivos y dominantes. EI SNP rs738409 en PNPLA3 se asocio con la
enfermedad en ambos modelos, siendo el riesgo un poco mas evidente bajo el

modelo recesivo, con un OR de 1.78 (1.3, 2.5)

Después de ajustar por factores de confusion (edad, sexo, indice de masa
corporal y la ancestria), solo el modelo dominante para los rs738408 variantes
siguen siendo importantes con OR = 1.70 (1.1, 2.7)y el modelo recesivo para
rs12137855 OR = 5,13 (1.01,25.98) fueron estadisticamente significativa (p <0,05).
Se estratifico por sexo y en el grupo de las mujeres se encontraron estas
diferencias en los genotipos de PNPLA3 y LYPLA1 bajo los tres modelos; alélico,
dominante y recesivo para rs738409 y bajo dos modelos el alélico y dominante
para rs12137855. Después de ajustar por factores de confusién esta diferencia
permanecen en dos modelos para rs738409 el alélico 2.01 (1.34, 3.03) y el
recesivo 2.71 (1.57, 4.67) para rs738409 y en ninguno en LYPLA1. El caso de
rs78009 de GCKR fue notable 1.47 (1.01, 2.13) ya que después de ajustar en el
modelo alélico fue esa diferencia estadisticamente significativa.

Posteriormente se estratifico por BMI, realizando una variable dicotomica
considerando a los participantes con peso normal como referencia comparando
con los participantes con sobrepeso y obesidad. La antes mencionada asociacion
para PNPLA3 con EHGNA permanecié similar bajo esta estratificacion. Para
rs2228603 en NCAN después de ajustar por factores confusores en el modelo
alélico y dominante este SNP resulto como factor de riesgo independiente para
EHGNA con un OR= 2,68 (1.17, 6.15) para el modelo alélico y de 2,69 (1,15, 6,29)

para el modelo dominante. El analisis para el alelo recesivo y TT, fueron omitidos
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debido a la baja prevalencia que presenta el alelo TT en los participantes (<1% en
casos y 0.0% en controles) que corresponde con la prevalencia reportada en la
poblacién de todo el mundo. Para LYPLAT rs12137855 el genotipo TT fue factor
de riesgo de EHGNA en comparacion con los sujetos con los alelos homocigotos
CC, independientemente de la edad el sexo, IMC y ancestria. Las probabilidades
de tener EHGNA seria de 4,53 veces (IC 95%, 1,11-18,41). Es de notar que bajo
los tres modelos y controlando por factores confusores dicho SNP resulto un
factor de riesgo independiente para la enfermedad siendo mas evidente en el
recesivo OR=4,16 (1.03,16.84).
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Tabla 3. Asociacion entre SNPs y participantes con EHGNA

