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RESUMEN

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) es altamente prevalente en la
poblaciéon mexicana, y comprende la acumulacion de lipidos en los hepatocitos (esteatosis) y el
desarrollo de procesos inflamatorios y de dafio hepatocelular (esteatohepatitis). La obesidad y
la resistencia a insulina son los principales factores de riesgo para el desarrollo de la EHGNA.
Ademds, los pacientes con EHGNA presentan anormalidades en el metabolismo de
aminoacidos (AA) y acilcarnitinas (AC). La modulacion en los niveles de estos metabolitos se
debe, en parte, a variantes en genes que participan en su metabolismo. La identificacion de
estas variantes genéticas podria ser utii como una aproximacion para evaluar si estos
metabolitos contribuyen causalmente al desarrollo de la EHGNA. Por ello, el objetivo de este
estudio fue Identificar metabolitos (AA y AC) circulantes asociados con la EHGNA, asi como
variantes genéticas relacionadas con los cambios en la concentracidén de estos metabolitos. El
estudio consistié de tres etapas: En la primera se cuantificaron AA y AC en sueros de 431
individuos mexicanos con obesidad y se evalué su relacién con la EHGNA. En la segunda etapa
se realiz6 un estudio de asociacion de genoma completo (GWAS) para identificar los
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) asociados con los niveles de los metabolitos
relacionados con la EHGNA y finalmente, se evalu6 si los SNPs identificados se asociaban con
los rasgos histoldgicos de la EHGNA o con un mayor riesgo de esteatohepatitis. Los resultados
mostraron que los niveles circulantes de los aminoacidos Ala (r=0.15, p=0.02), Tyr (r=0.25,
p=1.9x10"%), Pro (r=0.19, p=2.2x10"%), y Met (r=0.16, p=0.01); asi como las acilcarnitinas C3
(r=0.20, p=9.0x10""), C4 (r=0.17, p=0.01) y CB8:1 (r=0.24, p=8.9x10""°) correlacionaron
positivamente con mayor grado de esteatosis hepatica y otros rasgos histoldgicos de la EHGNA.
El escrutinio del genoma completo presenté asociacién de cinco variantes genéticas con
algunos metabolitos: rs5747933 en el gen PRODH con prolina (b=0.76, p=5.6x10'14), rs2066938
en el gen UNC119B con C4 (b=0.18, p=2.7x10'2°), rs1168067 en el gen CABP1 con C4 (b=-
0.12, p=3.5x10™""), rs1799958 en el gen ACADS con C4, (b=0.20, p=4.5x10°) y rs62440901 en
elgen SLC22A1 con C8:1 (b=-0.11, p=7.4x10'°8). De estas variantes, unicamente rs5747933 en
PRODH se asoci6 con un mayor riesgo de EHNA (OR=2.96, IC 95% = 1.57 — 5.56) y con los
rasgos histologicos de la EHGNA [grado de esteatosis (b=0.30, p=0.02), inflamacién lobular
(b=0.33, p=2.4x10'°3), balonamiento hepatocelular (b=0.23, p=0.02) y puntaje de actividad del
HGNA (b=0.85, p=9.6x10"*)]. Los portadores de la variante rs5747933 en PRODH mostraron
un mayor contenido hepatico de lipidos (p<0.05). Ademas, el analisis de aleatorizacion
mendeliana presentd una asociacion positiva de PRODH con el puntaje de actividad del HGNA

(BXY=0.037, p=0.002), sugiriendo que los niveles elevados de prolina pueden estar implicados



en el desarrollo de la EHGNA. En conclusién, los resultados de este estudio muestran que
mayores niveles circulantes de alanina, tirosina, prolina y metionina, y las AC C3, C4 y C8:1 se
asocian con la EHGNA. Ademas, el analisis de aleatorizacion mendeliana sugiere que niveles
elevados de prolina participan en el desarrollo de la EHGNA. Es necesario realizar estudios

funcionales del gen PRODH para corroborar su participacion en esta patologia.



I. ANTECEDENTES

1. Definicion de la enfermedad del higado graso no alcohdlico

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) se define como la acumulacién de
grasa en el higado mayor a un 5% del peso total del higado y del total de hepatocitos (Goh,
2006), que no es atribuible al consumo significativo de alcohol (<20g/dia) u otros farmacos (Liu,
2016). La EHGNA comprende una serie de manifestaciones histopatolégicas que van desde la
simple acumulacion de lipidos en los hepatocitos, denominada esteatosis simple, hasta etapas
mas severas de la enfermedad como la presencia de inflamacion lobular y el dafio hepatocelular,

clasificados en conjunto como esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) (Brown, 2016).

2. Fisiopatologia de la EHGNA

La EHGNA comprende la interaccion de multiples factores como son los genéticos,
epigenéticos, ambientales, y metabdlicos. Aun cuando los mecanismos moleculares que
conducen a la EHGNA no se han dilucidado en su totalidad, la “hip6tesis de las dos agresiones”
es la teoria mas aceptada para explicar su patogénesis (Day, 1998). Esta teoria propone la
necesidad de una primera agresion para la acumulacion hepatica de lipidos, proceso conocido
como esteatosis simple. La primera agresién sensibilizaria al higado ante la aparicién de una
segunda agresién, la cual conduciria a la activacion de procesos inflamatorios y de dafio

hepatocelular, proceso conocido como esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA).

2.1 La hipétesis de “las dos agresiones”

Primera agresion: Acumulacién hepatica de lipidos (esteatosis hepatica)

La primera agresiéon conduce al establecimiento de esteatosis hepatica, la cual se caracteriza
por una acumulacion hepatica de lipidos mayor al 5% del peso total del higado. Esta agresion
esta ocasionada principalmente por el aumento en la captacién hepética de lipidos desde la
circulacion (Figura 1). El incremento de acidos grasos libres (AGL) en la circulacion se debe, en
gran medida, a una mayor actividad lipolitica del tejido adiposo (Tilg, 2010; Than, 2015), efecto
comunmente ocasionado por la resistencia a insulina (RI) (Reccia, 2017). Es por ello que la Rl
se considera como un factor de riesgo para el desarrollo de esteatosis hepatica. El consumo de

dietas hipercaldricas también contribuye a una mayor cantidad de AGL en la circulacién. Por



otra parte, el establecimiento de esteatosis hepatica también es ocasionado por una menor
remocion de lipidos del higado, asi como por una mayor sintesis hepatica de AGL (lipogénesis
de novo, LDN) (Than, 2015; Reccia, 2017). Cabe mencionar que la evidencia apunta a que los
AGL provenientes del tejido adiposo y de la dieta contribuyen en mayor medida al

establecimiento de la primera agresién que aquellos producidos por la LDN (Tilg, 2010).

Tejido adiposo . ESTEATOSIS
esistente a insulina . SIMPLE
. —
- i
. , "
H
.

) @0

EHNA + Fibrosis

Y 3
Activacion ‘4’
T Activacion CES -
ALipslisis . /

(Liberacién AGL)

Disfuncién
vqig‘olcondri‘aul )
- Activacion de

respuestas
inflamatorias

Produccién
de glucosa

Figura 1. Esquema de la fisiopatologia de la EHGNA, de acuerdo a la hipétesis de las dos
agresiones. Modificada de Cusi, 2012. Abreviaturas: AGL, acidos grasos libes. TG, triglicéridos. RE,
reticulo endoplasmico. CK, células de Kupffer. CES, células estrelladas hepaticas. VLDL, lipoproteinas
de muy baja densidad. EHNA, Esteatohepatitis no alcohdlica.

Segunda agresion: Progresion a procesos inflamatorios (esteatohepatitis no alcohdlica)

De acuerdo a la hipétesis de las dos agresiones, el exceso de lipidos hepaticos acumulados
ocasiona que el higado sea mas vulnerable a la accién de una segunda agresion, la cual implica
una serie de procesos moleculares tales como la peroxidacion lipidica, la disfuncion
mitocondrial, el estrés del reticulo endoplasmico, la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y el estrés oxidante, eventos que en su conjunto pueden desembocar en el dafio
de los hepatocitos y el desarrollo de procesos inflamatorios, etapa conocida como
esteatohepatitis no alcohodlica (EHNA) (Cusi, 2012; Than, 2015) (Figura 1).

Diversos estudios sugieren que cuando existe una acumulacion exacerbada de lipidos en el

higado, se favorece la activacion de las células de Kupffer (CK), que son los macréfagos



residentes en el tejido hepatico (Lanthier, 2015). La activacion de las CK esta vinculada con la
produccion de moléculas pro-inflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa.)
y la interleucina 1 beta (IL-1pB), por lo que su activacion seria un factor importante la progresién
a EHNA (Reid, 2016). Ademas de las CK, otras células que son activadas en la segunda
agresion son las células estrelladas hepaticas (CES). Estas son sintetizadoras de colagena, por
lo que su activacion se vincula con el desarrollo de lesiones fibréticas (Byrne, 2015). Debido a
que en la esteatosis hepatica incrementa la cantidad de lipidos que ingresan a la mitocondria
para su oxidacion, la capacidad de oxidacion lipidica de la mitocondria es rebasada, lo que
conduce a la disfuncién mitocondrial, a la consecuente generacion de metabolitos téxicos
derivados de los lipidos y a la sobreproduccion de ROS (Adams, 2010; Cusi, 2009). Cuando las
ROS producidas exceden los sistemas antioxidantes propios de los hepatocitos se establece el
estrés oxidante la célula, evento caracteristico de la presencia de EHNA y que conduce al dafio

hepatocelular (Reccia, 2017).

2.2 Hipétesis de las “multiples agresiones”

Estudios recientes han argumentado que la etiopatogenia del HGNA es mas compleja que la
simple manifestacion de “dos agresiones” consecutivas, pues la evidencia apunta que se
requiere la participacion de diversos factores que actuen en conjunto y de manera sinérgica
para el desarrollo y progresion de esteatosis simple y esteatohepatitis no alcohdlica (Buzzetti,
2016; Tilg, 2010). De manera reciente, la microbiota intestinal se ha propuesto como un factor
importante en el desarrollo de la EHGNA. Modificaciones en la microbiota intestinal pueden
perturbar la permeabilidad de la mucosa intestinal y permitir el ingreso de endotoxinas

bacterianas como los lipopolisacaridos (LPS) (Buzzetti, 2016).

3. Factores de riesgo y epidemiologia de la EHGNA

3.1 El sindrome metabdlico

El higado graso no alcohdlico se considera como la manifestacion hepatica del sindrome
metabdlico, dado que la acumulacién hepatica de lipidos se correlaciona positivamente con las
siguientes caracteristicas: altos niveles de glucosa en ayuno (hiperglicemia), altos niveles de
triglicéridos en circulacion (hipertrigliceridemia), bajos niveles de colesterol contenido en
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL), aumento en la circunferencia de cintura y elevacion en

la presion arterial padecimiento (Yu, 2013; Asrih, 2015; Haas, 2016).



3.2 La presencia de obesidad

La presencia de obesidad ha sido sefialada como el principal factor de riesgo para el desarrollo
de la EHGNA. Estudios epidemioldgicos han mostrado que la EHGNA esta presente en
alrededor del 7 al 16% de personas normopeso (IMC<25 Kg/mz) (Mili¢, 2014). Este porcentaje
incrementa notablemente en presencia de algun grado de obesidad, siendo que mas del 70%
de los sujetos con obesidad (IMC=30 Kg/mz) presentan alguna etapa de la EHGNA (Than, 2015;
Williams, 2011). En individuos con obesidad modrbida (IMC=40 Kg/mz), la presencia de la
EHGNA es incluso aun mas alta (90%), constituyendo a este grupo como el mas vulnerable a
padecer esta enfermedad. Ademas, se ha estimado que el porcentaje de sujetos que progresan
de esteatosis simple a EHNA es de entre un 10 y un 30% (Levene, 2012; Younossi, 2018). En
presencia de obesidad mérbida, este porcentaje puede ser de hasta un 60%, particularmente
en poblaciones hispanoamericanas (Machado, 2006; Yu, 2013). Estudios realizados en
poblacién mexicana han sefialado que la frecuencia de la EHGNA es de entre un 17% y un 40%
en poblacion abierta (Cantoral, 2019; Juarez Hernandez, 2018; Moreno-del Castillo, 2018;
Lizardi-Cervera, 2006). Aun mas, de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de
Medio Camino 2016 (Hernandez-Avila, 2016), la prevalencia de obesidad en la poblacién
mexicana es >70%, colocando asi a esta poblacién en un alto riesgo de presentar EHGNA y

sus complicaciones (Younossi, 2018).
3.3 Diabetes tipo 2 y la EHGNA

La EHGNA esta estrechamente relacionada con la presencia de diabetes tipo 2 (DT2), siendo
la resistencia a insulina la principal alteracion metabdlica en que ambas patologias convergen,
en la mayoria de los casos (Tilg, 2017). Aproximadamente, un 22% de pacientes con EHGNA
presentan DT2 y este porcentaje es aun mayor en individuos con EHNA (44%) (Younossi, 2016).
Estudios epidemiolégicos han mostrado que, con frecuencia, la EHGNA precede al desarrollo
de DT2. Se estima que los sujetos con esteatosis hepatica manifiestan un riesgo dos a cuatro
veces mayor de desarrollar DT2 que aquellos sin esteatosis hepatica, y que alrededor de un
58% de los sujetos con EHGNA desarrollaran DT2 afios después (Lalluka, 2016; Armstrong,
2014; Anstee, 2013). Aun mas, estudios han mostrado que los defectos en la regulacion del
metabolismo lipidico que conducen a la EHGNA, se establecen previamente al desarrollo de
hiperglicemia y de DT2 (Anderson, 2014), por lo que la EHGNA constituye un importante factor

de riesgo para el desarrollo de DT2.
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Por otra parte, aun cuando la evaluacion histolégica basal muestre esteatosis simple en
ausencia de dafio hepatocelular, aquellos sujetos que presentan ambas patologias, EHGNA vy
DT2, tienen un mayor riesgo de progresar a la etapa mas severa de la EHGNA, EHNA, e incluso
evolucionar al desarrollo de fibrosis hepatica, una etapa donde ocurre la deposicion hepatica
excesiva de proteinas de la matriz extracelular (MEC), principalmente colagena (Bataller, 2005)
y que puede conducir a estados patoldgicos irreversibles como cirrosis y hepatocarcinoma
celular (Anstee, 2013). Estudios han mostrado que los pacientes con DT2 progresan a EHNA
en proporciones de hasta 80%, y a fibrosis hepatica en porcentajes de entre 30 y 40% (Goh,
2014; Bazick, 2015), por encima del 10% de progresion a EHNA reportado en pacientes con
EHGNA, pero sin DT2. La alta prevalencia de EHNA en pacientes con DT2 posee una gran
relevancia clinica, pues es la presencia de EHNA el fenotipo que se asocia con un mayor riesgo
de complicaciones patolégicas. Incluso, se predice que en los siguientes afios, EHNA se

convierta en la causa principal de transplante de higado en muchos paises (Wree, 2013).

Ademas de la resistencia a insulina, otras alteraciones metabdlicas conducen al desarrollo de
EHNA en pacientes con EHGNA y DT2; sin embargo, los aspectos moleculares de estas
alteraciones aun no se conocen en su totalidad, por lo que identificar qué otras alteraciones
metabdlicas tienen lugar al presentarse ambas patologias, es crucial para identificar a aquellos

sujetos con alto riesgo de desarrollar EHNA y/o fibrosis.

4. Métodos de diagnodstico para la EHGNA

En algunos casos, la presencia de la EHGNA esta acompafnada de una elevacion moderada en
la circulacion de las transaminasas hepaticas alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST). La cuantificacién sérica de ambas enzimas ha sido empleada
clinicamente como un indicador de dano hepatico, presente no solo en la EHGNA sino en otras
patologias hepatica (Sattar, 2014). Asimismo, se ha estimado que hasta un 80% de sujetos con
EHGNA presentan niveles normales de estas enzimas, imposibilitando su uso como marcadores
de diagndstico preciso de la EHGNA (Rinella, 2015; Voiculescu, 2014). Por ello, se han buscado
otras estrategias para identificar la presencia de la EHGNA, como es la ultrasonografia, la cual
puede detectar la presencia de esteatosis hepatica, ya que las vesiculas lipidicas le confieren
un aspecto “brillante” al higado (Ballestri, 2017). Sin embargo, la presencia de células
inflamatorias y dafio hepatocelular, caracteristicas de EHNA, no pueden ser observadas a través
de este procedimiento (Hannah, 2016). Con este fin se ha buscado desarrollar métodos
diagnésticos para la identificacion de EHNA, tales como la medicién sérica de marcadores de

inflamacion, como IL-6 o TNFa; asi como de dafo celular, como la citoqueratina 18 (Wong,

11



2018). Sin embargo, debido a la falta de especificidad de estos métodos, el diagndstico de

certeza para la EHGNA sigue siendo la evaluacion histoldgica en una biopsia hepatica.

4.1 Evaluacién histolégica

Para facilitar el diagndstico histologico, Kleiner y cols. desarrollaron el sistema de puntaje de
actividad del HGNA, el cual evalua los tres aspectos histopatolégicos mas relevantes: el
porcentaje de esteatosis, el grado de inflamacion y la presencia de balonamiento hepatocelular
(Kleiner, 2005). La esteatosis hepatica es la caracteristica central de la EHGNA, por lo que
identificar vacuolas lipidicas en mas del 5% de los hepatocitos define la presencia de la EHGNA
(Brown, 2016). La infiltracion de células inflamatorias (inflamacion intralobular) es la principal
caracteristica de EHNA (Takahasi, 2014). Ademas, el dafio hepatocelular que ocurre en la
EHNA ocasiona alteraciones en los filamentos intermedios del citoesqueleto, alterando asi la
morfologia del hepatocito y confiriéndole un aspecto ‘hinchado’. Este proceso se denomina
balonamiento hepatocelular y esta asociado con un mayor riesgo de progresiéon a fibrosis
(Matteoni, 1999). El sistema de puntaje de actividad del HGNA (NAS, por sus siglas en inglés)
considera la suma de estos tres aspectos histoldgicos, de tal forma que puede adquirir valores
de 0 a 8. Con base en esta clasificacion, las etapas de la EHGNA son: ausencia de HGNA
(Score = 0), esteatosis simple (Score 1-2, sin inflamacion lobular), Esteatohepatitis no alcohdlica
limitrofe (EHNA-L) (Score 3-4) y Esteatohepatitis no alcohdlica (Score =5) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion histologica de la EHGNA, de acuerdo al sistema de puntaje de actividad del
higado graso no alcohélico (NAS)

Balonamiento

Grado Esteatosis Inflamacién lobular
hepatocelular

0 <5 0 Ausente

1 5-33 <2 Poco

2 34-67 2-4 Abundante

3 >67 >4 -
Puntaje 3 3 2
maximo

Caracteristicas evaluadas en cada rubro: esteatosis, % de grasa hepatica. Inflamacion lobular, Focos de
inflamacién en zona lobular / 20x en campo éptico. Balonamiento hepatocelular, presencia o ausencia.

4.2 Biomarcadores clinicos

Debido a que las mediciones bioquimicas implementadas hasta la fecha son inespecificas del
EHGNA, a que la ultrasonografia no permite identificar la presencia de EHNA, y a que la toma

de una biopsia hepatica es un procedimiento altamente invasivo, en los Ultimos afios se han
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realizado esfuerzos para la identificacion de marcadores biolégicos (biomarcadores) especificos
de la EHGNA, que permitan diferenciar la presencia de esteatosis hepatica y de EHNA, que
puedan ser obtenidos a través de métodos con minima invasividad y que ademas sean
reproducibles (Alkhouri, 2016).

Para determinar si un biomarcador es especifico de la EHGNA, se toma en cuenta la
sensibilidad y la especificidad de la medicién, tomando como referencia el método diagndstico
de certeza, esto es, la evaluacién histolégica. Estos indicadores se grafican en una curva ROC
(receiver operating characteristic) y el calculo del area bajo la curva ROC (AUROC) se considera
un valor preciso de la utilidad de un biomarcador en la deteccion de la EHGNA. El valor de
AUROC puede adquirir valores de 0 a 1, siendo 20.9 el valor esperado para un biomarcador
preciso de la EHGNA. Los biomarcadores identificados hasta la fecha para el diagndstico de la
EHGNA tienen una baja sensibilidad y capacidad de deteccién de la EHGNA (AUROC < 0.8),
por lo que no permiten discriminar entre los distintos grados de esteatosis hepatica y tampoco
son especificos para la presencia de EHNA (Wong, 2018). Por lo tanto, aiin son necesarios mas
estudios para identificar nuevos biomarcadores, especificos de la EHGNA y que permitan la

deteccion de inflamacion y balonamiento hepatocelular.

Por otra parte, ademas de la identificacion de EHNA en tiempo basal, se han buscado
desarrollar modelos para predecir el desarrollo de EHNA vy fibrosis en pacientes con alto riesgo
de desarrollarla, como son los pacientes con EHGNA y DT2 en conjunto (Bazick, 2015). Estos
modelos manifiestan una buena especificidad (90%) pero baja sensibilidad (50%), ademas de
que incorporan los resultados obtenidos por métodos sumamente invasivos (la toma de biopsias
hepaticas en tiempo basal), por lo que aun es necesaria la busqueda de biomarcadores que
puedan relacionarse con el riesgo de progesion de esteatosis simple a EHNA en pacientes con
DT2. Para ello, es de suma importancia identificar aquellas moléculas en circulacion cuyas
concentraciones estén diferenciadas entre pacientes con EHGNA + DT2 y pacientes con
EHGNA pero sin DT2.

