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RESUMEN ESTRUCTURADO

Introduccion: El protocolo “Relacion de polimorfismos PNPLA3, GCKR y NCAN con Higado graso
y grosor de intima media carotidea en pacientes adultos con Diabetes Mellitus 2” es un estudio de
un solo centro que evallo la asociacion de polimorfismos rs738409 (PNPLAS3), rs780094 (GCKR),
rs2228603 (NCAN) con higado graso y grosor de intima media carotidea en poblacion con diabetes
mellitus tipo 2. Se ha descrito una relacion significativa en los pacientes que padecen higado graso
y el grosor de intima media carotidea sin embargo la asociacién genética con polimorfismos
especificos que relacionen ambas condiciones es algo que no se ha estudiado en poblacién con
diabetes mellitus tipo 2. México no hay estudios que asociacién de polimorfismos en PNPLA3,
GCKR y NCAN que relacionen ambas condiciones en la poblaciéon con sindrome metabdlico y
diabetes mellitus.

Objetivos: Determinar la relacion de SNP’s PNPLA3, GCKR y NCAN con higado graso y grosor
de intima media carotidea en pacientes mexicanos con diabetes mellitus tipo 2.

Material y métodos: Estudio observacional analitico de corte transversal. Se obtuvieron variables
demograficas, antropométricas, clinicas y estudios de laboratorio que incluyen perfil de lipidos,
pruebas de funcionamiento hepético, quimica sanguinea completa. Se realizaron estudios de
ultrasonido hepético y doppler carotideo bilateral. Y se realizé una genotipificacién mediante disefio
comercial predisefiado Sondas TagMan en un sistema StepOne Plus RT PCR (Aplicado
Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) Se utilizaron para genotipificar SNP: rs738409 (PNPLA3),
rs780094 (GCKR), rs2228603 (NCAN). La prueba ANOVA, t de Student y chi-cuadrado se usaron
para evaluar la relacidon entre variables cuando fueron necesarias. Se utilizaron modelos de
regresion lineal y logistica y se incluyeron a modelos de herencia. En los modelos de regresion
fueron incluidas variables confusoras (edad, sexo, IMC, tratamiento con estatinas, metformina y
condiciones como dislipidemia o hipertensién arterial y tiempo de evolucién) cuando fueron
requeridas. La fuerza de asociacién expresada mediante Odds Ratio (OR) e IC del 95%. Se
consideré una significancia estadistica a una p < 0.05. Para esto se utilizé el software Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) version 25.

Resultados: Incluimos 242 pacientes con edad promedio de 62.49 (DE % 8.6) afios, un 57.9%
correspondié a mujeres, 45% con algun grado de obesidad, sélo un 16.9 % de la poblacién
presenté peso normal. Hipertension arterial estuvo en el 55.8 % vy dislipidemia en un 58.7 % de la
poblacién total. El 91.7% tuvieron diagndstico para algun grado de esteatosis hepatica y 8.3%
sanos. La distribucion para los grados de esteatosis fue de 47.50% para leve (115 individuos),
38.4% (93) esteatosis moderada, y 5.8% severa (14). PNPLAS3 el alelo G se asocid con niveles
mas bajos de glucosa sérica ( Padd 0.013 IC 95%; Pdom 0.026 IC 95%) pero no a esteatosis 0
grosor de intima media carotidea >0.9mm. El SNP GKCR y NCAN no se demostrd relacion para
algunas de las condiciones.

Conclusiones: La prevalencia de esteatosis hepatica en Diabetes mellitus es alta. El polimorfismo
documentado PNPLA3 (rs738409) en la poblacion mexicana estudiada, tiene una frecuencia alta,
similar a la informada ( 56.63 % vs 59%), no hubo asociaciéon con esteatosis hepética ni GIMC
mayor a 0.9 mm.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.
Se sabe que los seres humanos compartimos el 99.9% de la secuencia del

genoma y solamente el 0.1% varia en cada individuo; dichas variaciones se deben
a cambios en una base, y asi las diferentes combinaciones de nucleétidos resulta
en la individualidad genética ™. En México nuestra poblacién cuenta con una
carga genética diversa, estd formada por una mezcla de genes caucasicos e
indigenas, algunos estudios han establecido que la poblacion mestiza mexicana
contiene un 56% de genes amerindios, 40% de genes caucasicos y un 4% de

genes negroides ¢,

En los ultimos afios se ha determinado el papel de la predisposicién genética en la
susceptibilidad o resistencia a desarrollar enfermedades. El uso de métodos de
analisis genético como el escaneo global del genoma, los analisis de asociacion
genética y los estudios de ligamiento genético han contribuido a la identificacion
de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) asociados a grosor de intima
media de carétida como medida de riesgo cardiovascular y enfermedad hepatica

no alcohdlica @,

Enfermedad hepatica no alcohdlica.

La enfermedad hepatica no alcohdlica (NAFLD) en la dltima década es el trastorno
hepatico mas frecuente ®®| la prevalencia varia drasticamente, se ha reportado
una prevalencia del 70.1 % en pacientes con sindrome metabdlico, comparado

con 38.5% sana (). Por otra parte en individuos con Diabetes mellitus tipo 2 los



datos son heterogéneos en cifras de 34%, 54 % y 94 % ©®919 Ademas, otras co
morbilidades asociadas se han reportado incluyendo, hiperlipidemia (69%),
hipertrigliceridemia (41%), sindrome metabélico (43%) e hipertension (39%) V.