N (%) Crudo OR Ajustado OR Valor p
Gen SNP Genotipo Casos Controles (95% CI) (95% CI)*
PNPLA3 rs738409 GG 90 (43.5) 161 (30.2) 1.00 1.00
CG 90 (43.5) 264 (49.4) 1.64 (2.33,1.15) 1.96(3.16,1.23) 0.005
(o 27 (13.0) 108 (20.2) 2.22 (3.70,1.37) 2.33(1.18,4.55) 0.015
Allelico 1.53 (1.2, 1.9) 1.58 (1.2, 2.0) 0.003
Dominante 1.69 (1.1, 2.7) 1.70 (1.1, 2.7) 0.002
Recesivo 1.78 (1.3, 2.5) 1.90 (1.3, 2.7) 0.156
(o 187 (90.3) 506 (94.8) 1.00 1.00
NCAN rs2228603 CT 17 (8.2) 22 (4.1) 2.09 (1.09, 4.02) 1.52(0.61, 3.79) 0.368
TT 1(0.5) 0(0.0) - -- -
Alélico 2.25 (1.21, 4.20) 1.68(0.72, 3.93) 0.233
Dominante 2.21 (1.16, 4.22) 1.63(0.67,3.98) 0.285
Recesivo -- - --
cC 150 (72.5) 430 (80.5) 1.00 1.00
LYPLA1 rs12137855 CT 47 (22.7) 97 (18.2) 1.39 (0.94, 2.06) 1.22 (0.71, 2.12) 0.103
TT 8(3.9) 5(0.9) 4.59(1.48, 14.24) 5.37 (1.05,27.35) 0.008
Alélico 1.59 (1.15,2.22) 1.49 (0.94, 2.36) 0.091
Dominante 1.54 (1.06, 2.25) 1.39 (0.82, 2.34) 0.220
Recesivo 4.28 (1.38,13.24) 5.13(1.01,25.98) 0.048
GG 80 (38.7) 247 (46.3) 1.00 1.00
GCKR rs780094 AG 103 (49.8) 215 (40.3) 1.48 (1.05, 2.09) 1.40 (0.88, 2.22) 0.156
AA 21(10.1) 62 (11.6) 1.05 (0.60, 1.82) 1.43(0.72, 2.86) 0.306
Alélico 1.15 (0.91, 1.46) 1.25 (0.91, 1.72) 0.170
Dominante 1.38 (0.99, 1.92) 1.41 (0.90, 2.19) 0.131
Recesiv 0.86 (0.51, 1.44) 1.19 (0.63, 2.26) 0.589
AA 94 (45.4) 287 (53.8) 1.00 1.00
PPPI1R3B rs4240624 AG 84 (40.6) 197 (36.9) 1.30 (0.92, 1.84) 1.13 (0.71, 1.81) 0.603
GG 24 (11.6) 38 (7.1) 1.93 (1.10, 3.38) 1.78 (0.89, 3.56) 0.101
Alélico 1.36 (1.06,1.74) 1.27 (0.93,1.74) 0.137
Dominante 1.40 (1.01,1.94) 1.26 (0.81, 1.94) 0.301
Recesivo 1.72 (1.00, 2.94) 1.69 (0.87, 3.26) 0.120
(o 148 (71.5) 378 (70.8) 1.00 1.00
IRS1 rs2943634 AC 55 (26.6) 132 (24.7) 1.06 (0.74, 1.54) 1.28 (0.79, 2.06) 0.320
AA 4(1.9) 17 (3.2) 0.60 (0.20, 1.82) 0.45(0.05, 3.95) 0.472
Alélico 1.04 (0.76,1.42) 0.89 (0.58,1.37) 0.596
Dominante 1.69 (0.56, 5.09) 2.38(0.27,20.65) 0.433
Recesivo 0.99 (0.69, 1.41) 0.82 (0.51,1.32) 0.418
(o 145 (70.1) 363 (68.0) 1.00 1.00
IRS1 rs2972146 AC 52 (25.1) 139 (26.0) 0.93 (0.65, 1.36) 1.05 (0.64, 1.72) 0.847
AA 9 (4.4) 16 (3.0) 1.41 (0.61, 3.26) 1.15 (0.32, 4.02) 0.832
Alélico 1.03 (0.76, 1.39) 1.05 (0.70, 1.60) 0.702
Dominante 1.01 (0.71, 1.45) 0.94 (0.59, 1.52) 0.812
Recessivo 1.43(0.62,3.30) 1.13(0.32,3.93) 0.848
(o 151 (73.0) 398 (74.5) 1.00 1.00
PPARG rs1801282 CG 51 (24.6) 114 (21.4) 1.18 (0.81,1.72) 1.16 (0.69, 1.94) 0.585
GG 3(1.5) 15 (2.8) 0.53(0.15, 1.85) 0.91 (0.22,3.84) 0.899
Alélico 1.02 (0.74, 1.41) 1.08 (0.70, 1.67) 0.719
Dominante 1.10 (0.76, 1.60) 1.13 (0.69, 1.86) 0.633
Recesivo 0.51(0.15,1.77) 0.88(0.21, 3.69) 0.861
(o 163 (78.7) 428(80.2) 1.00 1.00
ADIPOR2 rs767870 CT 41 (19.8) 91 (17.0) 1.18(0.78,1.78) 1.60 (0.91, 2.82) 0.102
TT 2 (1.0) 10 (1.9) 0.53 (0.11, 2.42) - -
Alélico 1.04 (0.73,1.49) 1.39 (0.82, 2.35) 0.223
Dominante 1.12 (0.75, 1.67) 1.52 (0.87, 2.66) 0.143
Recesivo 0.51 (0.11, 2.34) - --

! Ajustado por edad, sexo, IMC y ancestria
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Tabla 4. Asociacion entre SNPs y participantes con EHGNA estratificado por sexo