5. Alteraciones metabdlicas en la EHGNA

La identificacion de marcadores bioldgicos especificos de esteatosis hepatica y EHNA no solo
es util con fines de diagndstico y prediccion, sino que ademas puede proporcionar informacion
valiosa acerca de las alteraciones metabdlicas que pueden estar ocurriendo durante la EHGNA.
Los mecanismos moleculares causantes tales alteraciones metabdlicas involucran

modificaciones en la expresion y/o actividad de enzimas y transportadores participantes en rutas
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metabdlicas especificas. En consecuencia, existen cambios en los niveles de metabolitos
participantes en estas rutas metabdlicas (aumento o disminucién), lo cual proporciona una
medida indirecta de las alteraciones en estas vias metabdlicas (Camps, 2016). Una estrategia
valiosa para identificar los cambios en los niveles de metabolitos es la metaboldmica, que es la
identificacion del conjunto de compuestos organicos de bajo peso molecular (<1.5 kDa),
presentes en un sistema bioldgico y que forman parte de los procesos metabdlicos llevados a
cabo en la célula (Abu-Bakar, 2015). Dado que el higado participa en la regulacién de diversos
procesos bioquimicos a nivel sistémico, la identificacion de metabolitos diferenciados en la
EHGNA puede contribuir a un mejor entendimiento de las alteraciones bioquimicas que estarian

teniendo lugar durante esta patologia.

5.1 Alteraciones en el metabolismo de lipidos

Debido a que en la EHGNA existe un alto ingreso de AGL al higado, la capacidad metabdlica
mitocondrial es rebasada por la sobrecarga de lipidos presentes para ser oxidados (Liu, 2010;
Cusi, 2012). En consecuencia, intermediaros de la oxidacién lipidica pueden acumularse dentro
la mitocondria, salir al espacio citosdlico y, finalmente, a sitios extracelulares, constituyendo de

esta forma posibles biomarcadores del metabolismo oxidante mitocondrial (Patterson, 2016).

5.1.1 Sintesis y transporte de acilcarnitinas

Para que la B-oxidacion se lleve a cabo, los AGL deben ser transportados a través de la
membrana celular e ingresar a la matriz mitocondrial. Debido a que la membrana mitocondrial
es impermeable al paso de moléculas acil-CoA (Figura 2), los acidos grasos deben ser
esterificados con moléculas de carnitina para formar las acilcarnitinas (AC) (Figura 2), las cuales
pueden ser transportadas a través de la membrana mitocondrial (Figura 2). La conversion de
moléculas acil-CoA a acilcarnitinas es catalizada por la enzima carnitina-O-palmitoil transferasa
1 (CPT1), que se ubica en la membrana externa mitocondrial (McCoin, 2015). Una vez
generadas, las AC son ingresadas a la matriz mitocondrial a través de la translocasa de
carnitinas-acilcarnitinas (CACT), que esta ubicada en el espacio intermembranal de la
mitocondria (Schooneman, 2013). Finalmente, una vez localizadas en la matriz mitocondrial, las
AC son reconvertidas a moléculas de carnitina libre y acil-CoA por accion de la enzima carnitina-
O-palmitoil transferasa 2 (CPT2) (McCoin, 2015).
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Figura 2. Transporte de acidos grasos al interior de la mitocondria a través de la sintesis de
acilcarnitinas. Modificada de Lehninger, 2008. Se presenta el ejemplo del ingreso del acido laurico (C12).
Abreviaturas: CPT1, carnitina-O-palmitoil transferasa 1. CPT2, carnitina-O-palmitoil transferasa 2. CACT,
translocasa de carnitinas-acilcarnitinas.

Tanto CACT como CPT2 llevan a cabo pasos reversibles del transporte de las AC, por lo que,
bajo ciertas condiciones cuando los acidos grasos no son metabolizados eficientemente, estos
pueden acumularse en el interior de la mitocondria y promover su reconversidbn a sus
respectivas AC, la cuales saldrian al citosol y, en ultima instancia, al exterior de la célula (Noland,
2009).

Se ha identificado que las acilcarnitinas son exportadas al exterior de la célula por procesos de
difusion facilitada a través de las familias de transportadores de solutos organicos, SLC16 y
SLC22 (McCoin, 2015). En este sentido, existe evidencia de que los niveles de acilcarnitinas en
circulacion correlacionan con su concentracién intracelular, principalmente de los tejidos
muscular y hepatico (Bell, 1982; Pochini, 2004; Alves, 2011). Como consecuencia, los niveles
de acilcarnitinas en circulacién funcionan como biomarcadores de alteraciones en la oxidacién
de acidos grasos. Incluso, su medicién se ha implementado como estudios de rutina para la
identificacion de ciertos errores innatos del metabolismo (Rinaldo, 2008), en donde una o mas

enzimas participantes en la oxidacion y/o transporte de acidos grasos esta alterada, tendiendo
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como consecuencia la acumulacion de acilcarnitinas. Debido a que el higado es el principal
contribuidor a la oxidacion de acidos graso en estados de ayuno, la medicién de las
acilcarnitinas refleja principalmente la funcién hepatica en el metabolismo lipidico (McCoin,
2015).

5.1.2 Relaciéon de las acilcarnitinas con la EHGNA

Se ha reportado que en pacientes con EHGNA existen niveles mayores de AC, tanto en el tejido
hepatico como en la circulacién, en comparacién con individuos sin EHGNA (Kalhan, 2011;
Lake, 2015). A nivel molecular, las AC podrian estar ejerciendo el desarrollo de estrés oxidante
y la activaciéon de respuestas inflamatorias en el higado, razén por la que las AC son
consideradas moléculas ‘lipotoxicas’. Existe evidencia de que las moléculas lipotéxicas afectan
la senalizacion de insulina, lo que constituye un factor de riesgo principal en la etiopatogenia de
la EHGNA (Schooneman, 2013).

Las AC se clasifican de acuerdo a la longitud de su cadena carbonada: Cuando poseen de 2 a
5 carbonos en su cadena, se clasifican como AC de cadena corta. Cuando poseen de 6 a 12
carbonos en su cadena, se denominan como AC de cadena media. Cuando presentan 214
carbonos en su cadena, se clasifican como AC de cadena larga (Tabla suplementaria 1)
(Rinaldo, 2008). En general, las AC de cadena media y larga son productos del metabolismo de

los acidos grasos, mientras que las de cadena corta lo son del metabolismo de aminoacidos.

Se ha reportado que pacientes con esteatosis hepatica presentan mayores niveles hepaticos y
en circulacion de AC de cadena media y larga que los sujetos sin esteatosis (Kalhan, 2011;
Lake, 2015). Algunas AC tales como octanoil carnitina (C8), lauril carnitina (C12), palmitoil
carnitina (C16) y estearoil carnitina (C18) han sido asociadas no solo con la acumulacién
hepatica de lipidos, sino también con la progresion a EHNA, la etapa mas severa de la EHGNA,
tanto en modelos murinos como en humanos (Han, 2017; Lake, 2015). La participacion de las
acilcarnitinas como posibles agentes inflamatorios ha sido descrito recientemente,
particularmente para las acilcarnitinas de cadena media y larga (McCoin, 2015). En ensayos in
vitro realizados en macrofagos de roedores, se observd que la administracion de las
acilcarnitinas C12 y C14 inducia la activacion de NF-kB, un factor de transcripcion con actividad
pro-inflamatoria (Adams, 2009). Dado que la activacién de NF-xB, en conjunto con otras
moléculas pro-inflamatorias rio abajo como IL-6 y TNF-a, ha sido relacionada con la progresion

de esteatosis simple a EHNA (Than, 2015; Buzzetti, 2016), es probable que las AC sean ademas
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de un marcador de una incompleta oxidacion de AGL, agentes causales de resistencia a la

insulina, acumulacién hepatica de lipidos y progresion a esteatohepatitis no alcohdlica.

Ademas de las AC de cadena media y larga, algunas AC de cadena corta, tales como propionil
carnitina (C3) y a-metilbutirl/isovaleril carnitina (C5), se han relacionado con el desarrollo de
resistencia a insulina y la EHGNA (Newgard, 2009; Kalhan, 2011). Estas AC son subproductos
del metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada (Figura 2). La AC C3 resulta de la
oxidacién de isoleucina y valina, mientras que la AC C5, que comprende las especies a-
metilbutirl e isovaleril carnitina, resulta de la oxidacion de isoleucina y leucina, respectivamente,
(Newgard, 2009). El hecho de que sujetos con EHGNA presenten elevados niveles de C3 y C5
se ha atribuido principalmente a que los niveles de BCAA en estos pacientes son mas altos, en
comparacioén con los sujetos sin EHGNA (Kalhan, 2011).

5.2 Alteraciones en el metabolismo de aminoacidos

Ademas de las AC, estudios de metaboldmica conducidos en humanos han identificado que los
niveles séricos de ciertos aminoacidos (AA), principalmente los de cadena ramificada (BCAA,
por sus siglas en inglés) y los aromaticos (AAA), estan incrementados en presencia de la
EHGNA (Gaggini, 2018; Lake, 2015; Kalhan, 2011; Iwasa, 2015; Cheng, 2015).

Los AA son las unidades fundamentales que constituyen las proteinas, por lo que su presencia
en el organismo es vital para las funciones celulares. Sin embargo, en los ultimos afios se ha
identificado que los aminoacidos también poseen actividad bioldgica, participando en la
regulacion de diferentes rutas bioquimicas e interfiriendo en diferentes procesos celulares, que
incluyen la sefalizacién de insulina, la activacién de respuestas inflamatorias y la funcion
mitocondrial (Sunny, 2015; Lynch, 2014; Mu, 2018).

5.2.1 Aminoacidos de cadena ramificada y su participacion en la EHGNA

El aumento de los BCAA (leucina, isoleucina y valina) circulantes se ha relacionado con
alteraciones metabdlicas como la resistencia a insulina, DT2 e higado graso no alcohdlico
(Lynch, 2014). Los BCAA son aminoacidos esenciales que constituyen entre el 15y el 25% del
total de proteinas ingeridas en la dieta (Lu, 2013). El metabolismo de los BCAA comprende dos
etapas: en la primera, la transaminasa mitocondrial de los aminoacidos de cadena ramificada
(BCATm, por sus siglas en inglés) remueve el grupo amino de los BCAA, formando sus

respectivos cetoacidos de cadena ramificada (BCKA, por sus siglas en inglés) (Figura 3). En la
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segunda etapa, la deshidrogenasa de cetoacidos de cadena ramificada (BKCD, por sus siglas
en inglés) lleva a la produccion de moléculas acil-CoA, las cuales dan lugar a la formacion de
propionil carnitina (C3), isobutiril carnitina (C4), isovaleril carnitina / metilbutiril carnitina (C5) y
tiglil carnitina (C5:1) (Figura 3; Adams, 2011). Debido a que forman parte de la misma via
metabdlica, las alteraciones en los niveles de los BCAA frecuentemente estan acompafadas

por alteraciones en los niveles de las AC de cadena corta (Newgard, 2009).
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Figura 3. Metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada. En azul se resaltan aquellos metabolitos
cuantificados en el presente estudio. Abreviaturas: BCATm, transaminasa mitocondrial de los aminoacidos de
cadena ramificada. BCKD, deshidrogenasa de cetoacidos de cadena ramificada. aKG, alfa cetoclutarato. ALT,

alanina aminotransferasa. HMG-CoA liasa, hidroximetilglutaril-CoA liasa. Referencias: Adams, 2011;
Newgard, 2012; Lynch, 2014; Newgard, 2009; Shah, 2012; Schooneman, 2013.

Debido a que los BCAA son abundantes en las proteinas, la presencia de Rl, manifestada con
frecuencia en la EHGNA, promueve a una mayor liberacion de estos AA desde el musculo, esto
debido a que la Rl incrementa la protedlisis muscular, ocasionando asi que los BCAA aumenten
en la circulacion (Adams, 2011). Por otra parte, estudios de transcriptomica en higado han
identificado que una menor expresion de genes participantes en el catabolismo de los BCAA se
asocia con una mayor acumulacion hepatica de lipidos; ademas, los sujetos con EHNA
presentan una menor expresion de estos genes en comparacion con sujetos con esteatosis
simple (Lake, 2015). En el mismo sentido, se ha reportado un incremento en los niveles de
BCAA acorde con mayores grados histolégicos de inflamacién y balonamiento hepatocelular
(Gaggini, 2018). Aunado a esto, la evidencia en estudios in vivo sugiere que el incremento en
los niveles de BCAA no solo es una consecuencia de la EHGNA, sino que también podria estar
desempefiando un papel causal en el desarrollo de esta patologia. Un estudio en modelo murino
mostré que la suplementacién de BCAA incrementa los niveles de AGL acumulados en los

hepatocitos y promueve el dafio hepatico, esto a través de la sefializacion por AMPK y mTOR,
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ocasionando la activacion de la lipdlisis del tejido adiposo y la inhibicidon de la reesterificacion

de los AGL a triglicéridos en los hepatocitos, respectivamente (Zhang, 2016).

5.2.2 Aminoacidos aromaticos y la EHGNA

Ademads de los BCAA, estudios de metabolémica han asociado la EHGNA con niveles elevados
de los aminoacidos aromaticos (AAA) fenilalanina y tirosina (Kaikkonen, 2017). Se ha reportado
que los niveles séricos de tirosina son mayores en pacientes con EHNA en comparacion con
sujetos con esteatosis hepatica y sujetos sin EHGNA (Kalhan, 2011; Lake, 2015). Ademas,
niveles elevados de tirosina se han relacionado con mayores grados de inflamacion lobular,
balonamiento hepatico y fibrosis (Gaggini, 2018). De manera interesante, un estudio conducido
en adolescentes hispanos con EHGNA, diagnosticados por ultrasonografia, reporté que los
individuos con esteatosis hepatica presentaron mayores niveles séricos de tirosina en
comparacioén con los individuos sin esteatosis hepatica (Jin, 2016). Aun mas, al llevar a cabo un
analisis de rutas metabdlicas, se identificé que el metabolismo de tirosina era la ruta mas
desregulada en presencia de esteatosis hepatica, planteando asi la posibilidad de que las
alteraciones en el metabolismo de tirosina puedan estar intimamente relacionadas con el
desarrollo de la EHGNA. Por lo anterior, la identificacion de metabolitos relacionados con la
EHGNA es muy util, no solo con el fin de ser utilizados como biomarcadores clinicos de la
enfermedad, sino también como una medicidn indirecta para detectar alteraciones en rutas
metabdlicas, las cuales pueden tener como desenlace el desarrollo de la EHGNA. A pesar de
esta informacioén, los estudios a nivel metabolémico para la deteccién de un perfil de riesgo
asociado con la EHGNA aun son escasos.

6. Factores que regulan los niveles de metabolitos

6.1 La genética como modulador del metaboloma

Al ser una ‘imagen en tiempo real’ de lo que esta ocurriendo en el organismo, el metaboloma
estd modulado por factores exdgenos, como la dieta, y por factores endégenos, como la
genética (Dumas, 2014). La contribucion que la genética tiene en la variacion observada en los
niveles de metabolitos se denomina heredabilidad (Shah, 2009). Los niveles en circulacién de
AA y AC tienen una alta heredabilidad, siendo de entre un 33% y un 80% para el caso de los
AA 'y de un 23% a un 79% para las AC (Dharuri, 2014; Shah, 2009). En un estudio conducido
en >2,000 individuos de origen europeo, se estimd que la contribucion de la genética en la

variacion de los niveles en circulacién es mayor para los AA no esenciales que para los

19



esenciales, esto debido a que los AA no esenciales experimentan reacciones de sintesis y
degradacion, mientras que los AA esenciales no son sintetizados en el organismo (Rhee, 2013).
De manera interesante, Rhee y cols. plantearon la posibilidad de que la contribucion de la
genética en la modulacién de los niveles de metabolitos es incluso mayor que la contribucion

de variables clinicas como la edad, el sexo y el IMC.

Mediante el uso de herramientas gendémicas se pueden identificar variantes genéticas a gran
escala, en un amplio numero de muestras y en un corto periodo de tiempo. Una de las
estrategias mas empleadas para la genotipificacion de variantes genéticas, esto es,
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés) es por medio de
microarreglos de DNA (Bumgarner, 2013). Una vez conseguida la genotipificacion, se llevan a
cabo los estudios de asociacién del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés), que
consisten en identificar aquellos SNPs que estén asociados significativamente con alguna
variable de desenlace, en este caso, los niveles de algun metabolito. Los SNPs asociados
significativamente con variacién en los niveles séricos de metabolitos se definen como loci de
rasgos metaboldmicos cuantitativos (mQTLs, por sus siglas en inglés) (Suhre, 2016). La
identificacion de mQTLs asociados con la EHGNA puede proveer informacién a nivel molecular
acerca de la funcionalidad de enzimas y/o transportadores participantes en las rutas metabdlicas
de los AAy AC.

6.2 Variantes asociadas con aminoacidos y acilcarnitinas

Se han realizados algunos estudios con el fin de identificar mQTLs, los cuales han permitido la
localizacion de diferentes genes asociados a nivel de genoma completo (p<107®) con la variacion
en los niveles séricos de AA y AC (Tabla 2), siendo los siguientes loci los que se han replicado
con mayor consistencia: ACADM, asociado con los niveles de AC de cadena corta y cadena
media; ACADS, asociado con los niveles de AC de cadena corta; CPS1, asociado con los
niveles de glicina; PRODH, asociado con los niveles de prolina; SL16A9, asociado con los
niveles de carnitina libre y AC de cadena corta; SLC16A10, asociado con los niveles de tirosina
y otros AA; SLC22A1, asociado con los niveles de AC de cadena corta y cadena media, y
SLC22A4, asociado con los niveles de AC de cadena corta y media, y valina. Todos estos genes
tienen una relacion biolégica plausible con sus metabolitos asociados, codificando para
proteinas relacionadas con su transporte o metabolismo. No obstante, a pesar de la cantidad
de estudios conducidos para identificar mQTLs, todos han sido realizados en poblaciones de
origen europeo y uno en poblacion asiatica, por lo que no existe informacién disponible acerca

del impacto que las variantes identificadas en estos trabajos o variantes no descritas tienen en
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los niveles de AA y AC en poblaciones hispanas, en las cuales existe un alto riesgo de
desarrollar la EHGNA.
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Tabla 2. Estudios de asociacion del genoma completo realizados para la identificacion de variantes genéticas asociadas con los niveles de
aminoacidos y acilcarnitinas circulantes

Metabolomica:
muestra, método y

Estudio Pais n Genotipificacion . Genes SNP Metabolito p
metabolitos
cuantificados
. . . Suero
Gieger, 2008 Alemania 284 Microarreglo: MS/MS PARK2 r$992037 Lys 1.2E-07
Plos Genetics Affymetrix 500K .
363 metabolitos
ACADM rs211718 C12/C10 1.3E-63
ACADS rs2014355 C3/C4 5.1E-96
i i Microarreglo: Suero CPS1 r32216405 Gly 19E'30
e feemania¥ 4,809 Affymetrix 6.0 e MS/MS PHGDH rs541503 Omn/Ser 3.0E-12
alifgiGenetics eino Lnido lllumina Hap317K 163 metabolitos ScD rs603424 C14/C16:1 1.5E-17
SLC16A9 rs7094971 Co 3.8E-20
SLC22A4 rs272889 Val/C5 7.9E-15
ACADS rs2066938 C4/C3 4.4E-305
Microarreglo: CPS1 rs2216405 Gly 1.6E-27
Subre. 2011 Al _ y '”“m'”a?’oo Suero ETFDH rs8396 c10 5.5E-15
unre, emania y 2,820 umantiapsuvy, ULPC/GC - MS/MS PRODH rs2023634 Prolina 2.0E-22
Nature Reino Unido HumanHap610Q, 250 metabolitos
1M-Duo'y 1.2MDuo SLC16A10 rs7760535 lle/Tyr 1.4E-12
M SLC22A1 rs662138 c4/C3 7.3E-25
SLC22A4 rs272889 C5 7.4E-16
F12 rs2545801 Phe 8.7E-11
suero
Kettunen, 2012 : , . SLC16A10 rs6900341 Ala/Tyr 3.7E-15
P Finlandia 8,330 Microarreglo 1H-NMR
Nature Genetics 216 metabolitos SLC1A4 rs2160387 Ala/Val 2.6E-22
TAT rs4788815 Phe/Tyr 2.6E-14
CPSs1 rs7422339 Gly 2.4E-58
Rhee. 2013 Vi o, Plasma GCKR rs1260326 Ala 7.6E-12
e, 297 USA 2,076 icroarreg o LC-MS PRODH rs2078743 Pro 2.2E-14
Cell Metabolism Affymetrix 500K .
217 metabolitos SLC16A10 rs411604 Tyr 1.0E-08
SLC16A9 rs1171617 co 5.9E-26
Yu, 2014 Ush ©osy  GWAS Affymetrix LC/SGuSer-OMS SIAE rs12282107 C2 5.0E-14
Plos Genetics 6.0 chip 308 metabolitos CPS1 rs7422339 Gly 4.0E-12
Shin. 2014 Al ; Plasma o suero ABCC1 rs2062541 C6/C8 1.1E-25
n, . emania y 7,824 Microarreglo LC/GC - MS/MS ACADM rs4949874 c2/C6 2.0E-172
Nature Genetics Reino Unido .
529 metabolitos ACADS rs2066938 c4 3.16E-630
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ALX3 rs1466788 (010] 3.1E-16
CPS1 rs715 Gly 1.6E-147