La hepatopatia no alcohdlica histologicamente representa un espectro de
enfermedades que van desde higado graso no alcohdlico (NAFL), caracterizado
por acumulacion de grasa hepética sin inflamacion, esteatohepatitis (NASH),
caracterizada por deposicion de grasa hepética con inflamacion, fibrosis
acumulada y finalmente higado cirrosis (10,11). Existe una fuerte asociacién entre
NAFLD vy el riesgo de diabetes. El riesgo de una persona de desarrollar diabetes
aumenta aproximadamente 5 veces si tiene NAFLD, sin embargo el riesgo de
NAFLD en DM se desconoce 213,

La coexistencia de DM2 y enfermedad hepatica no alcohdlica aumenta la
probabilidad de complicaciones microvasculares (nefropatia y retinopatia)
aumento de los requerimientos de insulina, y mayor riesgo cardiovascular 4%,
También se aumenta el riesgo de progresion de NAFLD a cirrosis | carcinoma

hepatocelular *® e incremento de la mortalidad secundaria a complicaciones

hepaticas "9,

Patogénesis de NAFLD y asociacidon genética.

En la patogénesis de esteatosis hepatica se ha descrito disfuncion de varias vias
metabdlicas, donde el aumento del conjunto circulante de acidos grasos es un
factor determinante. Se ha identificado una asociacion altamente significativa de
niveles de triglicéridos hepaticos y presencia de NAFLD. Pero tal parece esta

alteracion esta determinada por un fuerte componente de asociacion genética.
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El estudio GWAS publicado en 2008 identificO los factores genéticos que
contribuyen a la patogénesis del higado graso. Describidé principalmente cuatro
variantes de secuencia de ADN, dominio de fosfolipasa tipo Patatin 3 (PNPLA3)
rs738409-G, regulador de glucocinasa (GCKR) rs780094-T, Neurocan (NCAN)
rs2228603-T y lisilofosfolipasa tipo 1 (LYPLAL1) rs12137855, se asociaron con
NAFLD demostrada por biopsia. Pero se encontraron diferencias en etnias 2.

La variante PNPLA3 (rs738409) se debe a la sustitucion de metionina por
isoleucina en el resto 148 de PNPLA3, que da como resultado un aumento de la

lipogénesis (SNP rs738409 C / G, M1481)*9).

En México se encontré la prevalencia del alelo en el 59% en sujetos sanos “°.
pero este porcentaje aumenté un estudio mas reciente donde el 40% tenia
diagnostico de DM2, se encontré una frecuencia del alelo del 77%, asocidndose
ademas 3.8 veces mas el riesgo de esteatohepatitis y 2.3 veces para fibrosis
hepatica @Y.

Otras variantes de riesgos encontrada en poblacion mexicana pero en mucho
menor prevalencia son GCKR (rs780094-T) y NCAN (rs2228603) se han asociado
a niveles elevados de transaminasas #? y triglicéridos en ayunas, asi como niveles
elevados de Proteina C Reactiva (PCR) ©®*®) e histolégicamente asociados a

inflamacién vy fibrosis hepatica en pacientes obesos ?%°.

Grosor de intima media carotidea (IMT)

El IMT de las arterias carétidas internas y comunes es una medida cuantitativa de

la aterosclerosis y un fuerte predictor de enfermedad cardiovascular futura (ECV) y



accidente cerebrovascular®’?® . La arteria carétida pueda estar influenciado por
factores ambientales previamente identificados y componentes genéticos
indirectamente relacionados con metabolismos de lipidos asi como componentes
anicos que actuan en combinacion para influir en la patogénesis compleja del
desarrollo de la aterosclerosis .

La asociacién con higado graso y grosor de intima media carotidea en los ultimos
afos, los investigadores encontraron que, en comparaciébn con pacientes no
NAFLD, el IMT promedio de pacientes NAFLD aumenté significativamente, y esta
relacion fue independiente de los factores de riesgo cardiovascular clasicos. En un

metandlisis del 2015 ?°

el IMT en pacientes NAFLD aumenté 0.16 mm en
comparacién con el grupo control, y el riesgo de placa carotidea fue 3.73 veces
mayor que el de los controles.

En este contexto, los estudios de asociacion genémica argumentan la alteracion
en homeostasis metabdlica, la inflamacién, el estrés oxidativo y la fibrogénesis,

como la conexion en estas dos entidades que influyen en la acumulacion de grasa

hepatica y la gravedad del dafio hepatico en NAFLD 03132,

Planteamiento del problema

La enfermedad hepatica no alcohdlica es altamente prevalente. La coexistencia
con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se ha relacionado con mayor progresion a
fibrosis, mayores complicaciones microvasculares, y mayor riesgo cardiovascular.
En la poblacion mexicana se ha descrito una mayor prevalencia en comparacion
con séries de otros paises y se ha asociado esto a la presencia de los genotipos

de riesgo para GCKR Y NCAN, el primero encontrado hasta en un 77% de la
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poblacion estudiada. La relacién de estos genotipos y grosor de intima carotidea
solo se ha estudiado en una cohorte italia donde se encontré asociacion del
genotipo PNPLA3 GG de forma independiente con el engrosamiento IMT solo en
pacientes mas jovenes con NAFLD sin otra comorbilidad.