(mujeres)
Crudo OR Ajustado OR
Gen SNP Genotipo Casos Controles (IC95%) (IC95%)!
PNPLA3 rs738409 GG 60 (45.1) 117 (28.1) 1.00 1.00
CG 56 (42.1) 208 (50.0) 1.89 (1.23,2.94) 2.56 (1.43,4.54)
(o 17 (12.8) 91 (21.8) 2.78 (1.49,5.0) 3.33 (1.43,7.70)
Allelico 1.72 (1.28, 2.29) 2.01 (1.34, 3.03)
Dominante 1.91 (1.09, 3.34) 1.95 (0.89, 4.26)
Recesivo 2.10 (1.40, 3.14) 2.71 (1.57,4.67)
(o 121 (91.0) 394 (94.5) 1.00 1.00
NCAN rs2228603 CT 10 (7.5) 18 (4.3) 1.81(0.81, 4.02) 1.27 (0.37,4.27)
TT 0(0.0) 0(0.0) -- -
Alélico 1.81(0.81,4.02) 1.27 (0.37,4.27)
Dominante 1.81 (0.81, 4.02) 1.27 (0.37, 4.27)
Recesivo - --
cC 94 (70.7) 336 (80.6) 1.00 1.00
LYPLA1 rs12137855 CT 33 (24.8) 76 (18.2) 1.56 (0.97, 2.48) 1.20 (0.62, 2.35)
TT 4(3.0) 3(0.7) 4.77 (1.05, 21.67) 4.30(0.72,25.87)
Alélico 1.70 (1.13, 2.55) 1.45 (0.83,2.51)
Dominante 1.67 (1.06, 2.63) 1.36 (0.72, 2.56)
Recesivo 4.33 (0.96,19.58) 4.13 (0.69,24.68)
GG 53 (39.9) 197 (47.2) 1.00 1.00
GCKR rs780094 AG 64 (48.1) 166 (39.8) 1.43 (0.94, 2.18) 1.58 (0.90, 2.78)
AA 15 (11.3) 46 (11.0) 1.21 (0.63, 2.34) 2.06 (0.93, 4.58)
Alélico 1.19 (0.89, 1.59) 1.47 (1.01, 2.13)
Dominante 1.39 (0.93, 2.06) 1.67 (0.98, 2.86)
Recesiv 1.01 (0.54, 1.88) 1.61 (0.78, 3.34)
AA 65 (48.9) 232 (55.6) 1.00 1.00
PPPI1R3B rs4240624 AG 54 (40.6) 152 (36.5) 1.27 (0.84, 1.92) 1.09 (0.62, 1.92)
GG 13 (9.8) 24 (5.8) 1.93 (0.93, 4.00) 2.04 (0.86, 4.84)
Alélico 1.34 (0.98,1.82) 1.30 (0.88,1.93)
Dominante 1.36 (0.92,2.01) 1.25 (0.74, 2.10)
Recesivo 1.75 (0.86, 3.54) 1.97 (0.86, 4.52)
(o 91 (68.4) 293 (703) 1.00 1.00
IRS1 rs2943634 AC 38(28.6) 106 (25.4) 1.15 (0.74, 1.79) 1.42(0.80, 2.52)
AA 4(3.0) 13(3.1) 0.99 (0.32,3.11) 0.54 (0.06, 4.62)
Alélico 0.91 (0.64, 1.31) 0.84 (0.51, 1.38)
Dominante 1.05 (0.34, 3.28) 2.07 (0.24,17.64)
Recesivo 0.88 (0.58,1.34) 0.75 (0.43,1.31)
cC 7(5.3) 13(3.1) 1.00 1.00
IRS1 rs2972146 AC 37 (27.8) 111 (26.6) 0.62 (0.23,1.67) 1.72(0.33, 8.98)
AA 89 (66.9) 281 (67.4) 0.59 (0.23,1.52) 1.41 (0.28, 7.06)
Alélico 0.86 (0.61,1.22) 0.94 (0.58,1.52)
Dominante 0.60 (0.23,1.53) 1.49 (0.30, 7.37)
Recessivo 0.89 (0.59, 1.36) 0.87 (0.49, 1.53)
(o 93 (69.9) 312 (74.8) 1.00 1.00
PPARG rs1801282 CG 36 (27.1) 87 (20.9) 1.39(0.88,2.18) 1.45 (0.79, 2.65)
GG 2(1.5) 11 (2.6) 0.61 (0.13,2.80) 1.13 (0.22,5.71)
Alélico 1.17 (0.80, 1.71) 1.29 (0.79, 2.12)
Dominante 1.30 (0.84, 2.02) 1.41 (0.79, 2.53)
Recesivo 0.56 (0.12,2.57) 1.03 (0.21,5.16)
cC 105 (79.0) 330 (79.1) 1.00 1.00
ADIPOR2 rs767870 CT 26 (19.6) 74 (17.8) 1.10 (0.67,1.82) 1.69 (0.87,3.31)
TT 2 (1.5) 8(1.9) 0.79 (0.16, 3.76) -
Alélico 1.03 (0.68,1.58) 1.44 (0.78, 2.69)
Dominante 1.07 (0.66, 1.74) 1.60 (0.82,3.11)
Recesivo 0.77 (0.16, 3.68) -