IVD rs9635324 C3/C5 8.8E-43

PAH rs1498694 Phe 7.3E-11

PEXSL rs9842133 (010] 4.2E-12

PRODH rs2540647 Val /Pro 2.0E-70

SCAPER rs2404602 C4 3.6E-13

SLC16A10 rs9400467 Tyr 6.5E-14

SLC22A1 rs662138 C4 5.0E-49

SLC22A4 rs272889 Val/C5 2.6E-51

2p12 locus rs11687765 Val 3.5E-08

. Microarreglo y Suero cps1 rs715 Gly 1.3E-32
Demirkan, 2015 b icos bajos 2,842 Secuenciacion de 1H-NMR PRODH rs2540641 Pro 1.1E-19

Plos Genetics .

exomas 42 metabolitos SLC16A9 rs1171614 Co 4.8E-14

SLC7A9 rs8056893 Lys 2.1E-08
ACADL rs2286963 (04°] 2.8E-118

ACADM rs7552404 C8 1.8E-49

ACADM rs7552404 Cc10 3.0E-34

ACADM rs7552404 C10:1 3.5E-35

C4orf46 rs8396 C8 2.9E-14

C4orf46 rs8396 Cc10 2.0E-18

CPS1 rs16844839 Gly 3.4E-99

CPS1 rs715 Ser 2.8E-11

GLS2 rs2657879 GIn 1.9E-14

Paises bajos, HSD1786 r$12297049 Phe 1.1E-10

Draisma, 2015 Alemania, Suero PHGDH rs477992 Ser 2.5E-21
Nature Australia, 7,478 Microarreglos MS PRODH rs2238732 Pro 2.9E-39
Communication Estonia y Reino 163 metabolitos PRODH rs2540641 Pro 2.1E-59
Unido PSPH rs4947534 Ser 4.4E-18

SLC16A10 rs9400467 Tyr 1.7E-10

SLC16A9 rs1171606 (010] 6.1E-30

SLC16A9 rs1171614 (010] 1.5E-81

SLC16A9 rs1171614 C2 2.3E-15

SLC16A9 rs1171616 C3 5.6E-10

SLC22A1 rs662138 C8:1 1.5E-14

SLC22A16 rs12210538 C18:1 2.2E-11

SLC22A16 rs12210538 C18:2 5.0E-21

SLC22A4 rs270602 C2 2.1E-15
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SLC22A4 rs270601 C18:1 8.0E-16

SLC22A4 rs273914 C18:2 9.3E-23

SLC22A5 rs6893782 co 1.3E-17

THEMA4 rs10494270 Cc9 5.0E-13

GCSH rs10083777 Gly 3.0E-13

Finlandia GLDC rs140348140 Gly 3.7E-40

Kettunen, 2016 Holanda, ' Suero o plasma HAL 1s7954638 His 7 3E-15

Natgre . Alemanié 24,925 Microarreglos 1H-NMR. NDRG2 11998848 His 4.9E-10
Communications . . 123 metabolitos :

Paises Bajos SLC38A4 rs4554975 Ala 6.1E-13

SLC41A3 chr3:125905336:D Gly 1.1E-09

ASPG rs8012505 Asn 1.0E-14

Koshiba, 2016 , Secuenciacion del Plasma CPS1 rs1047891 Gly 1.0E-50

Scientific Reports Japén 512 genoma completo 1H'NMR. PAH rs118092776 Phe 1.0E-12
37 metabolitos )

PRODH rs5747933 Pro 1.0E-14

Rhee, 2016 T Famg Plasma PRODH rs2078743 Pro 2.2E-14

Nature USA 2,076 MS

Communications exomas 217 metabolitos PRODH rs5747933 Pro 2.3E-12

ACADM rs211723 C10 2.4E-23

ACADS rs1799958 C4 4.9E-224

CPS1 rs1047891 Gly 6.8E-112

Secuenciacion del GCDH rs8012 C5 2.6E-22

Long, 2017 . . genoma completo y Suero HAL rs61937878 His 1.6E-18

Nature genetics Reino Unido 2,049 secuenciacion de UPLC'MS/MS PHGDH rs478093 Ser 1.5E-13
644 metabolitos )

exomas PRODH rs2540645 Pro 1.7E-18

PRODH rs9604915 Pro 1.5E-11

SLC22A1 rs662138 C4 9.0E-24

SLC22A4 rs10075801 C5 7.4E-14

En negritas se resaltan los genes replicados en mas de 5 estudios.
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Se ha estimado que contribucién que la genética tiene en la EHGNA es de entre un 20 y un 50%
(Anstee, 2013), siendo mas alta para poblaciones hispanoamericanas que para otras
poblaciones, como la afroamericana (Sookoian, 2017). Estudios realizados para la identificacion
de variantes asociadas con la EHGNA han mostrado que existen al menos tres loci
independientes asociados con la esteatosis hepatica y en general, con el riesgo de la EHGNA:
El SNP rs748409 ubicado en el gen PNPLA3, el SNP rs58542926 localizado en el gen TM6SF2
y el SNP rs780094 ubicado en el gen GCKR. A pesar de que en diferentes estudios se ha podido
replicar la asociacién de estas tres sefiales, el porcentaje de variabilidad que puede ser
explicado por estas tres regiones genéticas es de alrededor del 10% (Sookoian, 2017). Por ello,
al buscar mQTLs implicados en el desarrollo y/o progresion de la EHGNA, permitiria la
identificacion de genes novedosos que no se han identificado por medio de estudios de GWAS
dirigidos a la EHGNA y que contribuyen a la predisposicién genética para el desarrollo de esta

patologia.

7. Integracion genémica-metabolémica en el estudio de la EHGNA

Si bien el abordaje metabolémico para el estudio de la EHGNA provee informacion muy valiosa,
éste no permite establecer con certeza si los niveles de metabolitos y/o sus rutas metabdlicas
se modifican como una consecuencia de la EHGNA o si estos cambios tienen un papel causal
en el desarrollo de esta patologia. Con este fin, una aproximacion que se ha desarrollado para
evaluar la posible causalidad de metabolitos en una patologia es el modelo de Aleatorizacién
Mendeliana (AM) (Holmes, 2017). La AM se basa en la premisa de que las variantes genéticas
son heredadas de forma aleatoria durante la meiosis y permanecen invariables a través del
tiempo; por ello, no pueden ser modificadas por procesos patolégicos u otros eventos. De
acuerdo con el modelo de AM, es altamente probable que un metabolito, tal como AA y AC,
tenga un papel causal en el desarrollo y/o progresion de la EHGNA si se cumplen los siguientes
criterios: 1) que los niveles séricos del metabolito se relacionen con la EHGNA, 2) que existan
variantes genéticas que modulen los niveles de estos metabolitos y 3) que estas variantes
genéticas se asocien de forma directa con la EHGNA, de manera independiente a factores de
confusion relacionados con el fenotipo (Lotta, 2016). Con base en el modelo de AM, la
identificacion de SNPs asociados con la variacién de los niveles de AA y AC relacionados con
el EHGNA, sugeriria que estos metabolitos estan conduciendo al desarrollo y/o progresiéon de
la EHGNA (Fig. 4).
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Figura 4. Modelo de Aleatorizacion Mendeliana propuesto para la identificaciéon de posible causalidad
de metabolitos en la EHGNA.
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Il. JUSTIFICACION

La EHGNA es una patologia de alta prevalencia en México y en el mundo. La presencia de
obesidad y la resistencia a insulina son los principales factores de riesgo para el desarrollo de
la EHGNA y la presencia de DT2 se asocia con un mayor riesgo de progresion de esteatosis
simple a esteatohepatitis no alcohdlica. Sin embargo, los desdrdenes en los procesos
metabdlicos que suceden en conjunto, en presencia de EHGNA y DT2, y que promueven al
mayor riesgo para la progresion a EHNA, aun no se conocen en su totalidad. Existen
alteraciones en el metabolismo de lipidos y de aminoacidos durante el desarrollo de esteatosis
hepatica y la progresion a esteatohepatitis no alcohdlica. Sin embargo, los mecanismos
moleculares implicados en estas alteraciones aun no se han dilucidado por completo. Alun mas,
no es posible determinar si las alteraciones en los niveles de estos metabolitos suceden como
una consecuencia del establecimiento de la EHGNA o si tienen un papel causal en el desarrollo
de esta patologia. Es por ello que un andlisis integrativo que combine la cuantificacién de
metabolitos en circulacion (metabolémica) asociados con la EHGNA vy la identificacion de
variantes genéticas relacionadas con estos metabolitos (gendémica), podria permitir: 1) una
mayor compresion a nivel molecular de las alteraciones existentes en el metabolismo de AA 'y
AC presentes en la EHGNA; 2) Identificar si existe una firma metabolémica diferenciada en
presencia de DT2 en los pacientes con EHGNA y que se asocie con el riesgo de EHNA; y 3)
por medio de la aproximacién de aleatorizacion mendeliana, establecer si la desregulacion del

metabolismo de AA y AC podria ser un agente causal del desarrollo de la EHGNA.
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lll. HIPOTESIS

La concentracion circulante de metabolitos (aminoacidos de cadena ramificada, aromaticos y
acilcarnitinas) sera mayor en presencia de la EHGNA, en comparacion con sujetos sin EHGNA.
Esta concentracion sera modulada, en parte, por variantes genéticas que también estaran

asociadas con la EHGNA.

IV. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Identificar aminoacidos y acilcarnitinas circulantes asociados con la EHGNA (esteatosis y
esteatohepatitis), asi como variantes genéticas relacionadas con los cambios en la

concentracion de estos metabolitos.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si existe asociacion de la concentracidén sérica de aminoacidos y acilcarnitinas
con la EHGNA vy sus rasgos histolégicos.

2. Analizar si la presencia de DT2 se asocia con un patron de metabolitos diferenciado en los
pacientes con EHGNA.

3. Identificar las variantes genéticas (SNPs) asociadas con la concentracion de los metabolitos
relacionados con la EHGNA.

4. Aplicar el Modelo de Aleatorizacién Mendeliana para determinar la causalidad de los
metabolitos en la EHGNA.
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V. METODOLOGIA
1. Poblacion de estudio

Se realizd un estudio de corte transversal, en el que se incluyeron 431 individuos con obesidad
sometidos a cirugia bariatrica para la reduccion del peso corporal, en el Hospital General “Dr.
Rubén Lenero”. Para el ingreso a cirugia bariatrica, los sujetos debian cumplir con las siguientes
caracteristicas: que tuvieran obesidad clase Ill (IMC=40 Kg/mz) u obesidad clase Il (IMC=35
Kg/m?) con presencia de una o mas comorbilidades como DT2, hipertension arterial,
concentracion sérica de triglicéridos =2 150 mg/dL o de C-HDL < 50 mg/dL (DeMaria, 2007).

Los criterios de inclusion para la participacion en el estudio fueron los siguientes: que los
individuos accedieran a la toma de una muestra de sangre y una biopsia de tejido hepatico. Los
criterios de exclusion fueron: que reportaran un consumo significativo de alcohol (=20 g/dia) y
que padecieran otras enfermedades hepaticas como hepatitis viral. El estudio fue aprobado por
el Comité de Etica del Instituto Nacional de Medicina Genémica y del Hospital General “Dr.

Rubén Lefiero”.
2. Medicion de parametros antropométricos

La evaluacién de los parametros antropométricos como el peso, la talla, circunferencia de
cintura y cadera se realizd6 conforme a las recomendaciones del manual de referencia de
estandarizacion antropométrica (Lohman, 1988), con equipos que cumplieron con los
estandares de calidad internacionales. El IMC se calcul6 dividiendo el peso corporal entre la
talla elevada al cuadrado (Kg/mz). El grado de obesidad se definié con base en la clasificacion
establecida por la OMS: Obesidad clase I, IMC235 Kg/m?) y obesidad clase Ill (IMC>40 Kg/m?).

3. Determinaciones bioquimicas

Para las determinaciones bioquimicas, se tomd una muestra de sangre periférica posterior a un
ayuno de 8 horas. La muestra se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos para separar el
suero para las determinaciones bioquimicas. La concentracion sérica de glucosa, insulina,
hemoglobina glucosilada, triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL y acido urico se midié por

métodos estandarizados comercialmente (UNICEL Dxc600, Beckman Coulter CA, USA).
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La concentracion de glucosa se midio por el método enzimatico de glucosa oxidasa. Los niveles
de insulina se determinaron mediante inmunoensayos (Access 2 Immunoassay System,
Beckman Coulter). El indice HOMA-IR (modelo de evaluacion de homeostasis de resistencia a
la insulina) se calculé como el producto de los niveles en ayuno de glucosa (mg/dL) e insulina
(ulU/mL), dividido entre 405 (Mathews, 1985). Para la medicion del porcentaje de hemoglobina
glicosilada (HbA1c) se emplearon estuches comerciales y métodos estandarizados (Beckman
Coulter). La concentracion de colesterol total (CT) se determind por el método enzimatico de
colesterol esterasa — oxidasa. Los niveles de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
(C-HDL) se midieron por métodos enzimaticos colorimétricos. A partir de los valores de CT y C-
HDL, se calcularon los niveles de colesterol LDL (C-LDL) (Friedwal, 1972). La actividad de las
enzimas de funcionamiento hepatico, asparto aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT) y gamma glutamil transpeptidasa (GGT), se evalué mediante métodos
comerciales estandarizados (Beckman Coulter,). La mediciéon de los niveles de leptina y
adiponectina se realiz6 mediante un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA)
(Linco, MO, USA).

Las determinaciones se llevaron a cabo en el Departamento de Endocrinologia y Metabolismo

de Lipidos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.

4. Evaluacioén histolégica

Las biopsias de tejido hepatico se obtuvieron al momento de la cirugia bariatrica y se tomaron
del I6bulo izquierdo mediante la técnica de reseccién de cufia con bisturi armonico. Las biopsias
se colocaron en tubos con RNAlater (Applied Biosystems, CA, USA) y se almacenaron a -80°C
hasta su utilizacién. Posteriormente, una porcion de la biopsia se fijo en formaldehido al 10% y
se embebié en parafina, seccionando y tiféndola con hematoxilina-eosina y tricromico de

Masson.

Para la caracterizacion histologica de las biopsias hepaticas se empled el sistema de puntuacion
semicuantitativo propuesto por Kleiner y cols. (Kleiner, 2005), el cual evalta tres aspectos
histoldgicos: el grado de esteatosis, los focos de inflamacion y la presencia de balonamiento
hepatocelular (tabla 1). Con la suma de los rasgos histologicos, se calcul6 el puntaje de actividad
del HGNA (NAS), el cual puede adquirir valores de 0 a 8. Con base en el puntaje NAS, los
individuos se clasificaron en los siguientes grupos: sin HGNA (NAS=0), esteatosis simple (NAS=
1-2, sin inflamacion), EHNA indefinido (NAS=3-4), EHNA (NAS =25). Las evaluaciones
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histolégicas se realizaron en colaboracion con un patélogo del Departamento de Patologia del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion (INCMNSZ).

La escala de fibrosis se consider6 en un rango de 0-4, clasificando a los pacientes en los
siguientes grupos: FO, sujetos sin fibrosis; F1, sujetos con fibrosis perisinusoidal o portal; F2,
sujetos con fibrosis perisinusoidal y portal/periportal; F3, sujetos con fibrosis en puente; F4,

sujetos con cirrosis.

5. Metabolémica dirigida

La medicidon de la concentracion sérica de aminoacidos y acilcarnitinas se llevd a cabo por
metaboldmica dirigida. Las muestras de suero se colocaron en papeles filtro de 5cm x 5¢cm
(Whatman 903TM, GE Healthcare Bio-Sciences Corp. MA, USA), afiadiendo tres alicuotas de
30 uL por papel filtro. Por separado, se agregaron 5 uL de cada uno de los sueros para formar
una mezcla de muestras, como control interno para las mediciones. Los papeles filtro se secaron
a temperatura ambiente durante 24 horas. Para su colocacién en placas de microtitulacion de
96 pozos, se hicieron perforaciones de 3 mm en cada uno de los papeles filtro (DBS Puncher

Instrument PerkinElmer).

Para la medicion por espectrometria de masas en tandem se empled un estuche comercial para
metaboldmica dirigida para aminoacidos y acilcarnitinas (NeoBase Non-derivatized MS/MS Kit,
PerkinElmer, Finland). Los viales con los estandares internos de aminoacidos y acilcarnitinas
se reconstituyeron con 1 mL de la solucion de extraccidn. En cada placa se colocé por triplicado
los controles analiticos de niveles altos y controles analiticos de niveles bajos, proporcionados
en el estuche comercial (Whatman, no. 903), asi como el control interno de las muestras (mezcla
de muestras). Para la preparacién de la solucion de trabajo se agregaron 100 pulL del estandar
interno de aminoacidos, 100 uL del estdndar interno de acilcarnitinas, 275 puL del estandar
interno de succinil acetona y 10.525 mL de la solucién de extraccion. Esta solucién se prepard

instantes previos a la medicidon de cada placa.

Para la extraccién y cuantificacion de metabolitos, por cada placa se llevé a cabo el siguiente
procedimiento: en cada pozo se afiadieron 100 uL de la solucion de trabajo y se cubrid con un
plastico auto adherente para microplaca. Durante 45 minutos, se incubé a 45°C con una
agitacion constante de 745 rpm. Posteriormente, se dejé reposar a temperatura ambiente
durante 3 minutos. Transcurrido este tiempo, las muestras se trasvasaron a placas termo-
resistentes con fondo en V y se cubridé con papel aluminio para evitar la evaporacion de las

muestras. Durante 2 horas, se incubd a temperatura ambiente. Finalmente, la placa se coloco
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en un auto-inyector 2777 C Waters auto-sampler (Waters Corp., Milford, MA) y para la inyeccion
de las muestras se empled una bomba de HPLC (Waters 1525u). Las muestras se analizaron
por espectrometria de masas en el equipo Micromass Quattro Micro APl Tandem Quadropole
System (Waters Corp., Milford, MA). El software empleado en el tandem fue MS/MS Quattro
Micro® Mass Lynx.

A través de este procedimiento se midi6é la concentracion sérica de 11 aminoacidos y 31
acilcarnitinas. En la tabla suplementaria 1 se muestra la lista completa de aminoacidos y

acilcarnitinas cuantificados, asi como los estandares internos empleados para la determinacion.

5.1 Control de calidad

En el primer paso del control de calidad, todos aquellos metabolitos cuyas concentraciones
estuvieran por debajo del limite de deteccion del equipo en mas del 50% de las mediciones se
descartaron del analisis. La lista completa de metabolitos excluidos del andlisis estadistico se

presenta en la tabla suplementaria 1.

En seguida, se realizaron graficas de Levey-Jennings, empleando los controles analiticos de
niveles altos y bajos, y los controles internos. Las muestras que tuvieran valores fuera de los
limites de dos desviaciones estandar eran reprocesadas. Se calculo el coeficiente de variacion
de los controles analiticos y los controles internos localizados en la misma placa (intraplaca) y
en diferentes placas (interplaca) para cada uno de los metabolitos analizados, verificando que

éste fuera < 30%.

6. Cuantificacion del contenido hepatico de lipidos

En un subgrupo de 110 muestras se extrajo lipidos del tejido hepatico por el método propuesto
por Folch y cols. (Folch, 1957). Brevemente, 50 mg de tejido hepatico se homogenizaron en
solucion salina (0.9%) y se realizd la extraccién por el método cloroformo/metanol en una
proporcién 2:1. La fase organica se evapord con la inyeccién de nitrdgeno gaseoso.
Posteriormente, los lipidos se resuspendieron en isopropanol y Triton X-100 al 10%. La
concentracion de triglicéridos, colesterol total, colesterol libre y fosfolipidos se determiné por
medio de ensayos colorimétricos comerciales (Diagnostic Systems, Holzheim, Bavaria,
Germany) y espectrofotometria (Beckham DU 640, CA, USA). Los datos se normalizaron con la

concentracion de proteina total y se reportan como mg/mg de proteina.
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7. Estudio de asociacion de genoma completo
7.1 Extracciéon de DNA

La extraccion de DNA gendmico se realizé a partir de 1 mL de sangre periférica, empleando el
estuche comercial QlAmp 96 DNA Blood Kit (QIAGEN, MD, USA), que se basa en la extraccion
por columnas en placas de 96 pozos. La concentracion del DNA se determind por
espectrofotometria en el equipo NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific), midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. Para el analisis de pureza, se utilizd el cociente
de las absorbancias registradas a 260/280 (presencia de proteinas) y 260/230 (presencia de
sales); ambos valores tenian que ser 2 1.2. Para el estudio de asociacion de genoma completo
(GWAS), se utilizaron 1.5 — 2 uyg de DNA gendmico para su inclusion en el microarreglo
multiétnico de genotipificaciéon (MEGA, por sus siglas en inglés) de la plataforma lllumina, el cual
contiene mas de 1,600 k SNPs.

7.2 Controles de calidad

Los controles de calidad estandares aplicados a los datos obtenidos del microarreglo fueron los

siguientes:

— Eliminacion de los SNP con un llamado de variante menor al 95% (aquellos que hubiesen
sido genotipificados en menos del 5% de los individuos).

— Eliminacion de los SNP con una frecuencia alélica menor al 5% en la poblacion de estudio.

— Exclusion de los SNP que no cumplieran con el equilibrio de Hardy Weinberg (p<1x10‘5).