En México se han llevado a cabo estudios para determinar la prevalencia y riesgo
genético para enfermedad Hepética no alcohdlica, en poblacion general con
sindrome metabdlico, sin embargo la relacion de estos genotipos de riesgo no se
han aplicado para medir la asociacion con grosor de intima media carotidea.
Justificacién

En el mundo la prevalencia de enfermedad hepaticas no alcohodlica esta en
aumento, y su relacibn con desenlaces cardiovasculares esta mayormente
relacionada en medida que se conocen los factores que intervienen en

homeostasis metabdlica, la inflamacion, el estrés oxidativo y la fibrogénesis © .

Se ha descrito una relacion significativa en los pacientes que padecen higado
graso y el grosor de intima media carotidea sin embargo la asociacion genética
con polimorfismos especificos que relacionen ambas condiciones es algo que no

se ha estudiado en poblacion con diabetes mellitus tipo 2.

Por lo que en pacientes Diabéticos y sindrome metabdlico determinar la presencia
y relacion de dichos genes con grosor de intima media e higado graso permitira
conocer la posible relacion con el desarrollo de higado graso y aterosclerosis
subclinica, y en estudio posteriores predecir el riesgo genético individual. Con
esto, las medidas de intervencidon para modificar los factores ambientales se
podrian intensificar a fin de retrasar dichos desenlaces.

11



En México no hay estudios que asociacion de polimorfismos en PNPLA3, GCKR y
NCAN con higado graso y grosor de intima media carotidea en la poblacién con

sindrome metabdlico y diabetes mellitus.

Hipotesis
H1: Los Polimorfismos en los genes PNPLA3, GCKR y NCAN en pacientes con
Diabetes Mellitus esta relacionado con higado graso y grosor en intima media
carotidea.
HO: Alteraciones en los genes PNPLA3, GCKR y NCAN en pacientes con
Diabetes Mellitus no esta relacionado con higado graso y grosor en intima media

carotidea.

Objetivo
Objetivo principal
1) Determinar la relacion de SNP’s PNPLA3, GCKR y NCAN con higado
graso y grosor de intima media carotidea en pacientes mexicanos con
diabetes mellitus tipo 2.
Objetivos secundarios
1) Determinar la prevalencia de polimorfismos de PNPLA3, GCKR y NCAN en
pacientes con Diabetes mellitus tipo 2.
2) Determinar la prevalencia de higado graso en pacientes con diabetes mellitus

tipo 2.

12



3) Medir la prevalencia de aterosclerosis subclinica en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2.

4) Determinar la relacion del genotipo PNPLA3, GCKR Y NCAN con parametros
clinicos indice de masa corporal (IMC), Gamma glutamil transpeptidasa (GGT),
alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), glucosa en
sangre en ayunas (FPG), Hemoglobina glucosilada (HgA1C1), Albumina,
Colesterol total (CT), lipoproteina de baja densidad (LDL-C), lipoproteina de

alta densidad (HDL-C), triglicéridos.

MATERIAL Y METODOS
Disefio del estudio
Estudio observacional analitico de corte transversal.

Criterios de inclusion

e Ambos sexos.
e Mayores de 18 afios.
e Sujetos con diagndstico de Diabetes Mellitus tipo 2.
e Sujetos s que consientan participar en el protocolo.
e Sujetos que accedan a la toma de muestras sanguineas y realizar
ultrasonido hepatica y carotideo.
Criterios de exclusion
e Sujetos con enfermedad hepatica previa (cirrosis, hepatocarcinoma,

hepatitis viral, hepatitis autoinmune)

13



e Sujetos con consumo de alcohol actual con grados igual o mayor de 140
gramos por semana en hombres y consumo actual con grados igual o
mayor de 70 gramos por semana en mujeres.

e Sujetos con uso de medicamentos esteatogenicos y quimioterapia.

e Sujetos con padecimientos agudos con hospitalizaciones recientes por
comorbilidades graves, con deterioro de sus condiciones generales o

ingreso a terapia intensiva.

Criterios de eliminacion.
e Sujetos con estudios de laboratorio incompletos o ultrasonido incompleto.

e sujetos que deseen ser excluidos del estudio.

Universo del estudio

Sujetos mexicanos adultos de cualquier sexo y derechohabientes a servicio de
salud de Pemex procedentes de la consulta externa de medicina interna,
endocrinologia o medicina general que acudan a estudios de laboratorio del

hospital central sur de alta especialidad y que accedan a participar en el protocolo.

Etnicidad
Todos los participantes tenian que ser mexicanos, con mas de dos generaciones
familiares de origen mexicanos, entre los 18 y 75 afios de edad, y previa firma de

consentimiento informado para participar.

14



Duracioén del estudio

El reclutamiento de pacientes se realiz6 desde Enero a Mayo del 2018

simultaneamente la recoleccion de datos.