! Ajustado por edad, sexo, IMC y ancestria
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Tabla 5. Asociacion entre SNPs y EHGNA estratificado por IMC. (participantes con

sobrepeso y obesidad)

Crudo OR Ajustado OR
Gen SNP Genotipo Casos Controles (IC95%) (IC95%)!
PNPLA3 rs738409 GG 74 (42.5) 100 (29.5) 1.00 1.00
CG 76 (43.7) 171 (50.4) 1.67 (1.11,2.5) 1.75 (1.13,2.63)
cC 24 (13.8) 68 (20.1) 2.13 (1.20,3.70) 2.22 (1.25,4.00)
Allelico 1.50 (1.14, 1.96) 1.49 (1.04,2.13)
Dominante 1.56 (0.94, 2.59) 1.49 (0.76, 2.92)
Recesivo 1.79 (1.22, 2.62) 1.79 (1.09, 2.94)
cC 157 (91.3) 325 (96.7) 1.00 1.00
NCAN rs2228603 CT 14 (8.1) 11 (3.3) 2.63 (1.17,5.93) 2.56 (1.08, 6.05)
TT 1(0.6) 0(0.0) (omitted) (omitted)
Alélico 2.82 (1.30, 6.13) 2.68 (1.17, 6.15)
Dominante 2.82 (1.27, 6.29) 2.69 (1.15, 6.29)
Recesivo (omitted) (omitted)
cc 123 (71.5) 275 (81.4) 1.00 1.00
LYPLA1 rs12137855 CT 41 (23.8) 60 (17.8) 1.52 (0.97, 2.40) 1.50 (0.93, 2.41)
TT 8 (4.7) 3(0.9) 5.96 (1.56, 22.85) 4.53 (1.11, 18.41)
Alélico 1.78 (1.22, 2.58) 1.68 (1.13, 2.49)
Dominante 1.73 (1.13, 2.67) 1.67 (1.05, 2.62)
Recesivo 5.44 (1.42,20.80) 4.16 (1.03,16.84)
GG 64 (37.4) 157 (47.0) 1.00 1.00
GCKR rs780094 AG 88 (51.5) 140 (41.9) 1.54 (1.03, 2.29) 1.56 (1.03, 2.35)
AA 19 (11.1) 37 (11.1) 1.26 (0.67, 2.35) 1.22 (0.64, 2.33)
Alélico 1.24 (0.94, 1.64) 1.23 (0.92, 1.64)
Dominante 1.48 (1.02, 2.16) 1.00 (1.00, 2.20)
Recesiv 1.00 (0.56, 1.80) 0.97 (0.53,1.78)
AA 80 (46.8) 185 (55.9) 1.00 1.00
PPPI1R3B rs4240624 AG 67 (39.2) 117 (35.5) 1.32 (0.88, 1.97) 1.23 (0.81, 1.86)
GG 24 (14.0) 29 (8.8) 1.91 (1.05, 3.50) 1.69 (0.91, 3.15)
Alélico 1.36 (1.04, 1.79) 1.27 (0.96, 1.69)
Dominante 1.44 (0.99, 2.09) 1.32(0.90,1.94)
Recesivo 1.70 (0.95, 3.02) 1.54 (0.85, 2.81)
cC 1(0.6) 12 (3.6) 1.00 1.00
IRS1 rs2943634 AC 46 (26.4) 76 (22.7) 7.26 (0.91,57.70) 7.54 (0.92,61.94)
AA 127 (73.0) 247 (73.7) 6.17 (0.79,47.99) 6.46 (0.80,51.90)
Alélico 1.09 (0.76, 1.58) 1.11 (0.76, 1.62)
Dominante 6.43 (0.83,49.84) 6.73 (0.84,53.92)
Recesivo 0.96 (0.64, 1.46) 0.97 (0.63,1.49)
(o 6(3.5) 11 (3.4) 1.00 1.00
IRS1 rs2972146 AC 43 (24.7) 80 (24.5) 0.99 (0.34, 2.85) 0.86 (0.28, 2.60)
AA 125 (71.8) 236 (72.2) 0.97 (0.35,2.69) 0.85 (0.29, 2.44)
Alélico 0.99 (0.70, 1.39) 0.96 (0.67,1.37)
Dominante 0.97 (0.35, 2.68) 0.85 (0.30, 2.44)
Recessivo 0.98 (0.65, 1.48) 0.96 (0.63,1.48)
cC 127 (73.8) 256 (76.9) 1.00 1.00
PPARG rs1801282 CG 42 (24.4) 69 (20.7) 1.22 (0.79,1.90) 1.30 (0.82, 2.05)
GG 3(1.74) 8(2.4) 0.76 (0.20, 2.90) 0.76 (0.18,3.07)
Alélico 1.10 (0.76, 1.60) 1.15 (0.80, 1.70)
Dominante 1.17 (0.77, 1.80) 1.24 (0.80, 1.94)
Recesivo 0.72 (0.19, 2.75) 0.71 (0.18, 2.87)
cC 135 (78.0) 275 (82.1) 1.00 1.00
ADIPOR2 rs767870 CT 37 (21.4) 53(15.8) 1.42 (0.89,2.27) 1.46 (0.90, 2.39)
TT 1(0.6) 7(2.1) 0.29 (0.04, 2.39) 0.34 (0.04, 2.86)
Alélico 1.13(0.76,1.71) 1.18 (0.77, 1.80)
Dominante 1.29 (0.81, 2.03) 1.34 (0.83, 2.15)
Recesivo 0.27 (0.03, 2.23) 0.32 (0.04, 2.66)