Después del control de calidad, permanecieron un total de 624,242 SNP. A partir de estos, se
llevé a cabo la imputacion de marcadores, usando el Software Beagle. Posteriormente, aquellos
individuos con un llamado de variante <5% o con inconsistencias en la identidad genética y el
sexo fenotipico registrado, fueron removidos del analisis. Finalmente, 905,392 SNPs se

incluyeron en el analisis final de asociacion.
7.3 Asociacion genémica
El estudio de asociacion gendmica (GWAS) se realizé en el software Plink v1.07 bajo un

modelo aditivo, usando un modelo lineal mixto, que incluy6 las variables edad, sexo e IMC

como factores fijos del modelo. Dado que en la poblacion de estudio algunos sujetos eran
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parientes en primer grado, se considero la matriz de semejanza genética como una variable
de ajuste en el GWAS, utilizando para ello el software GCTA. En el modelo lineal mixto, el
genotipo se considera una variable numeérica que adquiere valores con base al numero de
copias del alelo menor, siendo 0 para la ausencia del alelo menor, 1 para una copia del
alelo y 2 para dos copias del alelo menor. Se consideré un valor de p<5x10® significativo a
nivel de genoma completo y de 1x10° a 5x10® como sugestivo de asociacién. La
localizacién de los SNPs con respecto a los genes de la regién se determind consultando
los sitios web dbSNP y ENSEMBLE.

7.4 Réplica de la asociacién genomica

Se busco replicar las sefiales obtenidas en el GWAS a partir de un nivel de significancia
sugestivo (p<10'6). Para ello, se empled un grupo independiente de sujetos mexicanos con
obesidad (IMC > 30 Kg/m2, n=245), para los cuales el criterio de inclusion fue que donaran una
muestra de sangre. En este grupo de réplica se cuantificaron los niveles séricos de aminoacidos
y acilcarnitinas. Del paquete linfocitario se extrajo el DNA para la genotipificacion de variantes
genéticas en los microarreglos MEGA y MEGA™. Una vez obtenidos los valores de asociacion
en el grupo de réplica, se realizé6 un meta-analisis conjuntando la poblacion de estudio con el
grupo de réplica (N=676). El meta-analisis se realizé con el método de varianza inversa en el

software METAL (Willer, 2013), considerando un valor de P<5x10"® como significativo.
8. Modelo de Aleatorizacion Mendeliana
8.1 Modelo de Estimacion de Métodos Causales

El analisis de Aleatorizacién Mendeliana (AM) se llevé a cabo a través de dos modelos distintos.
El primero fue el modelo convencional de AM, denominado Estimacion de Métodos Causales
(Teumer, 2018), que consiste en lo siguiente: Primero se estima el efecto de una variable
instrumental (Z) en una variable de exposiciéon (X), ajustando por variables de confusion
relacionadas. Posteriormente, se lleva a cabo la asociacién de la variable instrumental (Z) con
la variable de desenlace (Y), obteniendo asi un efecto causal directo, independiente de variables
de confusién. En este caso, la variable instrumental (Z) esta representada por las variantes
genéticas, la variable de exposicion (X) constituye los niveles séricos de metabolitos y la

asociacion entre ambas esta dada por los resultados del GWAS. La variable de desenlace (Y)

34



esta representada por el fenotipo de la EHGNA y sus rasgos histoldgicos, y las variables de

confusion son la edad, el sexo, el IMC y el estatus de DT2.

En la Estimacién de Métodos Causales, se llevd a cabo una regresion logistica multinomial para
evaluar el riesgo de EHGNA y EHNA conferido por la presencia de SNPs asociados con los
niveles séricos metabolitos. Para evaluar el riesgo de EHGNA, se comparé el grupo de sujetos
sin EHGNA (grupo control) con el grupo de sujetos con EHGNA (esteatosis simple y EHNA).
Para evaluar el riesgo de EHNA, se comparé al grupo de sujetos sin EHNA (control y esteatosis
simple) con el grupo de sujetos con EHNA. El andlisis se ajustd por variables de confusion tales
como edad, sexo, IMC, estatus de DT2 y los primeros dos componentes de la matriz de
semejanza genética, lo cual permite llevar a cabo la comparacion entre individuos
emparentados. Adicionalmente se llevo a cabo un analisis de regresion lineal multivariada, para
evaluar la relacién de SNPs con los rasgos histolégicos de la EHGNA. En este analisis, los
SNPs se ingresaron como variables continuas, adquiriendo valores de 0, 1 0 2 (siendo 0 para
la ausencia del alelo menor, 1 para una copia del alelo y 2 para dos copias del alelo menor), y
se considero la edad, el sexo, el IMC, el estatus de DT2 y los primeros dos componentes de la

matriz de semejanza genética como variables de ajuste.

8.2 Modelo de Estimaciéon de Cuadrados Minimos en Dos Pasos

El segundo modelo empleado para llevar a cabo el analisis de AM fue la Estimacion de
Cuadrados Minimos en Dos Pasos (2SLS, por sus siglas en inglés) (Teumer, 2018; Burgess,
2017) que consiste en lo siguiente: en el primer paso, se lleva a cabo una regresion entre la
variable instrumental (Z)y la variable de exposicién (X), obteniendo asi valores ajustados (X)
que son independientes de otras variables de confusién y que consideran la variacion explicada
por la variable de instrumental (Z) en la variable de exposicién (X). En el segundo paso, se
realiza una regresion de la variable de desenlace (Y) en los valores ajustados (X), obteniendo
asi un efecto estimado causal Bfr. En este modelo, la variable instrumental (Z) esta
representada por las variantes genéticas, la variable de exposicion (X) constituye los niveles
séricos de metabolitos y, dado que la variable de desenlace (Y) debe ser una variable continua,

ésta considera al puntaje de actividad del HGNA (NAS) dentro del modelo.
9. Cuantificacion de la expresiéon génica

En un subgrupo de 151 muestras, se extrajo RNA total de tejido hepatico. Una parte de la biopsia

hepéatica se colocd en Trizol (Thermo Fisher Scientific), se homogenizd en un equipo Polytron

35



PT 2500 E y se llevé a cabo la extraccion de RNA por el método cloroformo-isopropanol. Se
realizé un tratamiento con DNAsas para la remocién del DNA gendmico y con inhibidores de
RNAsas (DNasa | recombinant, RNAase-free, Roche). Posteriormente, se llevé a cabo un
segundo procedimiento de extraccion por el método cloroformo-isopropanol. EIl RNA obtenido
se cuantificd por espectrofotometria en el equipo NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific).
Los controles de calidad para el RNA obtenido fueron los siguientes: cumplir con las relaciones
260/280 y 260/230 = 1.20 y observar en un gel de agarosa las bandas correspondientes al RNA
ribosomal 18S y 28S, indicando una buena integridad del RNA.

Se emplearon 500 ng de RNA total extraido del tejido hepatico para la sintesis de cDNA,
utilizando los reactivos del estuche comercial TagMan Reverse Transcription (Applied
Biosystems). Una vez obtenido el cDNA, se llevo a cabo la determinacién de la expresion
relativa del mRNA del gen PRODH, utilizando a HPRT como gen constitutivo. Los oligos
especificos para el ensayo se disefiaron con el software en linea Universal ProbeLibrary System
Assay Design (Roche) y fueron los siguientes: PRODH-F, 5'— GCGCCATCCTGGACTATG - 3"
PRODH-R, 5'- CAGCTGAGGTGCAGGACTC - 34 HPRT-F, 5' -
TGACCTTGATTTATTTTGCATACC - 3'; HPRT-R, 5' — CGAGCAAGACGTTCAGTCCT - 3.
Para la amplificacion se uso el reactivo Light Cycler TagMan Master Real Time PCR y las sondas
TagMan No. 25 y No. 73 de la libreria universal de Roche (Roche) para amplificar PRODH y
HPRT, respectivamente. Todos los ensayos de expresion génica se llevaron a cabo en el
termociclador LightCycler 480 v2.0 (Roche Applied Science, CA, USA). La expresion de mRNA

se calculo en relacion a la expresion del gen HPRT, empleando el método 27447,
10. Analisis estadistico

Se aplicd la prueba estadistica Kolmogorov-Smirnov para determinar si las variables continuas
tenian una distribucién normal. En caso de no presentar una distribucion normal (P<0.05), las
variables se transformaron por medio de logaritmo base 10, raiz cuadrada o raiz cubica, segun
fuera el caso, para una aproximacion a la normalidad.

El andlisis discriminante de cuadrados minimos parciales (PLS-DA, por sus siglas en inglés) se
llevd a cabo con las determinaciones metabolémicas como variables cuantitativas explicativas.
Como observaciones de desenlace se tomé en cuenta el fenotipo de la EHGNA (esteatosis
simple, EHNA-L o EHNA) o el estatus de DT2.

La comparacién de medias entre grupos se llevd a cabo empleando la prueba t de student para

comparar dos grupos y la prueba ANOVA de una via con prueba post hoc Tukey para
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comparacién de mas de dos grupos. Las variables categéricas se compararon con la prueba
chi-cuadrada. Los analisis de correlaciones parciales y regresion lineal se realizaron usando
como variables de ajuste la edad, el sexo, el IMC y el estatus de DT2. Los valores de P fueron

corregidos empleando el método de las comparaciones multiples (FDR, False Discovery Rate).
Todos los analisis estadisticos se realizaron en el software estadistico SPSS Statistics (IBM

SPSS Statistics, version 24, Chicago, IL, USA) y en la paqueteria de programacién en R. Los

graficos se realizaron en el programa GraphPad Prism (San Diego, CA, USA).
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VI. RESULTADOS

1. Caracterizacion de la poblacion de estudio

De los 431 individuos incluidos en la poblacién de estudio, 43 (10%) fueron clasificados como
sujetos sin EHGNA (grupo control) y los 388 restantes (90%) se ubicaron en alguna etapa de la
EHGNA. De estos, 86 (20%) tuvieron esteatosis simple, 136 (32%) fueron individuos con EHNA
indefinido/limitrofe (EHNA-L) y 166 (38%) fueron del grupo de EHNA. En la figura 5 se

esquematiza la frecuencia de la EHGNA y sus etapas en los diferentes grupos de estudio.
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Figura 5. Frecuencia de la EHGNA en la poblacién de estudio. /zquierda: Prevalencia de la EHGNA en la
poblacién de estudio. Derecha: clasificacion de la poblacion en funcion de la severidad de la EHGNA, de
acuerdo a la evaluacion histolégica. Abreviaturas: ES, esteatosis simple. EHNA-L, esteatohepatitis no
alcohdlica limitrofe. EHNA, esteatohepatitis no alcohdlica. Los numeros arriba de las barras indican el
porcentaje de individuos.

El 76% de la poblacidon de estudio fueron mujeres. Este porcentaje varid entre los distintos
grupos de estudio: 81% en el grupo control; 83% en el grupo con esteatosis simple (ES); 77%
en el grupo con EHNA-L y 72% en el grupo con EHNA. Estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Tabla 3).

La mediana del indice de masa corporal (IMC) de los sujetos de estudio fue de 43 Kg/mz. A
través de los grupos de estudio, el IMC incrementd proporcionalmente a la severidad de la
EHGNA: la mediana de IMC en el grupo control fue de 40.4 Kg/mz; en el grupo con ES fue de
41.2 Kg/mz; en el grupo con EHNA-L fue de 42.9 Kg/m2 y en el grupo con EHNA fue de 45.2
Kg/mz. El IMC de los grupos con EHNA-L y EHNA fue significativamente mayor que el del grupo
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control (Tabla 3). La frecuencia de DT2 en la poblacién de estudio fue del 30% y fue
significativamente diferente entre los distintos grupos de estudio. De los sujetos del grupo
control, 6 (14%) fueron diabéticos; en el grupo con ES, 22 (25%) tuvieron DT2; 43 sujetos del
grupo EHNA-L tuvieron DT2 (30%) y 57 (33%) individuos en el grupo EHNA fueron diabéticos.

La presencia de algun grado de fibrosis tuvo una frecuencia del 20.4% (n=88). De estos sujetos,
69 (16%) presentaron el menor grado de fibrosis, F1; 15 (3.5%) se ubicaron en el grado de
fibrosis F2; tres (0.7%) presentaron grado de fibrosis 3 y solamente un individuo (0.2%) mostré

el grado mas severo de fibrosis, F4.

2. Parametros antropomeétricos y bioquimicos

En la tabla 3 se muestran los parametros antropométricos y bioquimicos de la poblacién de
estudio. No hubo diferencias significativas entre los grupos de estudio con respecto a la edad,
los niveles de glucosa, hemoglobina glucosilada, colesterol total, colesterol LDL y leptina. Se
obtuvieron valores mas altos de IMC, indice HOMA, insulinay enzimas ALT y GGT en los grupos
con EHNA-L y EHNA en comparacion con el grupo control. De estas mediciones, los niveles de
insulina y enzimas ALT y GGT fueron estadisticamente mayores en los individuos con EHNA
en comparacion con los sujetos del grupo de ES y EHNA-L. Los niveles de colesterol HDL y
AST fueron mas altos y los de adiponectina mas bajos en los individuos con EHNA en
comparaciéon con los demas grupos. Se observaron mayores niveles de triglicéridos circulantes
de manera proporcional a la severidad del HGNA, teniendo los grupos con ES, EHNA-L y EHNA
mayores niveles que el grupo control y el grupo con EHNA mayores niveles que los individuos
con ES y EHNA-L, aunque no hubo diferencias significativas entre los grupos con ES y EHNA-
L.
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Tabla 3. Parametros antropométricos y determinaciones bioquimicas de la poblaciéon de estudio

Parametro

CTRL (n=43) 9%

ES (n=86) 20%

EHNA-L (n=136) 32%

EHNA (n=166) 39%

Sexo (%F)
Edad (afos)
IMC (Kg/m?)
DT2 (%)
Glucosa (mg/dL)
Insulina (uIU/mL)
HOMA_IR
HbA1c %

TG (mg/dL)
CT (mg/dL)
HDL-C (mg/dL)
LDL-C (mg/dL)
AST (IU/mL)
ALT (IU/mL)
GGT (IU/mL)
Leptina (pIU/mL)
Adiponectina (plU/mL)

35 (81.4)
39.0 (30.0 - 48.0)
40.4 (37.4 - 44.1)

6 (13.9)

90.0 (75.3 - 100.3)

9.0 (4.8 - 12.0)

1.8 (1.0 -2.9)

5.3 (4.9 -5.6)
100.0 (78.0 - 136.0)
157.0 (145.0 - 185.0)

38.0 (34.0 - 45.0)
96.2 (81.8 - 125.0)
24.0 (20.0 - 32.0)
21.0 (16.0 - 31.5)
14.0 (10.0 - 22.0)
30.6 (17.9 - 47.4)
8.5(7.2-11.6)

71 (82.6)

36.5 (30.0 - 44.3)
41.2 (37.8 - 45.3)
22 (24.7)a
87.0 (75.3 - 94.0)
11.1 (7.4 - 15.1)
2.3(1.3-3.4)
5.3 (5.1-5.7)
126.0 (95.5 - 162.8) *
173.0 (155.0 - 197.8)
35.5 (31.0 - 45.0)
110.0 (92.0 - 131.9)
25.0 (20.0 - 31.0)
25.0 (18.5 - 34.0)
16.5 (13.0 - 23.3)
31.2 (22.4 - 46.4)
7.4 (5.9 - 10.8)

105 (77.2)
37.0 (30.0 - 45.0)
42.9 (40.0 - 48.9) *
43 (29.9)a
90.5 (78.3 - 94.0)
12.4 (8.0 - 15.1)*
2.8 (1.6 - 3.4)*
5.6 (5.3-5.7)
130.0 (98.3 - 162.8) *
168.0 (147.0 - 197.8)
36.8 (30.0 - 45.0)
104.2 (88.1 - 131.9)
27.0 (22.0 - 31.0)
27.0 (19.0 - 34.0) *
18.0 (14.0 - 23.3) *
34.4 (20.3 - 46.4)
7.4 (5.9 - 10.8)

118 (71.5)
37.0 (29.0 - 43.0)
45.2 (40.0 - 49.3)
57 (32.9)a
94.0 (83.0 - 107.5)
15.7 (10.6 - 22.9) ** &
35(23-54)*
5.5 (5.2 -5.9)

143.0 (111.0 - 189.0) **3
167.0 (145.0 - 194.0)
34.0 (28.0 - 40.0) »*§

101.6 (80.8 - 126.0)
30.5(24.0 - 46.3) ***§
33.0 (24.0 - 48.0) »*§
21.0 (16.8 - 32.0) ™%

40.7 (24.1 - 59.8)
6.6 (4.9-8.1)*"8

Los datos se presentan como mediana y (rango intercuartilar). Prueba estadistica: ANOVA de una via, post hoc Tukey con nivel de significancia del 95%. Valor de
P < 0.05 para las siguientes comparaciones: * vs control, # vs ES, § vs EHNA-L. Prueba de chi cuadrada entre variables categoricas, a: Valor de P < 0.05.
Abreviaturas: ES, esteatosis simple; EHNA, Esteatohepatitis no alcohdlica; EHNA-L, EHNA indefinido/limitrofe; %F, porcentaje del sexo femenino; DT2, Diabetes
Tipo 2; IMC, indice de masa corporal; HbA1c, hemoglobina glicosilada; HOMA-IR, indice del modelo homeostatico para la evaluacién de resistencia a la insulina;
TG, triglicéridos; CT, Colesterol total; HDL-C, colesterol en lipoproteinas de alta densidad; LDL-C, colesterol en lipoproteinas de baja densidad; AST, aspartato
aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; GGT, gamma glutamil transferasa; Adip, adiponectina. IU: unidades internacionales.
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3. Asociacion de metabolitos con la EHGNA

En primer lugar, se buscé identificar si existia un perfil especifico de metabolitos que diferenciara
a los individuos con EHGNA de aquellos sin EHGNA y que permitiria identificar las diferentes
etapas de la EHGNA. Para ello, se llevo acabo un analisis discriminante de cuadrados minimos
parciales (PLS-DA), usando las determinaciones séricas de metabolitos como variables
explicativas y las etapas de la EHGNA como observaciones de desenlace. El analisis PLS-DA
mostré que no existe un perfil metaboldmico especifico diferenciado entre los grupos de la

EHGNA (Figura 6), por lo que se procedié a analizar individualmente cada metabolito.

litos, PLSDA comp 1 -2

Diagnosis

O SinHGNA

A Esteatosis
Indefinido

X Esteatohepatitis

X-variate 2: 10% expl. var

o 5 [ 5
X-variate 1: 28% expl. var

Figura 6. Grafico de PLS-DA de metabolitos séricos y EHGNA. Circulos color azul indican al grupo control
(sin EHGNA). Los triangulos color naranja indican a los sujetos en el grupo de esteatosis simple. Cruces color
gris sefialan a los individuos del grupo de EHNA-L y las equis color verde indican a los individuos del grupo de
EHNA.

3.1 Diferencias entre grupos de la EHGNA

BCAA y AA relacionados con su catabolismo

Los niveles de aminoacidos de cadena ramificada (BCAA), Clleucinal/isoleucina y valina, fueron
significativamente mas altos en los grupos con ES y EHNA, en comparacién con el grupo control
(Fig. 7a). Los grupos con EHNA-L y EHNA mostraron niveles mas altos de alanina, en

comparacién con el grupo control y con ES.
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AA aromaticos y otros AA

Los sujetos con EHNA-L y EHNA mostraron mayores niveles de tirosina que el grupo control, y
solo los individuos con EHNA tuvieron mayores niveles en comparacién con el grupo con ES y
con EHNA-L (Fig. 7b). No hubo diferencias significativas en los niveles de fenilalanina a través
de los distintos grupos de estudio. Los individuos con EHNA también presentaron mayores
niveles de prolina, en comparacion con los sujetos del grupo control y EHNA-L. Los sujetos con
EHNA presentaron mayores niveles de metionina, en comparacién con el grupo control (Fig.
7b).

Acilcarnitinas

De las AC de cadena corta, unicamente se observaron diferencias significativas en los niveles
de la propionil carnitina (C3), siendo el grupo con EHNA el que mostré los niveles mas altos de
esta AC. Los niveles de la carnitina libre (CO) fueron mayores en los sujetos con EHNA-L y
EHNA que en los individuos con ES (Fig. 7c). De las AC de cadena media y larga cuantificadas,
solo se observaron diferencias significativas entre grupos del HGNA para los niveles de Octenoill
carnitina (C8:1) (Fig. 7d). Los niveles de esta AC fueron significativamente mayores en los

grupos con ES, EHNA-L y EHNA, en comparacion con el grupo control.
3.2 Relacion con los rasgos histolégicos de la EHGNA

Ademas de evaluar las diferencias en los niveles séricos de metabolitos entre los grupos de la
EHGNA, se buscé identificar si los metabolitos se asociaban con los grados de esteatosis
hepética, inflamacion lobular, presencia de balonamiento hepatocelular y la suma de estos tres,
representada en el puntaje de actividad del HGNA (Puntaje NAS). En la tabla 4 se presentan
todas las correlaciones de los metabolitos cuantificados con los rasgos histolégicos de la
EHGNA.