Metodologia y procedimientos generales

1)

2)

3)

La base de datos del estudio se compone de los datos obtenidos mediante una
entrevista directa el dia que el sujeto acudia a laboratorio clinico del hospital,
para el cual mediante el diagndstico de DM2 reportado en la solicitud de
laboratorio se hacia la invitaciébn a participar en el protocolo, una vez que
aceptaba se procedia a realizar la toma de muestras sanguineas tanto para
quimica clinica completa como para los estudios genéticos, posteriormente
fueron programados un segundo dia para realizar el ultrasonido hepatico y de
ambas carotidas.

Las muestras sanguineas recolectadas para estudio genético se entregaban y
almacenaban por el laboratorio del HCSAE méaximo por 7 dias para ser
procesadas en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN).

Las caracteristicas generales obtenidas mediante el cuestionario de todos los
pacientes contienen la siguiente informacion: institucién de adscripciéon y ficha
de adscripcion, nombre del paciente, direccion, lugar de residencia, origen
étnico del sujeto y padres, teléfono, fecha de nacimiento, estado civil,
ocupacién, antecedentes familiares de diabetes, medidas antropométricas
(peso, talla), circunferencia de cintura y cadera, tabaquismo (indice tabaquico),

alcoholismo, diagnésticos previos, hospitalizaciones previas, tratamiento

15



4)

5)

farmacoldgico actual (especialmente tipo y dosis de hipoglucemiantes, uso de
estatinas, fibratos, antihipertensivos), uso de suplementos alimenticios o
medicina alternativa, tiempo de evolucion de enfermedades cronico (diabetes
mellitus, hipertension arterial sistémica, dislipidemia, enfermedad renal
cronica).

Los estudios de laboratorio: biometria hemética, quimica sanguinea ( glucosa,
urea, creatinina, nitrégeno ureico, acido Urico), hemoglobina glucosilada y perfil
de lipidos ( colesterol, triglicéridos, colesterol HDL, VLDL, LDL) proteina C
reactiva, Transaminasas ( AST, ALT, GGT) fosfatasa alcalina, bilirrubina
directa, electrolitos séricos (sodio, potasio, magnesio, calcio, fosforo).

Los datos de los métodos de imagen se obtendran de acuerdo a las
especificaciones y estandarizacion de un solo centro y validado por un solo

médico especialista: ultrasonido hepatico y carotideo bilateral.

Genotipificacion de SNP’s

Para la genotipificacion se utilizo el disefio comercial predisefiado Sondas TagMan

en un sistema StepOne Plus RT PCR (Aplicado Biosystems, Foster City, CA, EE.

UU.) Se utilizaron para genotipificar SNP: rs738409 (PNPLA3), rs780094 (GCKR),

rs2228603 (NCAN). La determinacion por este método para cada SNP’s fue de el

100% para rs738409 (PNPLA3), rs780094 (GCKR), y 95.16% para rs2228603

(NCAN) y no se observaron genotipos discordantes en el 20% de los duplicados

muestras.
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Determinacion de Higado Graso y grosor de intima media de carétida.

Todos los sujetos fueron sometidos a ultrasonido, los cuales fueron fueron
capturados y las imagenes con validacion de un solo operador.

El higado graso se evalué como la presencia o ausencia de esteatosis hepatica
mediante ecografia, identificada por un operador profesional utilizando el método
estandar, la presencia de ecogenicidad aumentada del higado en comparacion
con la corteza renal y fue reportado por grados de esteatosis como leve,
moderada o severa. El ultrasonido carotideo fue reportado como grosor de intima

media de carétida derecha o izquierda en milimetros (mm).

Aspectos éticos
1) El estudio cuenta con aprobacién del comité de bioética del Hospital Central
Sur de Alta Especialidad de Pemex con registro 76/17.
2) El proyecto cumple la normativa internacional y local de estudios de
investigacibn en humanos, acorde con la Ley General de Salud y la

Declaracion de Helsinki.

Recursos humanos, fisicos y financiamiento
Humanos

Se requerira la participacion del investigador principal, colaboradores,

coordinadores del proyecto de tesis y de otros servicios practicantes:

1) Hospital Central Sur de Alta Especialidad: Dr. César Alejandro Salinas Arce,

Dr. Martin Coronado Malagén, Dra. Nadia Ruth Cruz Cruz, Dr. Heriberto
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Hernandez Fraga, Dr. Pedro Arturo Zarate Rodriguez, Dra. Karina Ordaz
Lopez, Dr. Efrain Isaias Camarin Séanchez, Dra. Alma Yantela Seco
Sanchez, Dra. Karina Nufiez Barragén, Dr. Aurelio Ruiz Lépez.

2) Instituto Nacional de Medicina Gendmica: Dra. Mirelle Vanessa Gonzélez
Covarrubias, Dr. Samuel Canizales Quinteros, Dr. Hugo Villamil Ramirez.

Lic. Cintia Khain Guzméan Cruz.

Financieros

1) Todos los procedimientos de laboratorio clinico y ultrasonidos seran
financiados por el Hospital Central Sur de Alta especialidad.
2) Procedimientos de extraccion y genotipificacion seran financiados por el

Instituto Nacional de Medicina Gendmica.