Ajustado por edad, sexo, IMC y ancestria
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Tabla 6. Asociacion del genotipo con EHGNA en la poblacién de estudio

PNPLAS MTdoM s e g -
Todos (n=741)
Casos ALT 240 U/L 27 (13) 90 (43.5) 90 (43.5) 0.000333
Controles ALT < 40 U/L 107 (20) 265 (49.6) 161 (30.1) OR=1.9 (1.33-2.69)
Hombres
Casos ALT 240 U/L 10 (13.5) 34 (45.9) 30 (40.5) 0.512
Controles ALT < 40 U/L
17 (14.5) 56 (47.9) 44 (37.6)
Mujeres
Casos ALT 240 U/L 17 (12.8) 56 (42.1) 60 (45.1) 0.000094
Controles ALT < 40 U/L 90 (21.6) 209 (50.1) 117 (28.1) OR= 2.3 (1.51-3.5)
NCAN Proszser o2 o2 sz :
Todos (n=741)
Casos ALT 240 U/L 187 (90.3) 17 (8.2) 1(0.5) 0.020
Controles ALT < 40 U/L 506 (94.8) 22 (4.1) 0(0.0) OR=2.§96(; (1.14-
Hombres
Casos ALT 240 U/L 66 (89.2) 7(9.5) 1(1.4) 131
Controles ALT < 40 U/L 112 (95.7) 4(3.4) 0(0.0)
Mujeres
Casos ALT 240 U/L 121 (91.0) 10 (7.5) 2(1.5) 110
Controles ALT < 40 U/L 394 (94.5) 18 (4.3) 5(1.2)
LYPLAL C>T nci°c/o) n‘i;r/o) n1(-°2) p
Todos (n=741)
Casos ALT 240 U/L 150 (72.5) 47 (22.7) 8 (3.9) 0.062
Controles ALT < 40 U/L 430 (80.5) 97 (18.2) 5(0.9)
Hombres
Casos ALT = 40 U/L 56 (75.7) 14 (18.9) 4(5.4) 0.929
Controles ALT < 40 U/L 94 (80.3) 21(17.9) 2(1.7)
Mujeres
Casos ALT 240 U/L 94 (70.7) 33 (24.8) 4(3.0) 0.048
Controles ALT < 40 U/L 336 (80.6) 76 (18.2) 3(0.7) OR=12.65é1).004-

ALT: Alanino transaminasa.