BCAA y AA relacionados con su catabolismo

Los BCAA no se correlacionaron significativamente con los rasgos histolégicos de la EHGNA.
Por su parte, los niveles de alanina se correlacionaron positivamente con todos los rasgos
histologicos de la EHGNA, esto es, grado de esteatosis hepatica (r=0.15, p=0.02), inflamacion
lobular (r=0.16, p=0.01), balonamiento hepatocelular (r=0.21, p=4.6x10*) y puntaje de actividad
del HGNA (r=0.22, p=3.3x10).
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Tabla 4. Correlaciones de los niveles séricos de metabolitos con los rasgos histolégicos de
la EHGNA

Grado d_e Inflamacién Balonamiento Puntaje NAS
Clase Metabolito esteatosis lobular hepatocelular
r p r p r p r p
BCAA y AA relacionados con su catabolismo

Leu/lle 0.09 0.22 0.03 0.71 0.01 0.98 0.06 0.47
AA Val 0.12 0.10 -0.01 0.99 0.01 0.93 0.06 0.46

Ala 0.15 0.02 0.16 0.01 0.21 4.6E-04 0.22 3.3E-04

AA aromaticos y otros AA

Phe 0.11 0.14 0.08 0.29 0.12 0.10 0.13 0.06

Tyr 0.25 1.9E-05 0.13 0.06 0.23 9.8E-05 0.26 1.2E-05

AA Pro 0.19 2.2E-03 0.10 0.17 0.18 0.01 0.20 9.6E-04
Arg 0.03 0.70 -0.02 0.82 -0.07 0.38 -0.02 0.85
Met 0.16 0.01 0.08 0.30 0.16 0.01 0.17 0.01
Gly -0.09 0.22 0.01 0.93 0.02 0.77 -0.03 0.71
AANP Cit 0.04 0.68 -0.01 0.99 0.04 0.69 0.03 0.71
Orn 0.05 0.51 0.06 0.48 0.11 0.10 0.09 0.21

Acilcarnitinas

CL Co 0.11 0.12 0.07 0.31 0.09 0.21 0.12 0.09
C2 -0.07 0.38 0.05 0.58 0.08 0.30 0.01 0.88
C3 0.20 9.0E-04 0.02 0.80 0.09 0.25 0.14 0.04
Caggna C4 017  0.01 -0.04 061 0.06  0.48 008 0.6
corta C5 0.12 0.10 0.01 0.97 0.07 0.33 0.09 0.25
C50H/C4DC 0.05 0.56 0.04 0.62 0.00 0.99 0.04 0.62
C5DC/C60H 0.07 0.33 0.05 0.58 0.06 0.43 0.08 0.30
ceDC -0.08 0.26 0.03 0.70 -0.01 0.90 -0.03 0.71
C8 -0.01 0.93 -0.02 0.82 -0.04 0.67 -0.03 0.74

AC C8:1 0.24 8.9E-05 0.10 0.18 0.14 0.04 0.21 6.5E-04
cadena C10 -0.05 0.58 -0.03 0.70 -0.05 0.56 -0.05 0.51
media C10:1 -0.01 093 -0.04 062 -0.02 085 -0.03  0.72
C12 -0.05 0.57 0.08 0.27 -0.01 0.93 0.01 0.93
C12:1 -0.07 0.38 0.05 0.56 -0.05 0.56 -0.03 0.71
C14 0.03 0.75 0.01 0.99 0.11 0.13 0.05 0.51
Caggna c14:1 003  0.71 010 018  0.08  0.30 009 025
larga C14:2 0.09 0.25 0.09 0.21 0.04 0.62 0.10 0.19
C18:1 0.11 0.14 0.02 0.85 0.01 0.99 0.06 0.47

Correlaciones parciales ajustadas por edad, sexo, IMC y status de DT2. Valor de P corregido por el método
de comparaciones multiples (FDR). En negritas se resaltan las correlaciones estadisticamente significativas.
Abreviaturas: Puntaje NAS, puntaje de actividad del HGNA; AA, aminoacidos; AC, acilcarnitinas; CL, carnitina
libre; AANP, aminoacidos no proteicos.

AA aromaticos y ofros AA
La concentracién sérica de tirosina se correlaciond positivamente con mayores grados de
esteatosis (r=0.25, p=1.9x10"5), balonamiento hepatocelular (r=0.23, p=9.8x10’5) y puntaje de

actividad del HGNA (r=0.26, p=1.2x10"). En el mismo sentido, la concentracion de prolina se
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asocié con mayores grados de esteatosis (r=0.19, p=2.4x10'3), balonamiento hepatocelular
(r=0.18, p=0.01) y puntaje de actividad del HGNA (r=0.20, p=9.6x10'4). Los niveles de metionina
se correlacionaron con mayores grados de esteatosis hepatica (r=0.16, p=0.01), balonamiento
hepatocelular (r=0.16, p=0.01) y puntaje de actividad del HGNA (r=0.17, p=0.01).

Acilcarnitinas

Los niveles de las AC de cadena corta, C3 y C4, se asociaron con mayor grado de esteatosis
(r=0.20, p=9.0x10'4 y r=0.17, p=0.01; respectivamente). Los niveles de C3 también se
correlacionaron con el puntaje de actividad del HGNA (r=0.14, p=0.04). De las AC de cadena
media y larga, unicamente la concentracién de C8:1 se correlacioné con mayores grados de
esteatosis (r=0.24, p=8.9x10"5), balonamiento hepatocelular (r=0.14, p=0.04) y puntaje de
actividad del HGNA (r=0.21, p=6.5x10™).

Posteriormente, se buscé identificar las relaciones existentes entre los parametros bioquimicos
y los metabolitos asociados con la EHGNA. En la tabla suplementaria 2 se presentan los
resultados de estas asociaciones. Niveles circulantes de TG se correlacionaron positivamente
con los metabolitos Val, Ala, Tyr, Pro, Met, C0O, C3, C4 y C8:1, siendo la mas alta con C8:1
(r=0.38, p=2.7x10'14). Los niveles de las enzimas de funcionamiento hepatico, ALT y AST,
también se correlacionaron positivamente con los niveles circulantes de Leu, Ala, Tyr y Met.
Ademas, ALT correlacion6 con los niveles de Val, C3 y C4; AST con los niveles de Proy GGT
con los niveles de Val, Ala, Tyr, C0O, C4 y C8:1. Por su parte, los niveles circulantes de colesterol
total correlacionaron positivamente con los niveles de BCAA, Ala, Tur, CO y C8:1. De manera
interesante, los niveles de glucosa correlacionaron negativamente con los de Leu,Val, Tyr, Pro,
Met, C3 y C4.

En seguida, se analiz6 si los metabolitos asociados con la EHGNA se relacionaban con un
mayor contenido hepatico de lipidos, cuantificados en un subgrupo de 110 individuos de la
poblacion de estudio. Unicamente tirosina, prolina y la AC C8:1 se correlacionaron
positivamente con el contenido hepatico de TG (r=0.22, p=0.02; r=0.26, p=0.005 y r=0.21,
p=0.03, respectivamente). Sin embargo, posterior a la correccion por multiples pruebas, estas
correlaciones no permanecieron significativas. Los resultados se muestran en la tabla

suplementaria 3.
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4. Participacion del estatus de DT2 en el perfil metabolémico de la EHGNA

Debido a que la EHGNA y la DT2 son patologias intimamente relacionadas, y a que la presencia
de DT2 en pacientes con EHGNA es un factor de riesgo importante para la progresion de
esteatosis simple a EHNA, e incluso a fibrosis, se busco evaluar si existia un perfil de
metabolitos caracteristico de la presencia de ambas patologias, DT2 y EHNA, diferente a aquel
en pacientes con Unicamente una de las dos patologias. De esta forma, la poblacién de estudio
se dividié en cuatro grupos de estudio: 1) 91 pacientes sin EHNA y sin DT2; 2) 106 pacientes
con EHNA, pero sin DT2; 3) 29 pacientes sin EHNA, pero con DT2 y 4) 54 pacientes con EHNA
y DT2.

Primero se buscé identificar si existia un perfil metaboldmico que diferenciara a los pacientes
con EHNA y DT2 de aquellos con EHNA o solo con DT2. El analisis de PLS-DA no mostré que
existiera algun patrén metabolémico diferencial entre dichos grupos (Figura 8), por lo que se

procedio a analizar individualmente cada metabolito.

Metabolitos, PLSDA comp 1 - 2

Legend

©O noNASH_noDT2

o) noNASH_DT2
NASH_noDT2

X NASH_DT2

X-variate 2: 17% expl. var

X-variate 1: 21% expl. var

Figura 8. Grafico de PLS-DA de metabolitos séricos en grupos con EHNA y DT2. Circulos color azul indican
al grupo sin EHNA y sin DT2. Los triangulos color naranja indican al grupo sin EHNA, pero con DT2. Cruces
color gris sefialan al grupo con EHNA, pero sin DT2. Las equis color verde indican al grupo con EHNA y con
DT2.

En seguida, se evaluo si existian diferencias en las concentraciones de metabolitos entre los
grupos de DT2 y/o EHNA. En la figura 9 se presentan aquellos metabolitos que mostraron

diferencias significativas entre grupos. Los niveles de tirosina fueron mas altos en el grupo con
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EHNA que en el grupo sin EHNA, tanto en sujetos diabéticos como no diabéticos (Fig. 9a). Los
niveles de alanina, prolina, metionina y ornitina fueron mas elevados en el grupo con EHNA que
en el grupo sin EHNA, pero unicamente en el grupo de diabéticos. De manera interesante, los
niveles de alanina, tirosina y metionina fueron mas bajos en los sujetos diabéticos sin EHNA en
comparaciéon con los sujetos no diabéticos, pero con EHNA. Los niveles de glicina mostraron
comportamientos opuestos en presencia y ausencia de DT2: fueron menores en los sujetos con
EHNA que en los sujetos sin EHNA, en el grupo de no diabéticos, y fueron mayores en los

sujetos con EHNA que en los sujetos sin EHNA, en el grupo de diabéticos.

Con respecto a las AC, los niveles de la C3, C5DC/C60H, C10 y C14:1 fueron mayores en los
sujetos con EHNA y DT2 en comparacién con los individuos sin EHNA y sin DT2 (Fig. 9b). Los
niveles de la AC C8:1 fueron mayores en el grupo con EHNA en comparacion con el grupo sin
EHNA, unicamente en los sujetos sin DT2. Los niveles de C5DC/C60H, C10 y C12 fueron
mayores en los sujetos con EHNA y DT2 en comparacion con los sujetos sin DT2, pero con
EHNA.
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Figura 9. Diferencias en la concentracion sérica de metabolitos entre sujetos con EHNA y sin EHNA, estratificando por estatus de
DT2. a) Concentracion sérica de AA b) Concentracion sérica de AC. Se presentan solo los metabolitos con diferencias significativas entre grupos.
Los datos fueron ajustados a una escala de 0 a 1 para permitir su representacion grafica. Se grafica la media y el error estandar. Pruebas
estadistica: ANOVA de una via, post hoc Tukey con nivel de significancia del 95% para variables ordinales. Valor de P < 0.05 para las siguientes
comparaciones: * vs sin DT2 + sin EHNA, § vs sin DT2 + con EHNA, § vs con DT2 + sin EHNA.
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Posteriormente, se buscd identificar si las correlaciones existentes entre los metabolitos y los
rasgos histolégicos de la EHGNA eran indistintas de la presencia de DT2. Para ello, se estratifico
la poblacion de estudio en pacientes diabéticos (n=116) y no diabéticos (n=270) y se condujo el
mismo analisis de correlacidén que para la poblacién de estudio total. En la tabla 5 se muestran
aquellas correlaciones significativas entre los metabolitos y los rasgos histolégicos de la EHGNA
y en la tabla suplementaria 3 se muestran la lista completa de todas las correlaciones de los

metabolitos con los rasgos histologicos de la EHGNA, estratificando por estatus de DT2.

Tabla 5. Correlaciones significativas de los niveles séricos de metabolitos con los rasgos
histolég_;icos de la EHGNA, estratificando por estatus de DT2.

Grado de Inflamacién Balonamiento .
Metabolito esteatosis lobular hepatocelular Puntaje NAS
r P r P r P r P
BCAA y aminoacidos relacionados con su catabolismo
ALA 0.10 0.40 0.05 0.73 0.15 0.13 0.13 0.26
0.30 0.01 0.35 3.0E-03 0.33 4.6E-03 0.41 2.6E-04
AA aromaticos y otros aminoacidos
VR 0.25 1.7E-03 0.05 0.73 0.23 4.4E-03 0.23 4.4E-03
0.29 0.02 0.28 0.02 0.23 0.07 0.33 4.2E-03
PRO 0.12 0.30 -0.02 0.91 0.11 0.31 0.09 0.40
0.40 2.6E-04 0.35 3.0E-03 0.31 0.01 0.44 7.1E-05
MET 0.13 0.25 0.01 0.93 0.12 0.27 0.12 0.30
0.27 0.03 0.22 0.09 0.21 0.09 0.29 0.01
Acilcarnitinas
0.21 0.01 0.02 0.89 0.07 0.56 0.14 0.17
0.20 0.11 0.02 0.87 0.11 0.42 0.14 0.30
c81 0.26 1.1E-03 0.03 0.85 0.18 0.07 0.21 0.01
0.17 0.19 0.22 0.08 0.05 0.78 0.19 0.13

Correlaciones parciales ajustadas por edad, sexo e IMC. Valor de P corregido por el método de comparaciones
multiples (FDR). En negritas se resaltan las correlaciones estadisticamente significativas. En sombreado gris
se indican las correlaciones realizadas en el grupo de pacientes con DT2. En blanco estan indicadas las
correlaciones conducidas en el grupo de pacientes sin DT2. Abreviaturas: Puntaje NAS, puntaje de actividad
del HGNA.

Similar al comportamiento observado al estratificar por estatus de DT2 en los niveles séricos,
tirosina fue el Unico metabolito asociado con los rasgos histolégicos de la EHGNA, tanto en
sujetos con DT2 como en sujetos sin DT2. En ambos grupos, tirosina se correlaciond con
mayores grados de esteatosis (r=0.25, p=1.7x10'3 en no diabéticos y r=0.29, p=0.02 en
diabéticos) y de puntaje de actividad del HGNA (r=0.23, p=4.4x10'3 en no diabéticos y r=0.33,

p=4.2x10 en diabéticos). Tirosina también se asocié con mayor balonamiento hepatocelular
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(r=0.23, p=4.4x10") tnicamente en los sujetos no diabéticos, mientras que se asocié con mayor
grado de inflamacién (r=0.28, p=0.02) solo en los diabéticos. Los aminoacidos alanina, prolina
y metionina se asociaron con los rasgos de la EHGNA solamente en el grupo con DT2. Por su
parte, las acilcarnitinas C3 y C8:1 se asociaron con los rasgos de la EHGNA unicamente en el
grupo sin DT2: tanto C3 como C8:1 se correlacionaron con mayor grado de esteatosis hepatica

y solo la AC C8:1 se asocio con un mayor puntaje de actividad de la EHGNA.

5. Variantes genéticas asociadas con los niveles séricos de metabolitos

En total fueron diez los metabolitos diferenciados entre los grupos de estudio de la EHGNA y/o
que se asociaron con los rasgos de la EHGNA: Leu, Val, Ala, Tyr, Pro, Met, C0O, C3, C4 y C8:1.
Para identificar cuales variantes genéticas (SNP) podrian estar contribuyendo a las diferencias
observadas en la concentracidon sérica de estos metabolitos, se procedid a hacer un estudio de
asociacion del genoma completo (GWAS). Se identificaron un total de 108 SNP distribuidos en
42 genes, con una significancia sugestiva a nivel de genoma completo (p<10'6), asociados con
la concentracidn sérica de alguno de los diez metabolitos identificados para el HGNA: 34 SNP
en 15 genes asociados con los niveles séricos de AA'y 74 SNP en 27 genes asociados con los

niveles séricos de AC (Tabla suplementaria 4).

Con el fin de identificar aquellas senales que se replicaran, se condujo un estudio de asociacion
de genoma completo en un grupo independiente de 245 sujetos mexicanos con obesidad. De
los 108 SNP asociados con los niveles de AA y AC en la poblacion de estudio, se replicaron 34
asociaciones en el grupo de sujetos con obesidad (Tabla suplementaria 4). Posteriormente, se
llevd a cabo un meta-analisis conjuntando los resultados de los GWAS realizados en la
poblacién de estudio de sujetos con obesidad mdrbida y en el grupo independiente de individuos
con obesidad (N=676). De los 34 SNPs replicados, unicamente 26 SNP mostraron una
significancia estadistica a nivel de genoma completo (p<10?) posterior al meta-analisis [22
asociados con los niveles séricos de butirilcarnitina (C4), tres asociados con los niveles de

prolina y uno con los niveles de octenoilcarnitina (C8:1) (Tabla suplementaria 4)].

Al realizar un analisis de desequilibrio de ligamiento (LD), se identificé que las 22 variantes
asociadas con los niveles de la AC C4 se distribuian en tres bloques distintos (* > 0.9). En el
primer bloque, el SNP rs2066938 localizado en UNC119B, fue la sefial mas significativa. En el
segundo bloque, el SNP rs1168067 ubicado en CABP1, fue el que mostro el valor de asociacion
mas significativo y en el tercer bloque, fue el SNP rs1799958 localizado en ACADS, quien

presentd la asociacion mas significativa (Fig. 10a). También se realizé un analisis de LD para
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los tres SNPs asociados con los niveles de prolina, localizados en el gen, PRODH, el cual mostré
que las tres variantes estaban en un mismo bloque de LD (r2 > 0.9) (Fig. 10b). De estas tres
sefales, el SNP rs5747933 fue la Unica variante no sinénima.
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Figura 10. Mapas de desequilibro de ligamiento. a) para las variantes asociadas con los niveles de

butirilcarnitina (C4). b) para las variantes asociadas con los niveles de prolina. En los cuadros se indica el valor
de r2.

En resumen, del estudio de asociacion de genoma completo conducido para identificar variantes
genéticas asociadas con los niveles séricos de los metabolitos relacionados con la EHGNA, se
consideraron se consideraron seis variantes genéticas para analisis posteriores. Estas variantes
se localizaron en seis loci independientes, con un nivel de asociacion de genoma completo
(p<10®) (Tabla 6).

En la tabla 7 se presentan las frecuencias de las variantes asociadas con los niveles de
metabolitos y su comparacion con otras poblaciones. La variante rs5747933 en PRODH, tuvo
una frecuencia del 15%, comparable a la reportada para poblaciones con ancestria mexicana
(16%). La variante 1799958 en ACADS tuvo una frecuencia del 37%, por debajo del 40%
reportado para poblaciones con ancestria mexicana. La variante rs62440901 en SLC22A1 tuvo

una frecuencia del 25%, menor al 30% reportado en poblaciones con ancestria mexicana.
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Tabla 6. Variantes genéticas asociadas con los niveles séricos de metabolitos relacionados con la EHGNA, a un nivel de significancia de
genoma completo (p<5x10-8).

. . i Cohorte obesos Grupo de validacién Meta-analisis
Metab_ohto Chr SNP T|p_o de Gen mas bp A1 A2 MAF Mmoérbidos (n=431) (n=245) (N=676)
asociado variante  cercano

b se p b se p b se p
Pro 22 rs5747933 Sﬁgg:g PRODH 18910355 A C 0.15 0.61 0.11 5.2E-08 1.54 0.25 4.8E-10 0.76 0.10 5.6E-14

12 rs2066938 utr 3' UNC119B 121160615 G A 0.32 0.21 0.03 2.1E-16 0.14 0.03 7.2E-06 0.18 0.02 2.7E-20

C4 12 rs1168067 Intronica CABP1 121082469 A G 0.41 -0.12 0.02 9.9E-08 -0.12 0.03 8.3E-05 -0.12 0.02 3.5E-11
12 rs1799958 Srergzgg ACADS 121176083 A G 0.37 0.23 0.02 1.8E-20 0.15 0.03 7.3E-07 0.20 0.02 4.5E-25
C8:1 6 rs62440901 Intrénica SLC22A1 160569068 A G 0.25 -0.11 0.02 1.3E-06 -0.09 0.04 0.01 -0.11 0.02 7.4E-08

Regresion lineal, asumiendo un modelo genético aditivo, ajustado por edad, sexo, IMC y matriz de semejanza genética. Abreviaturas: SNP, Polimorfismo de un Solo
Nucleétido; Chr, cromosoma; A1, alelo menor; A2, alelo mayor; MAF frecuencia del alelo menor; b, valor de beta para la asociacion SNP-metabolito; se, error estandar de
la regresion.

Tabla 7. Frecuencia reportada de las variantes genéticas asociadas con los niveles séricos de metabolitos

SNP Gen Frecuencia Frecuencia Fr_e’cuencia _
reportada MXL reportada EUR poblacién de estudio
rs5747933 PRODH 16% 5% 15%
rs2066938 UNC119B 36% 27% 32%
rs1168067 CABP1 41% 44% 41%
rs1799958 ACADS 40% 27% 37%
rs62440901 SLC22A1 30% 15% 25%

Referencia para las frecuencias reportadas: 1000 Genomes Project. Nature, 2015. MXL, individuos con ancestria mexicana, residentes en Los Angeles, California. EUR:
individuos con ancestria europea.
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5.1 Efecto de la variacion genética en los niveles de metabolitos

En la figura 11 se ilustra el efecto que las variantes identificadas ejercen sobre sus respectivos
metabolitos. Los individuos con al menos una copia del alelo raro (A) en CABP1 mostraron una
concentracion de C4 18% menor que los individuos homocigotos silvestres, y aquellos
individuos homocigotos para la variante mostraron un 26% menos que los homocigotos
silvestres (Figura 11a). Los sujetos portadores del SNP rs2066938 en UNC119B tuvieron una
mayor concentracion sérica de C4, en comparacion con los individuos sin la variante, siendo un
14% mayor para los heterocigotos y un 76% mayor para los homocigotos (Figura 11b). Los
sujetos con al menos una copia del alelo raro (A) en ACADS tuvieron una concentracion sérica
de C4 16% mayor que los individuos homocigotos para el alelo silvestre (G). Esta diferencia fue
aun mayor en los sujetos homocigotos para el alelo raro, pues estos mostraron una
concentracion 79% mayor que los sujetos sin la variante (Figura 11c). Los individuos portadores
de la variante en PRODH tuvieron una concentracion de prolina 11% mayor que los sujetos sin
la variante, y los individuos homocigotos para el alelo raro mostraron una concentracién 38%
mayor que los homocigotos para el alelo silvestre (Figura 11d). Los individuos portadores de la
variante en SLC22A1, rs62440901, tuvieron una menor concentracion sérica de la AC C8:1,
siendo 11% menor para los portadores de una copia del alelo y 22% para los homocigotos
(Figura 11e).
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Figura 11. Efecto de la variacion genética en los niveles séricos de metabolitos. a) Efecto del SNP
rs1168067 en CABP1 en los niveles séricos de butirilcarnitina. b) Efecto del SNP rs2066938 en UNC119B los
niveles séricos de butirilcarnitina. ¢) Efecto del SNP rs1799958 en ACADS en los niveles séricos de
butirilcarnitina. d) Efecto del SNP rs5747933 en PRODH en los niveles séricos de prolina. e) Efecto del SNP
rs62440901 en SLC22A1 en los niveles séricos de octenoilcarnitina.