Conflicto de intereses y vinculacién con laindustria farmacéutica.

Los investigadores involucrados no muestran conflicto de intereses. El estudio no
cuenta con ninguna relacion o financiamiento relacionado con la industria

farmacéutica.

Analisis estadistico

Utilizamos estadistica descriptiva para las variables numéricas que incluye
medidas de tendencia central y dispersion, media o mediana y desviacion
estandar. Las variables categodricas son representadas como frecuencias y

porcentajes. La prueba ANOVA, la prueba t de Student y la prueba de chi-
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cuadrado se usaron para evaluar la relacion entre variables cuando fueron
necesarias.

Se realiz6 un andlisis de regresién lineal mdltiple para evaluar el efecto
independiente de cada en los parametros bioquimicos. Se utilizaron modelos de
regresion logistica para evaluar la relacion de la esteatosis hepética y
engrosamiento intima media de carétida como igual o mayor a 0.9 mm. Se
incluyeron estos modelos de regresion a modelos de herencia (modelo aditivo,
dominante y recesivo). En los modelos de regresion fueron incluidas variables
confusoras (edad, sexo, IMC, tratamiento con estatinas, metformina y condiciones
como dislipidemia o hipertension arterial y tiempo de evolucion) cuando fueron
requeridas.

La fuerza de asociacion expresada mediante Odds Ratio (OR) e IC del 95%. Se
considerd una significancia estadistica a una p < 0.05. Para esto se utilizo el

software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 25.
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RESULTADOS
1.- Analisis descriptivo

a) Caracteristicas generales, demograficas.
Se incluyeron 245 pacientes fueron elegibles, de los cuales 2 fueron excluidos por
con infeccién por virus de hepatitis C, a 1 sujeto se detectd hepatocarcinoma,
quedando un total de 242 pacientes. Para el analisis descriptivo con edad
promedio de 62.49 (DE * 8.6) afios, un 57.9% correspondié a mujeres. indice de
masa corporal (IMC) una media de 29.6 (DE+4.85) Kg/m2, se encontrd6 una
prevalencia alta de obesidad (45% de la muestra) y solo un 16.9 % con peso
normal. Comorbilidades como Hipertensién arterial estuvo en el 55.8 % de sujetos
y dislipidemia en un 58.7 %.
Los afios de evolucion tanto para Diabetes mellitus como Hipertension la media
fue de 12.07 (DE+8.6) y 6.0 (DE+7.5) afios respectivamente. El porcentaje de
pacientes con menor a 10 afios de evolucion de DM fue de 56.6 % y 80% para
HAS. Las metas de control la glucosa sérica en ayunas el 52.5 % (127) estaba en
cifras igual o menor a 130 mg/dl, y para hemoglobina glucosilada < 7% fue 54.1%
(131). EL 100 % contaban con revision oftalmolégica, siendo el 85 % de estos
tener una revisibn menor a un afio. El 11.2% (27) presentaba algun grado de
retinopatia diabética y el 88.8% (215) estaba libre de enfermedad.
El 77.7 % tenia de tratamiento metformina sola o en combinacion con otro
tratamiento y 30.2 % usaba insulina. El 56.2% era originario de la ciudad de

méxico. Resto de caracteristicas basales se muestran en la tabla 1
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Tabla 1. Caracteristicas basales (n=242) *

HCSAE

(n=242)
Hombre* 102 (42.1)
Mujeres* 140 (57.9)
Edad en afios, media (DE) 624 (8.6)
IMC, Kg/m?, media (DE) 29.66 (4.85)
Peso normal, IMC* 41  (16.9)
Sobrepeso, IMC* 92 (38)
Obesidad* 109 (45)
Hipertensién* 135 (55.8)
Dislipidemia 142 (58.7)
Glucosa central, mg/dL, media (DE) 144.29  (59.11)
Hb A1C1 %, media (DE) 727  (1.75)
Colesterol total, mg/dL, media (DE) 186.88  (39.48)
Colesterol HDL, mg/dL, media (DE) 45.15 (13.14)
Triglicéridos, mg/dL, med (DE) 198.14  (105.55)
AST, mg/dL, media (DE) 27.09 (16.14)
ALT, mg/dL, media (DE) 32.01 (23.14)
GGT, mg/dL, media (DE) 49.4  (50.73)
Albumina 449 (0.32)
Fosfatasa alcalina 96.59 (36.32)

*Los datos se presentan como n (%) a menos que se especifique lo
contrario.

Abreviaturas: ALT : alanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa, GGT:
gammaglutamiltranspeptidasa, Hb A1C1: hemoglobina glucosilada.

b) Prevalencia de esteatosis hepéatica

De los 242 pacientes incluidos 222 sujetos (91.7%) tuvieron diagnostico para
algun grado de esteatosis hepatica y 20 sujetos (8.3%) reportados como sanos. La
distribucion para los grados de esteatosis fue de 47.50% para leve (115

individuos), 38.4% (93) esteatosis moderada, y 5.8% severa (14).
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c) Prevalencia de grosor de intima media carotidea > 0.9 mm.