El valor de p fue calculado por regresion logistica multiple ajustado por edad, sexo e IMC.
Se hizo el analisis bajo el Modelo Dominante.
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Para concluir se realizdé lo que denominamos “Analisis Estadistico 2” en el que
analizamos rs738409 en PNPLA3 en toda la poblacion, a fin de analizar las
consecuencias de contar con: a) ninguna copia del alelo de riesgo 1148l; b) una
copia del alelo de riesgo (I1148M), y c) dos copias del alelo de riesgo (M148M).
Inicialmente se considero el valor de ALT en forma de gradiente y posteriormente
se estratificd por categorias de IMC (peso normal, sobrepeso y obesidad) y por
sexo.

En el grupo con IMC normal no se encontré evidencia de este gradiente, pero si si
se encontr6 en las mujeres con sobrepeso y obesidad p=0.002 y 0.007
respectivamente.
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Andlisis Estadistico 2

A partir de aqui se hace un estudio transversal para ver el gradiente de niveles de ALT

Tabl 7. Niveles de Alanina Transaminasa en toda la poblacion de estudio de

acuerdo al genotipo 1148M de PNPLA3 estratificado por

Normal
N=227 42 (18.5) 108 (47.6) 77 (33.9)
ALT (U/L) 19.0 (15.5-25) 17 (13.2-21) 19 (15-31) 0.082
Hombres 19 (19-) 17 (14-23.5) 20.5 (16.2-31.7) 0.620
Mujeres 19 (14.75-25.2) 17 (13-20) 18 (14-31) 0.098
ALT 240 U/L (%) 3(9.1) 14 (42.4) 16 (48.5) 0.060t
Hombres 0(0.0) 5 (55.6) 4 (44.4) 0.804t
Mujeres 3(12.5) 9 (37.5) 12 (50.0) 0.041t
Sobrepeso
N=331 55 (16.6) 155 (46.8) 121 (36.6)
ALT (U/L) 20 (15-26.5) 19 (16-31) 25 (19-42) 0.107
Hombres 23 (16—41) 25 (18—44) 28 (21-56) 0.712
Mujeres 19 (14-23) 18 (15.2-25) 25 (18.7-39.2) 0.105
ALT 240 U/L (%) 11 (11.6) 37 (38.9) 47 (49.5) 0.004t
Hombres 5(12.8) 16 (41.0) 18 (46.2) 0.5861
Mujeres 6 (10.7) 21 (37.5) 29 (51.8) 0.002t
Obesos
N=180 37 (20.6) 90 (50) 53 (29.4)
ALT (U/L) 0.040
23 (16-49) 25 (17.5-39) 26 (22-47)

B=6.8
Hombres 45 (25-65) 41 (33-56) 32 (21.2-44.2) 0.432
Mujeres 0.007

20 (15-30) 23 (17-34.5) 26 (21.5-47.5)

B=9.97
ALT 240 U/L (%) 13 (16.7) 38 (48.7) 27 (34.6) 0.191t
Hombres 5(19.2) 13 (50.0) 8 (30.8) 0.819t
Mujeres 8 (15.4) 25 (48.1) 19 (36.5) 0.109t

Los datos son medianas (rango intercuartil) o n (%).
ALT: Alanino transaminasa
Los valores *p fueron calculados por regresion lineal y ajustado por sexo, edad e IMC.

Los valores pt se calcularon con regresion logistica multiple bajo el modelo recesivo ajustando por edad.
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XI. Discusion

Como hemos visto la EHGNA es una enfermedad de alta prevalencia en
poblaciones de Europa. En la poblacion mexicana segun encuestas nacionales de
salud la colocan como una enfermedad de alta prevalencia y se perfila como un

|87

problema de salud publica en el siglo XXI*'. A la fecha existen pocos estudios

encaminados a la caracterizacion genética de esta enfermedad.

En este estudio de casos y controles anidado en una cohorte seleccionamos 9
SNPs localizados en los genes: IRS1, PNPLA3, GCKR, PPP1R3B, PPARG,
LYPLA1, ADIPOR2, NCAN previemante descritos asociados en al menos dos
poblaciones con la EHGNA. Y examinamos estas variaciones en poblacion del

altiplano mexicano.