6. Asociacion de variantes genéticas con la EHGNA: Modelo de Aleatorizacion

Mendeliana

Una vez identificadas las variantes genéticas asociadas con los niveles de metabolitos séricos
relacionados con la EHGNA (Tabla 5), se evalu¢ si estas variantes también estaban asociadas
con la presencia de EHGNA y sus rasgos histolégicos, a través de un analisis de Aleatorizacion
Mendeliana (AM), para asi establecer la posible causalidad de estos metabolitos en el desarrollo
y progresion de la EHGNA. El analisis de AM se llevo a cabo por medio de dos métodos: la

Estimacion de Métodos Causales y la Estimacion de Cuadrados Minimos en Dos Pasos.

6.1 Estimacion de Métodos Causales

6.1.1 Analisis de riesgo para la EHGNA y EHNA

En primer lugar, se condujo un analisis de riesgo para la presencia de la EHGNA, incluyendo
en un solo grupo a los sujetos con esteatosis simple y EHNA, y comparandolo con respecto al
grupo control. El analisis de riesgo mostré que ninguna de las variantes presentes en CABP1,
UNC119B, ACADS, PRODHy SLC22A1 se asociaba significativamente con un mayor riesgo de
EHGNA. Sin embargo, la variante rs5747933, localizada en PRODH, mostré una tendencia a
asociarse con mayor riesgo de EHGNA (OR 2.31 [0.91 — 5.87], p=0.08). De forma interesante,
al hacer el analisis de riesgo con respecto a la presencia de EHNA (vs grupo control y esteatosis

simple), la presencia de la variante en PRODH se asoci6 significativamente con mayor riesgo
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de EHNA (OR = 2.96 [1.57 — 5.56], p=7.6x10'4) (Tabla 8). Las otras variantes genéticas no

presentaron asociacion significativa con la EHNA.

Tabla 8. Analisis de riesgo de la presencia de al menos una copia de la variante rara en el
desenlace de HGNA y EHNA.

Metabolito Riesgo HGNA Riesgo EHNA
SNP Gen
modulado or |C(95%) P OR IC (95%) P
rs5747933  PRODH Pro 231 0.91-5.87 0.08 296 1.57-556 7.6E-04
rs1168067  CABP1 C4 0.81 0.39-1.49 0.57 1.01 0.58-1.76 0.96
rs2066938 UNC119B C4 115 0.57-2.33 0.69 122 0.71-2.09 047
rs1799958  ACADS C4 151 0.75-3.08 0.25 115 0.66-1.98 0.62

rs62440901 SLC22A1 C8:1 1.09 0.53-2.23 0.82 0.95 0.55-1.64 0.86

Regresion logistica multinomial empleando un modelo dominante para los efectos genéticos. Variables de ajuste
incluidas en el modelo: edad, sexo, IMC, estatus de DT2 y primeros dos componentes de la matriz semejanza
genética. Comparaciones para el riesgo de HGNA: sujetos con HGNA (esteatosis simple y EHNA) vs sujetos
sin HGNA (grupo control). Comparaciones para el riesgo de EHNA: sujetos con EHNA vs sujetos sin EHNA
(grupo control y esteatosis simple). En ambos, se excluy6 del analisis al grupo con EHNA-L.

6.1.2 Asociacién con los rasgos histolégicos de la EHGNA

Posteriormente, se analiz6 si las variantes genéticas se asociaban con los rasgos histoldgicos
de la EHGNA (Tabla 9). Al igual que en el analisis de riesgo para EHNA, Unicamente la variante
en PRODH se asocioé con mayores grados de esteatosis (B=0.30, p=0.02), inflamacion lobular
(B=0.33, p=0.002), balonamiento hepatocelular (B=0.23, p=0.02) y puntaje de actividad del
HGNA (B=0.85, p=9.6x10’4). No se observé ninguna asociacion significativa del resto de
variantes con los rasgos histolégicos de la EHGNA. De manera interesante, después de incluir
la concentracion de prolina como variable de ajuste, la asociacion de PRODH con la EHGNA
permanecio significativa para tres de los cuatro rasgos evaluados, grado de esteatosis (B=0.22,
p=0.05), inflamacion lobular (B=0.31, p=0.001), balonamiento (B=0.14, p=0.09) y puntaje de
actividad del HGNA (B=0.67, p=0.003).
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Tabla 9. Variantes genéticas relacionadas con los niveles de metabolitos y su asociaciéon con los rasgos histolégicos de la EHGNA.

: Grado de esteatosis Inflamacién lobular Balonamiento Puntaje de actividad
SNP Gen  Metabolito hepatocelular del HGNA
modulado

B SE o] B SE ¢] B SE p B SE ¢]

rs5747933 PRODH Pro 0.30 0.10 0.02 0.33 0.09 2.4E-03 0.23 0.08 0.02 0.85 0.21 9.6E-04
rs1168067 CABP1 C4 -0.19 0.08 0.06 0.07 0.07 0.53 -0.10 0.06 0.34 -0.22 0.16 0.46
rs2066938 UNC119B C4 0.08 0.08 0.53 -0.08 0.07 0.53 0.08 0.06 0.46 0.09 0.17 0.83
rs1799958 ACADS Cc4 0.1 0.08 0.46 -0.09 0.07 0.46 0.06 0.06 0.53 0.08 0.17 0.83
rs62440901 SLC22A1 C8:1 0.08 0.09 0.58 -0.02 0.08 0.92 0.00 0.07 0.98 0.07 0.18 0.85

Regresion lineal asumiendo un modelo aditivo, ajustando por edad, sexo, IMC y matriz de semejanza genética. Abreviaciones: SNP, Polimorfismo de un solo
nucledtido; b, valor de beta de la regresion lineal; SE, error estandar de la regresion lineal. Valor de P ajustado por el método de comparaciones multiples.
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6.2 Estimacion de Cuadrados Minimos en Dos Pasos

Ademés del modelo de Estimacién Métodos Causales, el analisis de AM se llevo a cabo a través
de otro modelo denominado de Estimacién de Cuadrados Minimos en Dos Pasos (2SLS),
incluyendo en el analisis las variantes asociadas significativamente (p<10'8) con los metabolitos
de la EHGNA. Similar a lo observado en el modelo de Estimacién de Métodos Causales, el
analisis de AM por 2SLS mostré que la variante rs5747933 en el gen PRODH es la Unica con
una asociacion positiva con el puntaje de actividad del HGNA (Bxy = 0.037, p=0.002), sugiriendo
que los niveles elevados de prolina pueden participar en el desarrollo y progresion de la EHGNA.
El analisis para el resto de variantes genéticas no presentd asociaciones significativas con la
EHGNA (Tabla 10).

Tabla 10. Modelo de Estimaciéon de Cuadrados Minimos en Dos Pasos para evaluar la causalidad
de metabolitos en la EHGNA

SNP Gen Metabolito Bxy se ¢]
rs5747933 PRODH Pro 0.037 0.012 0.002
rs1168067 CABP1 C4 4.321 11.087 0.697
rs2066938 UNC119B C4 2.054 8.304 0.805
rs1799958 ACADS C4 0.783 7.264 0.914

rs62440901 SLC22A1 C8:1 -6.498 12.240 0.990

Estimacion de Cuadrados Minimos en Dos Pasos. Variables de ajuste incluidas en el modelo: edad,

sexo, IMC y primeros dos componentes de matriz de semejanza genética. By, Efecto estimado
causal; se, error estandar.

7. Relacion de PRODH con la EHGNA

7.1 Contenido hepatico de lipidos y variantes en PRODH

Dado que la variante en PRODH fue la unica en tener una relacién con la EHGNA, se buscoé
identificar si el contenido hepatico de lipidos era mayor en presencia de la variante en PRODH.
En un subgrupo de individuos en los que se cuantificd el contenido hepatico de lipidos, se
observo que aquellos individuos portadores del alelo menor (A) de rs5747933 en PRODH tenian
un mayor contenido hepatico de triglicéridos (TG), colesterol total (CT), colesterol libre (CL) y

fosfolipidos, en comparacion con los sujetos homocigotos para el alelo silvestre (CC) (Fig. 12)
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Figura 12. Contenido hepatico de lipidos en funcion del genotipo en PRODH. A) Contenido hepatico de triglicéridos
(TG). B) Contenido hepatico de colesterol total (CT). C) Contenido hepatico de colesterol libre (CL). C) Contenido
hepatico de fosfolipidos (FL). CC, n=81; CA/AA, n=34. Prueba estadistica: U de Mann-Whitney. Para su aproximacion
a distribucién normal, los valores de lipidos hepaticos fueron transformados por raiz cubica (TG) o logariitmo base 10
(CT, CL y FL). Estos valores transformados son los que se presentan en las graficas.

7.2 Evaluacion de la expresion hepatica de PRODH

Debido a que la variacion genética en PRODH fue la Unica en asociarse significativamente con
la EHGNA, los esfuerzos se centraron en analizar los posibles mecanismos por los que la
variante rs5747933 podria estar asociada con los niveles de prolina y con el fenotipo de HGNA.
Con este fin, se cuantificd la expresiéon de PRODH en muestras de tejido hepatico en un

subgrupo de 151 individuos.

En primer lugar, se buscé identificar si la expresion hepatica de PRODH correlacionaba con los
niveles séricos de prolina. Se observé una tendencia a que una menor expresion hepatica de
PRODH correlacionaba con una mayor concentracién sérica de prolina, aunque ésta no fue

estadisticamente significativa (r=-0.12, p=0.18; Figura 13)
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Figura 13. Relacién de la expresiéon hepatica de PRODH con los niveles séricos de prolina. Correlacion
ajustada por la edad, el sexo y el IMC.

7.2.1 Efectos de rs5747933 en la expresion de PRODH
Debido a que el SNP rs5747933 se localizaba en desequilibrio de ligamiento alto con las
variantes intronicas, rs2238732 y rs759404 (r=0.99 y r’=0.98, respectivamente; Fig. 10), que
podrian estar influyendo en la tasa de expresion del gen, se buscé identificar si la presencia del
SNP rs5747933 se asociaba con cambios en la expresién génica de PRODH. Del subgrupo de
sujetos con evaluacién de la expresion hepatica, solo dos fueron homocigotos para el alelo
menor (A), 32 fueron heterocigotos (CA) y 105 fueron homocigotos silvestres (CC). Por esta
razon, se empled un modelo dominante para el analisis de la expresion génica, comparando
sujetos homocigotos silvestres con los portadores de la variante. Los individuos portadores de
la variante rs5747933 mostraron una tendencia a presentar mayor expresion hepatica de
PRODH que aquellos individuos sin la variante, aunque esta diferencia no alcanzé a ser

estadisticamente significativa (p=0.07) (Figura 14a).

7.2.2 Expresion de PRODH en la EHGNA

Dada la asociacion identificada de la variante rs5747933 en el gen PRODH con el riesgo de
EHNA (vs grupos control y ES) (Tabla 8), se analizé si existian diferencias en la expresion
hepatica de PRODH entre los sujetos con EHNA y los individuos sin EHNA (control y ES). Se
observé que los individuos con EHNA tenian una expresion hepatica de PRODH 18% menor
que el grupo control (p=0.05) y 12% menor que el grupo con ES, aunque esta ultima
comparaciéon no alcanzé significancia estadistica (Fig. 13b). Por ultimo, se evalud si la expresion
de PRODH se asociaba con los rasgos histologicos de la HGNA. De manera interesante, se
observé que una menor expresion de PRODH se correlaciond con mayores grados de
esteatosis (r=-0.19, p=0.03), balonamiento hepatocelular (r=-0.31, p=3.6x10-4) y puntaje de
actividad del HGNA (r=-0.21, p=0.02).
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Figura 14. Expresion hepatica de PRODH. a) en funcién del genotipo de PRODH. b) en funcién de la
severidad de la EHGNA. Prueba estadistica t de student.
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VII. DISCUSION

1. Frecuencia de la EHGNA y aspectos bioquimicos

La prevalencia de la EHGNA ha incrementado considerablemente en los ultimos afios, siendo
la obesidad el principal factor de riesgo para el desarrollo de la EHGNA (Than, 2015). En este
estudio, la frecuencia de la EHGNA fue del 91%, similar a lo reportado para sujetos de origen
hispanoamericano con obesidad mérbida (Younossi, 2016; Machado, 2006). De éstos, un 78%
presentaron esteatohepatitis no alcohdlica, la etapa mas severa de la EHGNA, siendo este
porcentaje mas elevado que el 26-58% reportado para pacientes con EHGNA de origen hispano
(Lopez-Veldzquez, 2014; Williams, 2011). En consistencia con la evidencia existente, los
individuos con EHNA presentaron niveles mayores de triglicéridos circulantes y de enzimas

transaminasas (ALT, AST y GGT), en comparacion con los sujetos sin EHGNA (Sattar, 2014).

Diversos reportes indican que la prevalencia de DT2 en individuos con obesidad maérbida varia
de un 15% a un 30% (Bray, 2006; Buchwald, 2009, Vinciguerra, 2013). En el presente estudio,
la frecuencia de DT2 en el grupo sin EHGNA fue del 14%, acorde a lo reportado en pacientes
con obesidad mérbida. La frecuencia de DT2 fue mayor en los sujetos con esteatosis simple
(ES), incrementando aun mas en los sujetos con EHNA, lo cual confirma la relaciéon propuesta
entre la presencia de DT2 y la severidad de la EHGNA (Goh, 2014).

2. Asociacion de metabolitos con la EHGNA

2.1 Aminoacidos de cadena ramificada (BCAA)

Estudios de la EHGNA, tanto en modelos murinos como en humanos, han presentado que los
aminoacidos leucina, isoleucina y valina de cadena ramificada (BCAA, por sus siglas en inglés)
se asocian consistentemente con el desarrollo y progresion de la EHGNA (Lake, 2015; Gaggini,
2018; Zhang, 2016; Kalhan, 2011). En el presente estudio los niveles séricos de los BCAA
fueron mas altos en presencia de ES y EHNA, en comparacion con los sujetos sin EHGNA, pero
fueron similares entre el grupo con ES y con EHNA. Debido a que los BCAA no se
correlacionaron significativamente con ninguno de los rasgos histolégicos de la EHNGA, se
sugiere que su incremento esta relacionado con la acumulacion hepatica de lipidos (12 agresion

para la EHGNA) y permanecen elevados una vez establecida la EHGNA (Kalhan, 2011).
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El primer paso en el catabolismo de los BCAA se lleva a cabo en los tejidos periféricos (excepto
en higado) por la accién de la enzima mitocondrial BCATm. El segundo paso de su catabolismo
sucede por la accién del complejo mitocondrial BCKD vy tiene lugar principalmente en el higado
y tejido adiposo (Adams, 2011). Estudios in vivo han mostrado que una dieta alta en grasa (HFD,
por sus siglas en inglés) puede disminuir la actividad del complejo BCKD en higado y tejido
adiposo, ocasionando que disminuya el catabolismo de los BCAA y éstos incrementen en la
circulacion (Zhang, 2016). Por otra parte, se ha planteado que los BCAA podrian ser agentes
causales en el desarrollo de esteatosis hepatica. En un trabajo realizado en roedores donde se
administré una dieta HFD en conjunto con BCAA, se observé una mayor activacion de AMPK,
resultando en el incremento de lipdlisis del tejido adiposo, mayor liberacion de AGL a la
circulacién y su consecuente deposicion en el higado (Zhang, 2016). La administracion de la
HDF + BCAA también se relaciond con una mayor activacion de mTOR, la cual resulté en la
inhibicidn de la reesterificacion de los AGL a triglicéridos en los hepatocitos, permitiendo asi que
el efecto lipotdxico de los AGL ocasionara una mayor produccion de citosinas pro-inflamatorias,
peroxidacion lipidica y apoptosis en hepatocitos, rasgos distintivos de la EHGNA. De esta forma,
en un escenario de alto riesgo para la EHGNA, como lo es la obesidad moérbida, es posible que
la ingesta excesiva de grasas conduzca a una menor actividad del complejo BCKD, encargado
de catabolizar los BCAA. Como resultado, estos AA incrementan en la circulacion, promoviendo

a la acumulacién hepatica de lipidos por medio del aumento de la lipdlisis del tejido adiposo.

2.2 Aminoacidos relacionados con los BCAA

Uno de los aminoacidos subproducto del catabolismo de los BCAA es alanina (Figura 3), la cual
también se asocié con la EHGNA, teniendo los sujetos con EHNA niveles mas altos de alanina
en comparacion con los sujetos control y ES, ademas de que este aminoacido fue el Unico que
se correlacioné con todos los rasgos histolégicos de la EHGNA. A pesar de que alanina no se
ha asociado con la EHGNA de manera tan consistente como los BCAA, un estudio en un modelo
murino de esteatosis hepatica inducida por HFD presentd que los roedores con esteatosis
presentaron tienen mayores niveles circulantes de alanina, lactato y piruvato, reflejando un
incremento en la disponibilidad de sustratos gluconeogénicos y un consecuente incremento en
la gluconeogénesis (Toye, 2017). Alanina es un aminoacido gluconeogénico no polar, que
puede ser sintetizado a partir de piruvato y del catabolismo de otros aminoacidos tales como los
BCAA (Figura 3). En estados de ayuno prolongado, alanina es liberada del musculo e ingresa
al higado, donde la enzima ALT transfiere el grupo amino de alanina al a-cetoglutarato (a-KG)
para formar glutamato y piruvato, el cual es un sustrato gluconeogénico (Felig, 1971; Broer,
2017; Tamarappoo, 1993).

62



Se ha reportado que en la EHGNA existe un incremento en la tasa de gluconeogénesis, y la
mayor sintesis de glucosa se relaciona con mayor severidad de la EHGNA (Sunny, 2011). En
este sentido, un trabajo realizado en sujetos con sobrepeso y obesidad, mostr6é que los niveles
plasmaticos de glucosa y piruvato eran mas altos en los individuos con EHNA en comparacion
con el grupo control (Kalhan, 2011). Por lo que, es posible que los niveles elevados de alanina
en presencia de EHNA se deban a una mayor liberacién de alanina por parte del musculo, para
posteriormente ingresar al higado y asi cumplir con las elevadas tasas de gluconeogénesis que

ocurren en la EHGNA.

El hecho de que solo los sujetos con DT2 mostraron mayores niveles de alanina en presencia
de EHNA, sugiere que mecanismos moleculares que ocurren en presencia de la DT2 son
necesarios para observar la asociacién de alanina con la EHGNA. La relacién existente entre la
EHGNA vy la regulacion de gluconeogénesis en DT2 forma parte de un mecanismo de
retroalimentacion positiva. Por un lado, en pacientes con DT2 existe un fallo de insulina de
suprimir la produccién hepatica de glucosa, condicién asociada con la severidad de la EHGNA
(Sunny, 2011). Por otra parte, uno de los factores que contribuyen al incremento en la
gluconeogénesis es el aumento de la concentracion hepatica de precursores gluconeogénicos,
tales como los AGL (Petersen, 2017). Por lo anterior, la presencia de ambas patologias, DT2 y
EHGNA, contribuye a un incremento considerable de gluconeogénesis hepatica, lo cual se ve
reflejado en el incremento de la biodisponibildad de alanina para ingresar al higado y fungir

como un sustrato gluconeogénico.

2.3 Aminoacidos aromaticos (AAA)

Después de los BCAA, los AA asociados con la EHGNA de forma mas consistente han sido los
aminoacidos aromaticos (AAA) tirosina y fenilalanina (Kaikkonen, 2017; Kalhan, 2011; Lake,
2015; Gaggini, 2018). Aun cuando fenilalanina no mostré asociacion, tirosina se asoci6 con la
EHGNA, mostrando la correlacion mas alta con los grados de esteatosis hepatica, balonamiento
hepatocelular y puntaje de actividad, ademas de presentar una mayor concentracién en
presencia de EHNA. En estudios donde se han evaluado enfermedades hepaticas severas,
como hepatitis y cirrosis, los niveles de tirosina incrementan considerablemente en circulacion
(Fulenwider, 1978). Debido a que los AAA se metabolizan principalmente en el higado, el dafo
hepatocelular que ocurre en enfermedades hepaticas severas ocasiona que disminuya el
metabolismo de los AAA y estos sean liberados en mayor cantidad a la circulacion (Morgan,
1982; Dejong, 2007; O’Keefe, 1981). Por lo anterior, el incremento en los niveles de tirosina

podria ser un indicador del dafio hepatico.