La prevalencia de GIMC mayor a 0.9 mm fue 48.3 %. Dividida por tipo de

carotida 28.1% corresponde a caroétida derecha y 36.4% para cardtida izquierda.

M Carétida Derecha Carotida Izquierda
40.00% 36.40%
- 0,
30:00% 28.10%
25.00%
20.00%
15.00%
10.00%
5.00%
0.00%

> 0.9 mm

Griafica 3. Prevalencia aterosclerosis subclinica

Distribucion y frecuencias alélicas para rs738409 (PNPLA3), rs780094
(GCKR), rs2228603 (NCAN).

De los 242 sujetos genotipificados para PNPLA3, el 44.47 % (81) fueron para el
alelo GG , 45.86 % (111) para CT y 20.66 % (50) para CC. Para CGKR, 112
fueron para el alelo CC (46.28%), 102 para alelo CT ( 42.14%) y 28 para TT (
11.57%). La prueba de equilibrio Hardy-Weinberg fue equilibrada.

Las frecuencias alélicas para cada genotipo del PNPLA3 (rs738409) el alelo G fue
56.63 %, y 43.77 % para el alelo C; GCKR (rs 780094) la frecuencia del alelo C
67.63 %, el alelo T fue 32.78 %; y NCAN (rs 2228603) el alelo C fue 97.08 %, el

alelo T fue 2.9 %, para este ultimo no se encontraron homocigotos TT.
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d) Distribucién por condicion clinica.
32.8 % de los sujetos que presentaban esteatosis hepatica corresponde a GG,
45.4% GC y 21.5% CC para PNPLA3. EIl resto de frecuencias por grados de

esteatosis genotipos se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. pistribucion de alelos y esteatosis hepatica *

Esteatosis Esteatosis Esteatosis Esteatosis Sin
Tota Hepatica Hepatica Hepatica Hepatica Esteatosis
| (222) leve moderada severa hepética
242 (115) (93) (14) (20)
PNPLA3 rs 738409, n
(%)
GG 81 73 (32.88) 37 (32.17) 34 (36.55) 2 (14.28) 8 (40)
GC 111 101 (45.49) 51  (44.34) 43 (46.23) 7 (50) 10  (50)
CC 50 48 (21.62) 27 (23.47) 16 (17.20) 5 (37.75) 2 (10
GCKR rs780094,
n (%)
cc 112 104  (46.84) 54 (46.9) 42 (45.16) 8 (57.14) 8 (40)
CT 102 92 (41.44) 46 (40) 42 (45.16) 4 (48.57) 10 (50)
TT 28 26 (11.71) 15 (13) 9 (9.6 2 (14.28) 2 (10
NCAN rs2228603,
n(%)**
cC 226 207  (94) 109  (95.62) 84 (91.3) 14  (100) 19 (95)
CT 14 13 (6) 5 (4.38) 8 (8.7) 0 (0) 1 (5
TT 0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0 0 (0

*Los datos se presentan como n (%) a menos que se especifique lo contrario. ** 240

De los 117 individuos con GIMC mayor a 0.9 mm la prevalencia de genotipo GC

fue del 47.0% seguido de GG ( 32.4 %) para PNPLA3.

2.- Andlisis de asociacion
Dado que las variantes que analizamos también se han relacionado con otros
rasgos metabolicos, decidimos evaluar su asociacion con variables clinicas que se

han asociado con NAFLD como glucosa y transaminasas.

Encontramos asociacion entre los niveles de glucosa para los haplotipos GG (p

0.023 IC 93%) y CC ( 0.01 IC 95%) observado que los sujetos portadores de GG
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tienen una diferencia menor de glucosa (29.48 mg/dl) con respecto a la media de

los dos grupos, encontrando significancia estadistica.

300

250

200

150

miligrados/dl

100

50

Grafico 4. Medias de glucosa por genotipo

GG

Los niveles de transaminasas fueron analizados no encontrando relacién con

respecto a genotipo de PNPLA3, por lo que fueron divididos en grupos de

transaminasemia, observando relacion para GC y niveles de ALT (p 0.042 IC

95%).

Tabla 4.- asociacién PNPLA3 y transaminasemia.

PNPLA3
GG

CcC
GC

AST

ALT

GGT

normal

elevada

normal

elevada

normal

elevada

n % n

68 (32.2) 13
42 (19.9) 7

101 (47.9) 10

%
(43.3)

(23.3)
(33.3)

.228

.662
135

61

38
96

%
(31.3)

(19.5)
(49.2)

n
20

11
15

%
(43.5)

(23.9)
(32.6)

p
115

502
042"

n
68

36
91

%
(34.9)

1(8.5)
4(6.7)

n %
12 (27.3)

12 (27.3)

20 (45.5)

p
.335

.188
.884

*E| p valor fue calculado por andlisis T student
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Las diferencias entre los genotipos de sanos y esteatosis no alcanzé significancia
estadistica para establecer una asociacion entre PNPLA3 por andlisis de X? (tabla

3).