Uno de los genes previamente asociados en una poblacion del centro del pais
(distrito federal), fuel gen PNPLA3. Este gen se expresa principalmente en la
membrana intracelular de los hepatocitos durante la lipogénesis asi como cuando
existe resistencia a la insulina’®. Aunque no se conoce del todo la fisiologia de
PNPLA3 se sabe que guarda homologia con la actividad de la lipasa de TG'® y
que si expresion esta regulada por el consumo de energia’®. El polimorfismo de
PNPLA3 rs738409 es cual es el mas ampliamente estudiado resulta en una
sustitucion de un aminoacido isoleucina por una metionina que reduce el acceso y
actividad enzimatica a lipidos que altera el contenido hepatico de TG y provocando

esteatosis macrovesicular’” que da gran susceptibilidad a padecer EHGNA®4310T,

De acuerdo con Romeo et al. Que ha explorado este polimorfismo con esteatosis
hepatica en individuos de distintas ancestrias, ha encontrado que los hispanos son
el grupo con mayor predisposicion para presentar EHGNA como lo confirma que
nuestro estudio a encontrado una frecuencia alélica del alelo G de casi 58% la
prevalencia mas alta reportada en poblacion mestiza. Y que comparando los
homocigotos para CC, los heterocigotos CG y los homocigotos GG va
aumentando el riesgo de padecer la enfermedad por el numero de copias
presentes. Estos datos también corresponden con los previamente reportados
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43,90

junto con las variantes en NCAN, LYPLA1 y GCKR por Speliotes y Hernaez en

mexicanos residentes en EEUU.

En nuestra poblacion (Edo de Morelos), la frecuencia es bastante similar en todas
las poblaciones analizadas, sin embargo nosotros observamos un riesgo mayor en
las mujeres, probablemente debido a que es un grupo poblacional que es mas
activo en campafas de salud y en el autocuidado. Es de resaltar que las
prevalencias encontradas en nuestra poblaciéon fueron mas altas que otras
reportadas en poblacion mexicana, debido probablemente al componente indigena

presente

Por otro lado, la proteina de NCAN, neurocan por si sola no se ha encontrado que
se exprese en el higado o que afecte directamente el metabolismo de los lipidos
pero se reconoce cada vez mas su importancia como regulador de glucosa
periférica y metabolismo de lipidos en el sistema nervioso central. Se ha
demostrado que después de estimulacion vagal aumenta la secrecion hepatica de
VLDL y TG'®. De esta forma desde que se asocié la variante rs2228603 con
esteatosis hepatica y con niveles de TG**®. Es plausible biolégicamente que

exista una relacion entre el cerebro y el higado que aumente el riesgo de EHGNA

Se requieren estudios adicionales para poder comprender del todo este fendmeno.

LYPLA1 codifica una enzima que esta poco conocida y caracterizada, que se
conoce su funcién como oncogén y mediador de inflamacion en fibroblastos®” y
que se ha asociado con esteatosis hepatica**®. Corroboramos estos resultados
en nuestro estudio siendo ademas el OR mas alto reportado hasta ahora

reportado en la literatura en participantes con sobrepeso y obesos.

Los polimorfismos en la regién de GCKR se identificaron al principio con niveles

de triglicéridos por GWAS®'% 'y los alelos descritos que aumentaban los niveles

de TG se encontrd que alteraban a su vez los niveles de glucosa, los niveles de

insulina y de resistencia a la insulina en diferentes estudios®. Sin embargo la

variante rs780094 reporto asociacion con esteatosis hepatica y altos niveles

séricos de ALT®. La asociacién de dicho SNP con niveles de glucosa, insulina y
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resistencia a la insulina y riesgo de DM2 ha sido inconsistente, entre algunas

poblaciones no se encuentra esta asociacion'%®"% 106,107,109

y algunas veces si
Esta inconsistencia de resultados reportada puede deberse a componentes
genéticos y estilos de vida entre hispanos, asiatocos y europeos. En nuestro
estudio el alelo T de rs780094 incrementd el riesgo de padecer EHGNA en los
portadores en una forma muy discreta. Para comprender el metabolismo de
glucosa vy lipidos por esta via, sera necesario analizar variantes en GCKR en
relacion con el metabolismo de TG y glucosa en estudios longitudinales y tamafos

de muestras mayores para ver dicho efecto de forma mas clara.

Hasta donde sabemos este es el primer estudio realizado en la poblacion
mexicana donde se estudia el efecto de multiples variantes en o cerca de PNPLA3
(rs738409), GCKR (rs780094), IRS1 (rs2943634, rs2972146), LYPLAT1
(rs12137855), NCAN (rs22286032), PPP1R3B (rs4240624), PPARG (rs1801282) y
ADIPOR2 (rs767870) que se han asociado con esteatosis hepatica en poblacion
enteramente mestiza hispana brindando una buena aproximacién de las
prevalencias reales de los alelos de riesgo de dichas variantes en la region central
de México siendo ademas el primer estudio que analiza estos polimorfismos con la

cronicidad de la elevacion de las enzimas hepaticas.