63



De manera interesante, tanto en sujetos diabéticos como no diabéticos, los niveles de tirosina
se asociaron con los rasgos histolégicos de la EHGNA, consistente con la asociacion reportada
de este aminoacido con la Rl (Hellmuth, 2016). Un estudio en adolescentes hispanos identifico
un mayor grado de esteatosis hepatica en los sujetos con mayores niveles de tirosina, incluso
después de ajustar por la presencia de Rl (Jin, 2016). Tirosina, al ser un aminoacido cetogénico,
puede ser degradado directamente a acetil-CoA y entrar en la ruta de biosintesis de triglicéridos
en el higado (Figura 15), por lo que elevados niveles elevados de tirosina pueden promover a

la activacion de lipogénesis de novo hepatica (Hellmuth, 2016).
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Figura 15. Metabolismo de tirosina y su relacién con la lipogénesis de novo. Abreviaturas: TAT, tirosina
aminotransferasa; HPPD, 4-hidroxi-fenilpiruvato dioxigenasa; HGD, homogentisato dioxigenasa; FAH,
fumarilacetoacetasa; BKT, 3 cetotioliasa; ACAT, Acetil-CoA acetiltransferasa; ACC, Acetil-CoA carboxilasa.

Modificado de Chakrapani, 2012.
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2.4 Otros aminoacidos

Un resultado novedoso del presente estudio fue la asociacion de prolina con la EHGNA, pues
son escasos los estudios dirigidos a la EHGNA donde hayan cuantificado este AA. Uno de ellos
se llevé a cabo en poblacién asiatica, el cual identificd que los sujetos con esteatosis hepatica
tenian niveles mas altos de prolina que los sujetos control (Chen, 2016). En el presente trabajo,
los sujetos con EHNA mostraron niveles mas altos de prolina que los individuos con ES y sin
EHGNA. Ademas, prolina se relacioné con mayores grados de esteatosis hepatica, inflamacion

lobular y de puntaje de actividad de la EHGNA.

Prolina (junto con su derivado, hidroxiprolina) constituye >30% de la colagena, la proteina mas
abundante en el organismo, presente en la matriz extracelular (MEC), cicatrices tisulares y
lesiones fibréticas (Wu, 2011; Szoka, 2017; Barbul, 2008). Se ha reportado que pacientes con
EHGNA manifiestan un incremento en la sintesis de colagena, resultando en su deposicidén en

el higado. Este incremento es proporcional a la severidad de la enfermedad, alcanzando su
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mayor nivel en los pacientes que desarrollan fibrosis (Murawaki, 1991). En la EHNA existe una
alta prevalencia de fibrosis hepatica, evento que se relaciona con una alta tasa de mortalidad
(Wree, 2013). Es probable que en los sujetos con EHNA, prolina se esté liberando en mayor
cantidad de la MEC de tejidos extrahepaticos para asi aumentar su biodisponibilidad para la
sintesis hepatica de colagena. En este sentido, un estudio mostrd que pacientes con cirrosis
tenian un mayor contenido hepético de prolina libre y este incremento correlacionaba con la
sintesis de colagena (Kershenobich, 1970). La reserva hepatica de prolina es abastecida
unicamente de la prolina que ingresa al higado, pues este érgano no sintetiza prolina (Aral,
1997; Adams, 1980)

Prolina es un aminoacido no esencial que posee un anillo pirrolidina en su estructura (Figura
16), por lo que confiere rigidez y estabilidad a la estructura tridimensional de las proteinas.
Debido a estas caracteristicas estructurales, el primer paso en su catabolismo esta constituido
por un proceso de oxidacion llevado a cabo por la enzima mitocondrial prolina oxidasa (POX).
Esta reaccién produce moléculas de aniones superoéxido (O27) y A'-Pirrolina 5-carboxilato (P5C)
(Figura 16; Pandhare, 2009). Se ha reportado que el incremento en la concentracion de aniones
superoéxido puede estimular la expresion de la enzima prolil hidroxilasa (encargada de sintetizar
hidroxiprolina a partir de prolina) y, en consecuencia, promover la sintesis de colagena en el
higado (Hussain, 1987), por lo cual entre mayores sean los niveles de prolina, se estaria
generando en mayor cantidad moléculas de aniones O," y éstas estimularian la sintesis sintesis

de colagena, su deposicion en el higado y favoreciendo el desarrollo de fibrosis.

A) O

OH i

NH

B)

02'- Glutamato o-KG

Dipéptidos—»i Prolina —2' Pscm Ormtma—» Citrulina

a2
\ é @; Ciclo de
NAD(P) NAD(PH D D @ 'avrea
Degradacion v

proteica Glutamato Arginina

A

0|

v

Glutamina

65



Figura 16. Estructura y metabolismo de prolina. a) Estructura de prolina e hidroxiprolina. b) Biosintesis y
metabolismo de prolina y sus subproductos catabdlicos. Abreviaturas: POX, prolina oxidsa; P5C, pirrolina 5-
carboxilato; P5CR, pirrolina 5-carboxilato reductasa; P5CD, pirrolina 5-carboxilato deshidrogenasa; P5CS,
pirrolina 5-carboxilato sintetasa; GA, glutaminasa; GS, Glutamina sintetasa; OAT, Ornitina aminotransferasa;
OTC, Orntina trans-carbamoilasa; CPS1, Carbamoil fosfato sintasa 1; ARG1, arginasa1; PEPD, prolidasa.
En azul se resaltan los metabolitos cuantificados en el presente estudio. Referencias: Adams, 1980; Aral,
1997; Wu, 2011; Barbul, 2008; Pandhare, 2009; Watford, 2018.

En la célula existen dos fuentes de prolina: 1) su biosintesis, a partir de glutamato y arginina,
siendo P5C el intermediario metabdlico de la reaccion (Figura 16), y 2) como producto de la
degradacién de proteinas, en forma de dipéptidos que contienen en el C-terminal prolina o
hidroxiprolina (Szoka, 2017), en donde la enzima prolidasa se encarga de degradar los
dipéptidos que contienen prolina y de esta forma mantener los niveles fisioldgicos de prolina,
tanto en circulacién como en la MEC. Es posible que el incremento en los niveles de prolina
observados en la EHGNA también pueda ser ocasionado por un incremento en la actividad de
la enzima prolidasa, pues un estudio en pacientes con EHGNA mostré que la actividad
enzimatica de prolidasa en suero es mayor en los pacientes con EHNA, en comparacion con
sujetos con esteasosis simple y sin EHGNA, ademas de que la actividad de prolidasa se
correlaciona con mayores grados de esteasis hepatica, inlfamacion lobular y puntaje de
actividad del HGNA (Kayadibi, 2009).

Por otra parte, dado que al estratificar la poblacién de estudio por el estatus de DT2, unicamente
en los sujetos con diabetes permanecio significativa la asociacion de prolina con la EHGNA, es
posible que la presencia de DT2 aunada a los altos niveles de prolina promueva un mayor dafio
hepatico. Se sabe que los altos niveles de glucosa en circulacién pueden inducir la produccion

de colagena a través de distintos mecanismos, tales como:

1) La generacion de productos avanzados de glicacion. La glucosilacion noenzimatica de las
proteinas presentes en la MEC produce entrecruzamientos que culminan en alteraciones
estructurales de la MEC, las cuales son capaces de interferir en las interacciones matriz-matriz
y matriz-célula, contribuyendo al desarrollo de procesos fibrogénicos (Ban, 2008). Ademas, los
productos avanzados de glicacion desempefan un rol importante en la sefalizacién celular,
pues interactuan con receptores de productos avanzados de glicacion y activan la liberacion de
citocinas pro-inflamatorias y factores de crecimiento, controbuyendo de esta forma a las

complicaciones patogénicas de la DT2.

2) La estimulacién de factores de crecimiento. La MEC experimenta un continuo recambio,

donde existe un balance en su tasa de sintesis y de degradacién, para mantener la correcta
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estructura y funcionalidad de los 6rganos. Las moléculas que regulan el recambio de la MEC
incluyen diferentes factores de crecimiento como lo son TGF-B, Factor de crecimiento de tipo
insulina (IGF-I), Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), Factor de crecimiento epidermal
(EGF). La presencia de DT2 contribuye a una mayor expresion y bioactividad de estos factores,
contribuyendo asi a un desbalance del recambio de la MEC y a una mayor produccién de
colagena (Kolm, 1996; Qi, 2005).

Por lo anterior, es posible que los niveles elevados de prolina, en conjunto con niveles altos de

glucosa, incrementen la produccion de colagena en el higado y promuevan a la EHNA.

2.5 Acilcarnitinas de cadena corta

De acuerdo con su longitud, las AC se clasifican en AC de cadena corta, cadena media y cadena
larga. Las AC de cadena media y larga son productos del metabolismo de los acidos grasos,
mientras que las de cadena corta son productos del metabolismo de aminoacidos (Rinaldo,
2008; Schooneman, 2013). Estudios han mostrado que pacientes con EHGNA presentan
mayores niveles de AC, tanto en tejido hepatico como en la circulacién, en comparacién con
individuos sin EHGNA (Kalhan, 2011; Lake, 2015). En este estudio, las AC C3 y C4, productos
del metabolismo de los BCAA, se asociaron con un mayor grado de esteatosis hepatica, aunque
solo los niveles de C3 fueron estadisticamente mas altos en el grupo con EHNA que en el grupo

control.

La AC C3 (propionil carnitina) se genera a partir de propionil-CoA, un metabolito producido en
el catabolismo de valina e isoleucina, por lo que a propionil carnitina se le considera un reflejo
de la reserva intracelular de propionil-CoA (Newgard, 2012). En un estudio previo se observé
que los niveles en tejido hepatico de C3 eran mas altos en sujetos con EHNA, en comparacion
con sujetos sin EHGNA (Lake, 2015). Es posible que los niveles mas elevados de BCAA
observados en los pacientes con EHGNA, conduzcan a una mayor produccién de propionil-CoA
y, consecuentemente, una mayor produccion de C3. Ademas, C3 se asocio con un mayor grado
de esteatosis hepatica y de puntaje de actividad del HGNA. El mecanismo por el cual C3 estaria
asociada con la EHGNA no se conoce, pero estudios in vifro sefalan que la acumulacion
intracelular de su precursor, propionil-CoA, inhibe la actividad de las enzimas piruvato
deshidrogenasa (PDH) y a-cetoglutarato deshidrogenasa (aKDH), participantes en el ciclo de
los acidos tricarboxilicos (TCA, por sus siglas en inglés; Figura 17) y reduce la sintesis de citrato,

GTP y ATP (Schwab, 2006; Fenton, 2001), por lo que la acumulacién de propionil-CoA
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contribuiria a la disfuncion mitocondrial, caracteristica relacionada con la fisiopatologia de la
EHGNA (Lee, 2018).
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Figura 17. Metabolismo de propionil carnitina y propionil-CoA. Modificado de Wongkittichote, 2017. Schwab,
2006; Fenton, 2001. En azul se resaltan los metabolitos cuantificados en el presente estudio. Abreviaturas: aKDH,
a-cetoglutarato deshidrogenasa; PDH: piruvato deshidrogenasa; CS: citrato sintasa; TCA, ciclo de los acidos
tricarboxilicos.

El hecho de que los BCAA no se asociaran con los rasgos histolégicos de la EHGNA, pero si
su subproducto metabdlico (propionil carnitina), sugiere que no solo los BCAA tienen un papel
fundamental en el desarrollo de la EHGNA, sino que también sus metabolitos podrian estar
involucrados en la fisiopatologia de la EHGNA, incluso en mayor proporcion que los mismos
BCAA. Es probable que en pacientes con EHGNA y obesidad mdrbida, la presencia de RI
contribuya al incremento en los niveles circulantes de BCAA y estos se metabolicen en una
mayor cantidad dentro el higado, generando asi un aumento en los niveles de sus productos
metabdlicos como propionil-CoA y propionil carnitina (C3), los cuales tendrian efectos adversos
en el metabolismo energético, un rasgo intimamente relacionado con el desarrollo y progresién
de la EHGNA (Lee, 2018).

Los niveles de la AC C4 también se asociaron con el grado de esteatosis hepatica. La AC C4
representa dos isémeros, butiril e isobutiril carnitina (Koeberl, 2003), siendo esta ultima un
derivado de isobutiril-CoA, una molécula producida en el catabolismo de valina (Figura 3). Es
probable que mayores niveles de valina estén dando lugar a una mayor produccién de a-

cetoisovalerato y su ingreso al higado, conduciendo a una mayor produccion de isobutiril-CoA
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y acumulacion de isobutiril carnitina (C4). Por otra parte, el incremento en la concentraciéon
intramitocondrial de propionil-CoA reflejado por mayores niveles de C3, podria ocasionar que
isobutiril-CoA se acumule y salga de la mitocondria en forma de isobutiril carnitina (Figura 3),

explicando los niveles elevados de la AC C4 en presencia de la EHGNA

2.6 Acilcarnitinas de cadena media y larga

A pesar de que estudios en modelos murinos han mostrado que el incremento en las
concentraciones de AC de cadena larga se asocia con la EHGNA (Han, 2017; Lake, 2015), no
se observaron diferencias significativas de éstas a través de los distintos grupos de EHGNA.
Caso contrario para las AC de cadena media, pues los sujetos con ES y EHNA presentaron
mayores niveles de octeonil carnitina (C8:1) que los individuos control, ademas de que C8:1
también se asocio con un mayor grado de esteatosis, balonamiento hepatocelular y puntaje de
actividad del HGNA. Estos resultados son consistentes con la hipotesis que establece que un
mayor ingreso de lipidos a los hepatocitos en la EHGNA, rebasaria la capacidad oxidante de la
mitocondria, por lo que los intermediarios del metabolismo de lipidos, tales como las AC, se
acumularian en la mitocondria en la circulacion, resultando en los niveles elevados observados
en presencia de la EHGNA (McCoin, 2015).

El hecho de que la concentracion de la AC C8:1 también se relacionara con un mayor grado de
balonamiento hepatocelular y con mayor puntaje de actividad del HGNA sugiere que esta AC
no solo esta relacionada con la acumulacién hepatica de lipidos (12 agresion desencadenante
de la EHNGA), sino que también podria estar participando en la progresion de ES a EHNA (22
agresion desencadenante de la EHGNA). Algunos estudios sefialan que ademas de ser
intermediarios metabdlicos, las AC también son moléculas bioactivas con propiedades pro-
inflamatorias (McCoin, 2015). En modelos in vitro, la administracion de AC de cadena media y
larga indujo la activacién de NF-kB, un factor de transcripcion participante en respuestas pro-
inflamatorias (Adams, 2009). Dado que la activacién de moléculas pro-inflamatorias es una
caracteristica central de la progresion de esteatosis simple a EHNA (Than, 2015; Buzzetti,
2016), es probable que el incremento de la AC C8:1 una consecuencia de la acumulacién de

lipidos y la disfuncion mitocondrial, pero participe desarrollo de procesos inflamatorios.

3. Variacién genética asociada con los metabolitos de la EHGNA

Si bien la identificacion de metabolitos asociados con la EHGNA y sus rasgos histolégicos

provee informacién valiosa acerca de las rutas metabdlicas y moleculares implicadas en esta

69



patologia, no se puede establecer qué eventos moleculares ocasionan el incremento en los
niveles de estos metabolitos, ni tampoco si éstos se modifican como una consecuencia de la
EHGNA o si tienen un papel causal en el desarrollo de la misma. Para tener un mejor
entendimiento de estas interrogantes, se procedio a identificar variantes genéticas relacionadas
con los cambios observados en los niveles de los metabolitos asociados con la EHGNA y, por
medio de un modelo de Aleatorizacion Mendeliana (AM), evaluar la causalidad de los
metabolitos en la EHGNA.

3.1 Variantes asociadas con los niveles de acilcarnitinas

La asociacién de variantes genéticas en ACADS con cambios en la concentracion de
isobutirlcarnitina y butirilcarnitina (C4) ha sido reportada en estudios de GWAS dirigidos a
metabolitos en circulacion (Tabla 2; lllig, 2009; Suhre, 2011; Shin, 2014) En todos los casos, los
SNPS identificados en ACADS se han relacionado con mayores niveles circulantes de C4. El
gen ACADS (acyl-CoA dehydrogenase short chain) codifica para la enzima deshidrogenasa de
acil-CoA de cadena corta (SCAD), localizada en la matriz mitocondrial y que participa en la -

oxidacién, catalizando la deshidrogenacion de acidos grasos de 4 y 6 carbonos (Corydon, 2001).

La variante identificada en ACADS, rs1799958, codifica para un cambio de aminoacido de
glicina a serina en la posicion 209 de la proteina SCAD (p.Gly209Ser, ¢.625G>A) y se predice
como benigna por el programa PolyPhen. Se ha sefalado que el cambio p.Gly209Ser es un
causante de deficiencia moderada de SCAD, ya que estudios in vitro mostraron que la insercion
de la variante produjo un 15% de menor actividad enzimatica de SCAD en comparacién con el
alelo silvestre (Corydon, 2001). De esta manera, una menor actividad de SCAD causaria una
acumulacién de acidos grasos de 4 y 6 carbonos (butiril y hexanoil, respectivamente), los cuales
saldrian de la mitocondria y se acumularian en la circulacién en forma de sus respectivas AC,
siendo butiril carnitina (C4) una de ellas, explicando asi por qué los sujetos portadores de la

variante p.Gly209Ser en ACADS presentaron mayores niveles de C4.

A pesar de que la concentracion de C4 se correlaciond con un mayor grado de esteatosis, y de
que la variante p.Gly209Ser se asocié con mayor concentracion de C4, esta variante del gen
ACADS no se asoci6 con el grado de esteatosis ni con un mayor riesgo de EHGNA o de EHNA.
De acuerdo con el modelo de Aleatorizacion Mendeliana (AM), es factible que la acumulacion
en suero de C4 (Figura 18), no sea un factor causal en el desarrollo de esteatosis hepatica o de

progresion a EHNA.
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Figura 18. Efecto de la variante en ACADS en los niveles de AC C4. Modificada de Lehninger, 2008. 1)
La presencia de obesidad y EHGNA conducen a elevados niveles de BCAA. 2) Como resultado, incrementan
productos metabdlicos como butiril-CoA e isobutiril-CoA. 3) La AC C4 se acumula dentro de la mitocondria y
posteriormente sale a circulacién. 4) La variante en ACADS ocasiona una menor actividad de SCAD. 5)
Como consecuencia, disminuye la oxidacion de butiril-CoA e isobutiril-CoA y éstas se acumulan dentro de la
mitocondria. 6) Incremento en los niveles circulantes de C4, adicionales a aquellos producidos por la
presencia de obesidad y EHGNA. Abreviaturas: CPT1, carnitina-O-palmitoil transferasa 1. CPT2, carnitina-
O-palmitoil transferasa 2. CACT, translocasa de carnitinas-acilcarnitinas; SCAD, deshidrogenasa de acil-CoA
de cadena corta; ACADS, acyl-CoA dehydrogenase short chain.

Los niveles de octenoilcarnitina (C8:1) se asociaron con un SNP ubicado en el intrén 8 del gen
SLC22A1 (Solute Carrier Family 22 Member 1) el cual codifica para el transportador de cationes
organicos 1 (OCT1). Este transportador se expresa principalmente en el higado y se localiza en
la membrana basolateral de los hepatocitos (Kim, 2017). Los sustratos de OCT1 incluyen una
variedad de moléculas enddgenas y farmacos que poseen una amina cuaternaria en su
estructura, tal como las AC (Nigam, 2018). En un estudio en modelo murino se identificd que el
silenciar el gen Sic22a1, incrementaba la concentracion hepatica de las AC de cadena corta y
disminuia su concentracién en circulacion (Km, 2017), por lo que se propuso su participacion

en el eflujo de AC, permitiendo el transporte de AC desde el higado hacia la circulacion.

La variante identificada en SLC22A1, rs62440901, se asocidé con menores niveles circulantes
de octenoilcarnitina (C8:1), pues los sujetos homocigotos para la variante mostraron una
disminucion en suero del 22% de C8:1, en comparacion con los no portadores. A la fecha no
existen reportes acerca de los efectos que esta variante podria estar ejerciendo en la expresién
y/o funcionalidad del transportador OCT1, pero el hecho de que el SNP rs62440901 se hubiese
asociado con menores niveles de C8:1 en suero sugiere que esta variante puede estar
relacionada con una disminucién de la capacidad de OCT1 de transportar las AC fuera del
higado, condicionando asi a menores niveles circulantes de la carnitina C8:1 y, posiblemente,

a mayores niveles dentro del higado.
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De acuerdo con el modelo de AM, dado que el gen SLC22A1 no se asocié con el riesgo de
EHGNA ni con sus rasgos histologicos, se puede proponer que la AC C8:1 no tiene un efecto
causal en el desarrollo de la EHNGA, sino que su concentracién incrementa como un resultado

de la presencia de esta patologia (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de la variante en SLC22A1 en los niveles de AC C8:1. Ref. Kim, 2017. 1) En la EHGNA
existe una acumulacion excesiva de acidos grasos libres (AGL) en el higado. 2) El exceso de AGL conduce a un
incremento en la concentracion de AC de cadena media, como C8:1. 3) El exceso de C8:1 sale del higado a
través de OCT1. 4) A través de mecanismos desconocidos, la variante rs62440901 disminuye la capacidad de
OCT1 de transportar el exceso de C8:1 fuera del higado. 5) En consecuencia, existe una mayor acumulacién de
C8:1 dentro del higado. 6) La disminucion del transporte a través de OCT1 se ve reflejado como menores niveles
circulantes de C8:1. Abreviaturas: OCT1, transportador de cationes organicos 1; SLC22A1, Solute Carrier Family
22 Member 1.