Tabla 3.- Relacion entre variante PNPLA3 y esteatosis hepéatica

Sanos Esteatosis hepatica
PNPLA3
N % N % pP*
GG 8 40.0% 73 32.9% Ns
cC 2 10.0% 48 21.6% Ns
GC 10 50.0% 101 45.5% Ns

*p valor calculado por X*

a) Relacion de grados de esteatosis con grosor de intima media de carotida

El andlisis de varianza (ANOVA) para grados de esteatosis y grosor de intima
media de carétida se encontré una relacion significativa; carétida izquierda P
0.020 ( IC 95% 0.66-1.024) carotida derecha p 0.003 ( IC 95% 0.58-1.03). (Gréfica

5)

Grafica5.- Relacion grados de esteatosis hepdtica y GIMC.
1.4000

1.2000
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2000 7957 .
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M Esteatosis severa

7513
6000
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2000

0000
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Mediante regresion lineal el rs738409 (PNPLA3) se asociacié niveles mas bajos
de glucosa sérica (Beta -13.3 Padd 0.013 IC 95%; Pdom 0.026 IC 95%) y con
tendencia a niveles més elevados de ALT pero no hubo significancia estadistica
(Beta 2.82 Padd 0.15 IC 95%). La hemoglobina glucosilada (A1C1), colesterol
total, triglicéridos, colesterol HDL y LDL no se encontré relacion
estadisticamente.

El SNP rs780094 (GCKR) se asoci6 con niveles bajos de HDL ( Beta — 0.054 Padd
0.035 IC 95%; Pdom 0.013 IC 95%). El resto de variables clinicas no se encontrd
significancia estadistica para los modelos de herencia. NCAN no tuvo asociacion

con parametros clinicos.

Tabla 4.- Asociacién SNP’S y parametros clinicos.

Beta ES P add P dom Pres
PNPLA3 ( rs738409)
Colesterol total 1.89 -0.027 0.661 0.428
Colesterol HDL 0.282 -0.033 0.661 0.484
Triglicéridos -3.84 9.35 0.682 0.793
Glucosa en ayunas -13.3 5.13 0.013 0.026 0.032
AST 1.75 1.37 0.205 0.917 0.25
ALT 2.82 1.95 0.15 0.963 0.137
GGT -3.3 4.46 0.458 0.141 0.630
Albumina -0.04 0.028 0.145 0.605
Al1C1 -0.197 0.153 0.198 0.104
GCKR (rs780094)
Colesterol total -0.023 0.021 0.279 0.90 0.9
Colesterol HDL -0.054 0.025 0.035 0.013 0.542
Triglicéridos 0.025 0.041 0.536 0.798 0.363
Glucosa en ayunas 0.009 0.32 0.787 0.989 0.579
AST 0.03 0.047 0.518 0.435 0.868
ALT 0.002 0.002 0.903 0.894 0.64
GGT 0.023 0.027 0.397 0.638 0.282
Alblimina 0.054 0.03 0.07 0.06 0.362
Al1C1l 0.011 0.025 0.658 0.329 0.563

El P valor fue calculado por modelo de regresion lineal.

Abreviaturas: ALT : alanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa
Pdom: P modelo de herencia dominante (GG+GC vs CC)

Paddi: P modelo de herencia additivo (GG + GC + CC)
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En la poblacion total con esteatosis PNPLA3, GCKR y NCAN no hubo asociacion

con los modelos genéticos. En la tabla 4 se muestran los resultados.

Tabla 4.- Asociacion de SNP’s y esteatosis hepatica.*

RM OR P IC
PNPLA3
Modelo Aditivo 0.324 0.724 0.337 0.374-1.401
Modelo dominante 0.908 2.47 0.240 0.545-11.27
GCKR
Modelo Aditivo -0.115 0.891 0.739 0.452-1.75
Modelo dominante -0.261 0.770 0.588 0.300-1.98
NCAN
Modelo Aditivo 0.193 1.21 0.858 0.147-9.99

*Ajustado por Edad, Sexo, IMC, y tratamiento.
P valor calculado por regresion logistica

Asociacion entre SNPs con grosor de intima media de carétida.

El SNP’s para NCAN se encontré un riesgo 1.4 veces mas para un GIMC mayor a

0.9 mm en derecha y 1.3 veces para la izquierd

a pero sin obtener una significancia

estadistica (P 0.547 IC 0.438-4.74 y P 0.64 IC 0.417-4.15). Los SNP’s PNPLA3

(rs738409) y rs780094 (GCKR) no se encontré asociacion.
Tabla 5.- Efecto de SNP’s en grosor de intima media de carétida*
IC
RM Padd Pdom OR IC 95%
PNPLA3 (rs738409)
Mayor 0.9 mm
Derecha 0.060 0.783 0.873 0.783 0.693-1.62 P <0.05
Izquierda -0.164 0.421 0.646 0.848 0.569-1.26
GCKR
Mayor 0.9 mm
Derecha -0.60 0.793 0.501 0.942 0.601-1.47
Izquierda 0.175 0.402 0.862 1.19 0.791-1.79
NCAN
Mayor 0.9 mm
Derecha 0.359 0.553 1.43 0.438-4.68
Izquierda 0.518 0.361 1.67 0.552-5.10