Entre las limitaciones del estudio, es que nno se contd con biopsia ni diagndstico
ultrasonografico de todos los individuos pudiendo ser esta una debilidad del
estudio. Ademas, realizamos medicion de enzimas hepaticas como medicidon
indirecta del dafo hepatico derivado de inclusiones de grasa en el hepatocito
siendo una forma bien aceptada de diagndstico en poblacién abierta que esta bajo
seguimiento donde no se pueden realizar pruebas diagndsticas mas complejas o

invasivas que representan un riesgo innecesario para los participantes.

Por otro lado, dentro de las fortalezas, el diagndstico se realizé midiendo las
enzimas hepaticas de forma continua realizando mediciones a los participantes
cada 6 meses teniendo seguimientos de 3 a 9 afios brindando una herramienta
diagnostica excelente para la seleccion de casos ya que los casos eran obtenidos
de una cohorte de participantes con enzimas hepaticas persistentemente
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alteradas. a diferencia de otros en este son participantes que no han sido
extraidos de una encuesta o de un ambiente hospitalario sino que son extraidos
de una cohorte donde los pacientes han tenido seguimiento junto con sus familias

teniendo informacién de residencia de incluso 3 generaciones.

Aunque se encontré de inicio diferencias valores antropométricos y bioquimicos
entre los grupos de casos y de controles estas diferencias podrian ser atribuidas a
la enfermedad como son los valores bioquimicos, que ademas se espera que sean
diferentes ya que ese fue precisamente el criterio de inclusion. La edad aunque es
diferente cabe mencionar que al ser los casos 3 afios en promedio mas jévenes
que los controles, esta diferencia de tres afios carece de relevancia clinica y aun

asi los analisis estadisticos fueron controlados ademas por esta variable.

Aunque la frecuencia de diversos alelos se observd mas alta en la poblacion
masculina es interesante que la asociacién fue mas significativa en el grupo de las
mujeres probablemente por contar este grupo con un tamafo de muestra mayor.

La razén de esta diferencia en genero se debe a que el sexo femenino es sabido
que es de mas afluencia a campanas de salud y en el autocuidado con respecto al
género masculino, recalcando que este grupo también tiene mayores conductas
de riesgo en consumo de alcohol y sustancias hepatotdxicas y pudo haber sufrido
una autoseleccion negativa. Siendo estos resultados consistentes con las
diferencias encontradas por sexo en valores de ALT y AST encontrados por

Sookoian y Pirola’,

XIl. Conclusiones

Esta es la primera vez que se explora la frecuencia y su relacién de estos 9
polimorfismos con enzimas hepaticas alteradas y EHGNA en poblacion del
altiplano mexicano. Encontrado frecuencias alélicas que no se habian reportado
en poblacion mexicana donde la variacién de LYPLA1 tiene una de las frecuencias

alélicas mas bajas y la de PNPLAS3 junto con las dos variaciones de /IRS1 de las
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mas altas reportadas97 probablemente por el componente indigena de nuestra
poblacién. Por lo que se sugiere que la EHGNA y en particular, los valores
elevados de ALT son mayores en la poblacion mestiza mexicana por el

componente indigena presente aun después del mestizaje.

Nuestro estudio confirma la asociacién de 4 SNPs en poblacion mestiza mexicana
indicando que los individuos portadores del alelo G de rs738409, el alelo T de
rs2228603, el alelo T de rs12137855 y el alelo A de rs780094 los predisponen
para padecer EHGNA.

Es importante recalcar que al no contar con estudios de imagen para hacer un
diagnostico mas fino de la enfermedad pudimos haber pasado por alto aquellos
casos con valores de enzimas hepaticas normales por lo que estas asociaciones

que reportamos podrian ser incluso mayores

Los estudios de asociacion genética en anos recientes han identificado
satisfactoriamente diversos Joci que confieren riesgo para enfermedades
complejas tal es el caso de la EHGNA. Entender las rutas biologicas y metabdlicas
del todo para comprender la enfermedad desde el punto fenotipo-genotipo es
todavia un gran reto y es aun una tarea mas ardua traducir estos hallazgos a la

practica clinica.
Nuestros hallazgos demuestran que hay influencias genéticas especificas en el

desarrollo de EHGNA y esto sugiere que combinado con factores ambientales las

variaciones genéticas influyen en el desarrollo de EHGNA.
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