*Ajustado a Edad, Sexo, IMC, HAS, dislipidemia y uso de estatinas

P valor calculado por regresion logistica
Pdom: P modelo de herencia dominante (GG+GC vs CC)
Paddi: P modelo de herencia additivo ( GG + GC + CC)
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DISCUSION

Este estudio se realiz6 en poblacién con diagnéstico de diabetes mellitus tipo 2.
Considerando el tratamientos de estos pacientes los modelos de regresion
logistica y lineal fueron ajustados a dichas variables. La prevalencia de esteatosis
hepatica se encontré6 en mas del 91.7 % de la muestra, muy por arriba de lo
previamente documentado (34% y 54 % ) “*°. Tendria sentido ya que esta
poblacién cuenta con factores de riesgo asociados como la diabetes, obesidad
(45%) dislipidemia (58.7%), e hipertension arterial ( 55.8 % ).

Las frecuencias alélicas fueron similares a las reportadas en poblacion mexicana
56.63 % vs 59% (N. Méndez, et al. ) para PNPLAS3. El la poblacién con EH el alelo
de riesgo G estuvo presente en el 78.2 % de los individuos, resultados similares al
80.4% reportado por A. martinez, et al ®. Para presentar cualquier grado de
esteatosis el rs738409 incrementa un riesgo de 1.4 veces pero sin ser
estadisticamente significativo ( Padd 0.259 95% IC 0.745-2.86) similar a lo
encontrado en un metandlisis donde el riesgo encontrado fue de 1.3 (OR 1.34
95% Cl 5 0.82—2.20) tanto para modelos aditivos como dominante ©%. El alelo T
de rs780094 en GCKR y el alelo T de rs2228603 (NCAN) no encontramos una
asociacion.

Cabe sefialar que el rs738409 no fue asociado a esteatosis hepatica ni bajo los
grados de la misma, sin embargo este SNP se ha asociado fuertemente con
presencia de NASH, pero en este estudio estamos limitados al ultrasonido.
Encontramos que la variable de PNPLA3 afecta a factores de riesgo para

esteatosis como los niveles de glucosa donde la variable CC esté relacionado con
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mayores niveles de glucosa, contrario al los homocigotos GG sugiriendo que
confiere una susceptibilidad para mantener niveles bajos de glucosa, esto no ha
sido reportado previamente en estudios de asociacion. No encontrando asociacion
para los niveles de transaminasas, dichos resultados contrastan con lo descrito en
la literatura, una explicacion a esta contrariedad se puede encontrar en el uso de
metformina, la cual ha sido relacionada a disminucion de transaminasas en

NADFL en estudios previos ©> %

para lo cual se necesitan estudios de extensién
gue muestren esta tendencia asociada al genotipo.

El rs780094 (GCKR) se asocian a niveles de HDL (Padd 0.035 IC 95%; Pdom
0.013 IC 95%) esto ya descrito por Murata-Mori F. et al. ®”. No encontramos
asociacion de este genotipo con riesgo los demas factores de riesgo
convencionales como colesterol, triglicéridos o glucosa.

La variable rs2228603 (NCAN) no tuvo significancia estadistica para los perfiles de
colesterol, triglicéridos ni para esteatosis hepatica, dicho contraste con lo descrito
en poblacién mexicana concuerda con los reportado por Wu J. et al. ©® donde el

papel de este polimorfismo no demostré no ser un factor de riesgo. Para el grosor

de intima media carotidea los genotipos no hubo asociacién.
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CONCLUSIONES

La prevalencia de esteatosis hepatica y grosor de intima media carotidea mayor a
0.9 mm es alta en poblacion con diabetes mellitus 2. Hay una relacion entre los
grados de esteatosis con mayor GIMC. EI SNP PNPLA3 (rs738409) en la
poblacidon mexicana estudiada tiene una frecuencia alta, similar a la informada
(56.63 % vs 59%) esto favorece la esteatosis hepatica en pacientes del alelo de
riesgo, independientemente de los factores de riesgo convencionales. Pero no
encontramos una relacion del SNP con esteatosis hepatica ni GIMC mayor a
0.9mm en esta poblacion, sin embargo interviene en los niveles de glucosa sérica
en ayunas. El SNP’s GKCR se relaciono con niveles de HDL (Padd 0.035 IC 95%;
Pdom 0.013 IC 95%) pero no tuvo efectos sobre el riesgo de esteatosis hepatica o
mayor grosor de intima media carotidea al igual que rs2228603 (NCAN).

Nuestro estudio presenta dos limitaciones, primero tener un nimero limitado de
controles ( 8.2 % del total de la muestra) dado que la prevalencia de esteatosis fue
alta en esta poblacion. La segunda limitacion fue no haber realizado biopsias
hepaticas por lo que no se documentd que pacientes cursaran con esteatohepatitis
y no pudimos establecer asociaciones con este aspecto de la enfermedad
hepatica no alcohdlica.

Se puede suponer que PNPLA3 juega un papel independiente en la patogénesis
de NAFLD, y en desarrollo de presentaciones mas graves, pero también interviene
en factores de riesgo convencionales para el desarrollo de la misma. Se requieren

mas estudios de extension para conocer el papel de la variante de PNPLA3.
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