Es importante sefialar que, a pesar de que la variacion en SLC22A1 no se asocio con el riesgo
o los rasgos histologicos de la EHGNA, existe la posibilidad de que este gen tenga un papel
relevante en la EHGNA. Un estudio previo en modelo murino identificé que los roedores
deficientes para SLC22A1 presentan una menor acumulacién de lipidos hepaticos en
comparaciéon con los roedores silvestres (Chen, 2014). Este efecto era ocasionado porque la
ausencia del transportador OCT1 impedia la entrada de tiamina, promoviendo la fosforilacion
de AMPK y su blanco Acetil-CoA carboxilasa (ACC), inhibiendo su actividad e impidiendo que
se llevara a cabo la sintesis de novo de acidos grasos. De tal forma que la posible menor
actividad de OCT1 en presencia de la variante rs62440901, podria tener un efecto positivo para

la EHGNA. Sin embargo, estudios adicionales son necesarios para evaluar esta posibilidad.
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3.2 Variantes asociadas con los niveles de aminoacidos

La asociacion de la variante rs5747933 en PRODH con mayores niveles de prolina ya ha sido
reportada previamente (Demirkan, 2015; Koshiba, 2016). PRODH codifica para la enzima
prolina oxidasa/deshidrogenasa (POX/PRODH), localizada en la membrana interna de la
mitocondria y que lleva a cabo el primer paso en el catabolismo de prolina, oxidandola a A'-
Pirrolina 5-carboxilato (P5C) (Phang, 2015; Pandhare, 2009). El SNP rs5747933 codifica para
un cambio de aminoacidos de treonina a asparagina en la posicién 275 de la proteina POX
(Thr275Asn, 824C>A). Esta variante es mucho mas frecuente en la poblacién nativo americana
(20%) que en otras poblaciones como africanos (0%) y europeos (5%), razén por la cual no se
identificd en ninguno de los estudios de GWAS conducidos en poblaciones europeas, sino hasta
la aplicacién de otras estrategias como secuenciacion de exomas y de genomas completos
(Demirkan, 2015; Koshiba, 2016)

Andlisis estructurales in silico del homodlogo de POX en E.coliindican que la variante Thr275Asn
se localiza en el extremo del dominio deshidrogenasa/oxidasa (Figura 20), y se ha propuesto
que podria estar afectando la estabilidad de la enzima (Koshiba, 2016). De esta forma, la
presencia de la variante Thr275Asn podria disminuir la eficiencia catalitica de POX, provocando
una menor tasa metabdlica de prolina y, en consecuencia, su acumulacion en circulacion. Esta
evidencia es consistente con el incremento observado de los niveles séricos de prolina en los
sujetos portadores de la variante Thr275Asn: en comparacion con los no portadores, los sujetos
heterocigotos para la variante tuvieron una concentracion de prolina 10% mas alta, y los sujetos

homocigotos 38% mas alta.
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Figura 20. Localizacion de la variante Thr275Asn en POX. Ref. Koshiba, 2016. Representacion de la
estructura de la proteina PutA, homdéloga de POX en E. coli. La variante E276 es homdloga a la variante
Thr275Asn. En verde se resalta el dominio catalitico. El sitio catalitico esta indicado por una flecha roja. La
variante genética se representa en modelo esférico color magenta.

No se observaron cambios significativos de la expresion de PRODH a nivel de mRNA en funcion
de la variante Thr275Asn, lo cual apoya la idea de que el efecto de la variante sobre POX es a
nivel de actividad enziméatica. La expresion hepatica de PRODH tuvo una correlacion negativa
con los niveles de prolina, implicando que, a menores niveles hepaticos de PRODH, existe una
mayor acumulacién de prolina en circulacién. No obstante, esta correlacion no fue significativa,
lo cual sugiere que el higado no es el principal contribuidor al metabolismo de prolina y que
otros 6rganos como el rindn y el intestino podrian tener un mayor efecto en el metabolismo de
este aminoacido (Barbato, 2016; Adams, 1980). Por otra parte, fue interesante observar que los
sujetos con EHNA, quienes presentan niveles mayores de prolina, tuvieron también una
expresion hepatica mas alta de PRODH, lo cual sugiere que la sobre-expresion de PRODH
podria ser un mecanismo de compensacion para suplir la disminucion en la actividad de POX
(El-Brosloy, 2017).

4. Participacion de prolinay PRODH en la EHGNA

De manera interesante, unicamente PRODH se asocio con mayor riesgo de EHNA, con los
rasgos histolégicos de la EHGNA y con la acumulacion hepéatica de lipidos. De acuerdo con el
modelo de AM, estos resultados sugieren que prolina podria estar participando tanto en el

desarrollo de esteatosis, como en la progresion a esteatohepatitis.

No existen reportes acerca de la participacién que prolina podria tener en la EHGNA y de como
la actividad de POX podria contribuir a esta relacién. Un estudio en fibroblastos mostr6 que la
adicion de prolina al medio de cultivo, induce la sintesis de colagena, activa la expresion de p53,
del factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1a), y la sefalizacion por Akt (Szoka, 2017). El gen p53
tiene un papel importante en la activacion de rutas relacionadas con apoptosis celular y arresto
del ciclo celular (Yan, 2018). Ademas, algunos trabajos lo han vinculado con el metabolismo de
lipidos y con mecanismos de dafio hepatocelular relacionados con esteatosis. Aunado a ello,
un estudio en modelo murino mostré que la inhibicidon de p53 atenuaba la esteatosis y el dafio
hepatico (Derdak, 2013; Yahagi, 2003; Goldstein, 2012). Por su parte, se sabe que la via
PI3K/Akt tiene un papel importante en la sefializacion celular en la EHGNA (Matsuda, 2013). De

esta forma, el incremento en los niveles circulantes de prolina, ademas de promover la sintesis
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de colagena y la activacién de procesos fibrogénicos en el higado, podrian activar vias de
sefalizacion como las de p53 y Akt, que podrian estar participando en el desarrollo de la
EHGNA.

Por otra parte, el metabolismo de prolina esta intimamente relacionado con el metabolismo de
otros aminoacidos como glutamina y glutamato, ya que prolina puede ser sintetizada a partir de
glutamina y glutamato, a través de la accion de las enzimas glutaminasa (GA) y P5C
sintetasa/reductasa (P5CS/P5CR), respectivamente (Figura 16B; Watford, 2018). Un estudio
mostré que la reserva intracelular de prolina aumenta durante el proceso de activacién de las
células estrelladas hepaticas (CES), resultando en un incremento en la sintesis de prolina a
partir de glutamina y glutamato (Li, 2017). La activacién de las CES es un factor clave en la
progresiéon de ES a EHNA ya que estas céluas son sintetizadoras de colageno y, por lo tanto,
se relacionan con el desarrollo de lesiones fibréticas (Byrne, 2015).

Con base en lo anterior, es posible que en los sujetos con EHNA exista un aumento en la sintesis
de prolina a partir de glutamina y glutamato, ocasionando asi una menor disponibilidad de
glutamato para la sintesis de glutation (GSH), la principal molécula intracelular con capacidad
antioxidante (Lushchak 2012). En este sentido, estudios han mostrado que los pacientes con
EHNA presentan menores niveles de GSH en circulacién, sensibilizando al higado ante el dafo
producido por la acumulacién de ROS (Masarone, 2018). Por lo tanto, adicionalmente al menor
catabolismo de prolina ocasionado por una menor actividad de POX, es posible que los altos
niveles de prolina en la EHNA sean generados por su sintesis a partir de glutamato, el cual deja
de ser utilizado para sintetizar GSH. Es necesario realizar mas estudios donde se cuantifiquen

los niveles circulantes de glutamato, glutamina y GSH para confirmar esta hipétesis.
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VIIl. CONCLUSIONES

Este es el primer estudio realizado en poblacién mexicana que evalua un perfil metabolémico
asociado con la EHGNA. Este trabajo permite concluir que en presencia de la EHGNA existen
niveles séricos elevados de los aminoacidos leucina, isoleucina, valina, tirosina, prolina,
metionina y alanina, asi como de las acilcarnitinas C0, C3, C4 y C8:1. Algunos de estos
metabolitos también se asociaron con mayores grados de esteatosis hepatica, inflamacion
lobular, balonamiento hepatocelular y con el puntaje de actividad del HGNA. La presencia de
DT2 es un factor clave en la relacién de estos metabolitos con la EHGNA. Se sabe que presentar
DT2 aumenta el riesgo de desarrollar EHNA, por lo que la identificacion de metabolitos
asociados con la EHNA unicamente en los sujetos con DT2, sugiere que la alteracion en las
rutas metabdlicas donde participan estos metabolitos podria ser un mecanismo por el que DT2
aumenta el riesgo de desarrollar EHNA. Las diferencias en los niveles de metabolitos asociados
con la EHGNA se explicaron, en parte, por variantes genéticas localizadas en los genes
PRODH, ACADS y SLC22A1, los cuales codifican para proteinas participantes en las rutas
metabdlicas de prolina, C4 y C8:1, respectivamente. De estos tres loci, unicamente PRODH se
asocié con la EHGNA. Por consiguiente, al aplicar el modelo de AM como una aproximacion
para evaluar causalidad, se observo que el incremento en los niveles de prolina es un factor que
conduce al desarrollo de EHNA. En conjunto, estos hallazgos contribuyen a un mejor
entendimiento en la fisiopatologia de la EHGNA y situan a las alteraciones en el metabolismo

de prolina como un factor implicado en el desarrollo de EHNA.
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IX. PERSPECTIVAS

Si bien se replico la asociacién reportada de la variante Thr275Asn en PRODH con los niveles
circulantes de prolina, a la fecha no existen estudios funcionales acerca del efecto que esta
variante tiene en la actividad de POX. Por ello, se requiere evaluar por medio de inmunoensayos
si esta variante modula la concentracion de la proteina en higado y/o si afecta su localizacion
celular. Asimismo, sera importante evaluar en modelos murinos si el silenciamiento de PRODH
en higado tiene un efecto en la acumulacién de lipidos o en el desarrollo de procesos

inflamatorios o de fibrosis.

Este estudio aporta informacion valiosa acerca de la contribucion que la DT2 tiene en los niveles
de metabolitos asociados con el riesgo de EHNA. Sin embargo, dado el disefio transversal del
mismo, es necesario conducir estudios longitudinales para evaluar si los sujetos con DT2 y
niveles elevados de tirosina, alanina y prolina progresan en mayor proporcion a EHNA que sus

contrapartes sin DT2.
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XI. ANEXOS

Tabla suplementaria 1. Lista de metabolitos séricos cuantificados por espectrometria de

masas en tandem.

Nombre Clasificacion Nomenclatura Eif]ttir:r(ljsr
AMINOACIDOS
Alanina No polares Ala ’H,-Ala
Arginina No polares Arg H,,"*C-Arg
Glicina No polares Gly N,2-"*C-Gly
Metionina No polares Met 2H,-Met
Prolina No polares Pro BCs-Pro
Fenillalanina No polares/ Aromaticos Phe 3Ce-Phe
Tirosina Polares/ Aromaticos Tyr BCs-Tyr
Leucina/ Isoleucina No polrzrr(:]isf/i:aed;adena Leu/lleu 2Hg,-Leu
Valina No polares/de cadena Val ?Hg-Val
ramificada
Citrulina No proteicos Cit H,-Cit
Ornitina No proteicos Orn ’Hg-Orn
ACILCARNITINAS
Carnitina libre Co ’H-CO
Acetil carnitina Cadena corta C2 2H3-C2
Propionil carnitina Cadena corta C3 2Hg,-C3
Malonil/3-hidroxi-butiril carnitina Cadena corta C3DC/C40H 2H3-C4
Butiril carnitina Cadena corta C4 2H3-C4
Methilmalonil/ 3-_h.idroxi-isovaleril Cadena corta C4DC/C50H 2H,-C5
carnitina
Isovaleril carnitina Cadena corta C5 2H9-CS
Tiglil carnitina Cadena corta C5:1 2H9'C5
Glutaril/3-Hidroxi-hexanoil carnitina Cadena corta C5DC/C60OH 2HG-C5DC
Hexanoil carnitina Cadena media C6 2H3-C6
Adipil carnitina Cadena media ceDC 2HG-C5DC
Octanoil carnitina Cadena media C8 2Hg,-CS
Octenoil carnitina Cadena media C8:1 2H3-CS
Decanoil carnitina Cadena media C10 2H3-C1O
Decenoil carnitina Cadena media C10:1 2H3-C1O
Decadienoil carnitina Cadena media C10:2 2H3-C1O
Dodecanoil carnitina Cadena media C12 2H3-C12
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Dodecenoil carnitina Cadena media C12:1 2H3-C12
Tetradecanoil (Miristoil) carnitina Cadena larga C14 ’H,-C14
Tetradecenoil carnitina Cadena larga C14:1 ’H;-C14
Tetradecadienoil carnitina Cadena larga C14:2 2H3-C14
3-Hidroxi-tetradecanoil carnitina Cadena larga C140H 2H3-C14
Hexadecanoil (Palmitoil) carnitina Cadena larga C16 ’H;-C16
Hexadecenoil carnitina Cadena larga C16:1 2H3-C16
3-Hidroxi-hexadecanoil carnitina Cadena larga C160H ’H;-C16
3-hidroxi-hexadecenoil carnitina Cadena larga C16:10H 2H3-C16
Octadecanoil (stearoil) carnitina Cadena larga C18 ’H,-C18
Octadecenaoil (Oleil) carnitina Cadena larga C18:1 ’H,-C18
Octadecadienoil (Linoleil) carnitina Cadena larga C18:2 ’Hs;-C18
3-Hidroxi-octadecanoil carnitina Cadena larga C180H 2H3-C18
3-Hidroxi-octadecenoil carnitina Cadena larga C18:10H 2H3-C18

Los metabolitos sombreados en gris son aquellos cuyas concentraciones cuantificadas estuvieron por debajo
del limite de deteccion en mas del 50% de los sujetos.
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Tabla Suplementaria 2. Correlaciones de niveles séricos de metabolitos con determinaciones bioquimicas

Glucosa Insulina HOMA-IR HbA1c TG CT C-HDL
Metabolito
r p r p r p r p r p r p r p
Leu -0.26 5.8E-07 -0.03 0.67 -0.04 0.64 -0.01 0.99 0.10 0.1 0.14 0.02 0.08 0.19
Val -0.28 2.3E-07 -0.05 0.46 -0.11 0.21 0.03 0.73 0.13 0.02 0.19 4.6E-04 0.14 0.02
Ala -0.06 0.32 0.05 0.50 0.01 0.95 0.08 0.29 0.26 6.8E-07 0.15 0.01 0.07 0.29
Tyr -0.14 0.02 0.11 0.08 0.06 0.50 0.04 0.57 0.27 4.2E-07 0.19 7.3E-04 0.08 0.19
Pro -0.12 0.04 0.04 0.60 0.06 0.50 -0.05 0.50 0.23 1.4E-05 0.1 0.05 0.04 0.57
Met -0.19 4.6E-04 0.04 0.56 0.01 0.91 -0.01 0.99 0.12 0.03 0.09 0.16 0.12 0.04
Co -0.10 0.09 0.04 0.57 -0.02 0.83 0.06 0.41 0.24 5.2E-06 0.19 4.6E-04 0.21 8.0E-05
C3 -0.15 0.01 -0.07 0.29 -0.20 0.02 -0.09 0.20 0.13 0.02 0.08 0.19 0.05 0.40
C4 -0.12 0.05 0.01 0.95 -0.06 0.54 0.00 0.99 0.13 0.03 0.06 0.35 0.13 0.03
C8:1 -0.06 0.38 0.05 0.47 -0.01 0.95 0.11 0.10 0.38 2.7E-14 0.19 4.6E-04 0.06 0.35
continuacion
) C-LDL ALT AST GGT Leptina Adiponectina
Metabolito
r P r P r P r P r P r P
Leu 0.12 0.05 0.14 0.02 0.13 0.02 0.10 0.10 -0.21 4.6E-04 -0.05 0.50
Val 0.15 0.01 0.12 0.03 0.04 0.54 0.14 0.02 -0.19 2.8E-03 -0.04 0.57
Ala 0.06 0.36 0.25 2.7E-06 0.27 3.4E-07 0.17 2.0E-03 -0.06 0.38 -0.07 0.32
Tyr 0.1 0.06 0.18 1.3E-03 0.13 0.02 0.19 4.6E-04 0.05 0.47 -0.09 0.19
Pro 0.05 0.43 0.10 0.10 0.13 0.03 0.09 0.15 -0.05 0.53 -0.04 0.54
Met 0.03 0.68 0.18 1.1E-03 0.20 4.6E-04 0.09 0.12 -0.05 0.53 -0.04 0.57
Co 0.09 0.14 0.02 0.70 -0.07 0.24 0.12 0.03 0.08 0.21 0.15 0.02
C3 0.03 0.66 0.12 0.05 0.10 0.09 0.10 0.08 -0.10 0.15 -0.03 0.68
C4 -0.01 0.95 0.12 0.04 0.07 0.24 0.12 0.04 0.01 0.99 0.03 0.67
C8:1 0.06 0.32 -0.02 0.74 -0.04 0.57 0.14 0.02 -0.01 0.99 -0.02 0.80
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Tabla suplementaria 3. Correlaciones de niveles séricos de metabolitos con los rasgos

histolégicos de la EHGNA, estratificando por estatus de DT2.

Grado de Inflamacion Balonamiento Ptfn.taje de
Metabolito Estatus esteatosis lobular hepatocelular act:lc(::c)\del
DMT2
r p r p r p r p
BCAA y aminoacidos relacionados con su catabolismo
sin DMT2 0.05 0.74 0.001 1.00 -0.03 0.86 0.01 0.93
ey con DMT2 0.22 0.09 0.09 0.53 0.06 0.73 0.16 0.23
sin DMT2 0.09 0.42 -0.02 0.88 -0.02 0.92 0.03 0.86
vel con DMT2 0.20 0.11 0.03 0.87 0.05 0.78 0.12 0.41
sin DMT2 0.10 0.40 0.05 0.73 0.15 0.13 0.13 0.26
Ala con DMT2 0.30 0.01 0.35 3.0E-03 0.33 4.6E-03 0.41 2.6E-04
AA aromaéticos y otros aminoacidos
sin DMT2 0.08 0.50 -0.001 0.99 0.09 0.40 0.07 0.54
Phe con DMT2 0.19 0.13 0.24 0.06 0.15 0.25 0.24 0.06
sin DMT2 0.25 1.7E-03 0.05 0.73 0.23 4.4E-03 0.23 4.4E-03
o con DMT2 0.29 0.02 0.28 0.02 0.23 0.07 0.33 4.2E-03
sin DMT2 0.12 0.30 -0.02 0.91 0.11 0.31 0.09 0.40
Pro con DMT2 0.40 2.6E-04 0.35 3.0E-03 0.31 0.01 0.44 T7.1E-05
sin DMT2 0.08 0.50 -0.01 0.94 -0.02 0.91 0.03 0.86
Arg con DMT2  -0.04 0.80 -0.08 0.62 -0.16 0.22 -0.11 0.44
sin DMT2 0.13 0.25 0.01 0.93 0.12 0.27 0.12 0.30
Met con DMT2 0.27 0.03 0.22 0.09 0.21 0.09 0.29 0.01
sin DMT2 -0.16 0.09 -0.09 0.40 -0.06 0.67 -0.14 0.20
el con DMT2 0.10 0.48 0.21 0.09 0.20 0.11 0.21 0.09
. sin DMT2 0.03 0.86 -0.07 0.54 0.04 0.84 -0.001 1.00
ct con DMT2 0.12 0.40 0.14 0.30 0.04 0.80 0.13 0.36
sin DMT2  0.001 1.00 0.01 0.99 0.05 0.73 0.02 0.88
o con DMT2 0.19 0.13 0.16 0.21 0.24 0.06 0.24 0.06
Acilcarnitinas
sin DMT2 0.12 0.30 -0.001 0.99 0.11 0.35 0.10 0.40
co con DMT2 0.12 0.42 0.21 0.10 0.07 0.66 0.17 0.20
sin DMT2 -0.06 0.63 0.001 0.99 0.10 0.40 0.01 0.97
c con DMT2  -0.08 0.60 0.13 0.33 0.04 0.80 0.04 0.80
sin DMT2 0.21 0.01 0.02 0.89 0.07 0.56 0.14 0.17
« con DMT2 0.20 0.11 0.02 0.87 0.11 0.42 0.14 0.30
sin DMT2 0.16 0.09 -0.05 0.73 0.06 0.63 0.09 0.44
c con DMT2 0.20 0.11 -0.03 0.86 0.05 0.78 0.09 0.53
C5 sin DMT2 0.16 0.09 -0.05 0.73 0.09 0.40 0.10 0.40
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conDMT2  0.03  0.86 0.09 053 0.03  0.86 0.06 068
C50H/ sinDMT2  0.04  0.77 0.03  0.86 0.03 085 0.02  0.86
C4DC conDMT2  0.10  0.49 017  0.19 -0.04  0.80 010  0.48
C5DC/ sinDMT2  0.04  0.83 0.04 0.82 0.06 0.7 0.02  0.86
C60H conDMT2 020  0.11 022  0.09 0.10  0.51 022  0.09
sinDMT2  -0.10  0.40 0.06  0.66 0.07  0.61 0.10  0.40

cone conDMT2  0.001  0.98 025  0.06 0.14  0.31 0.16  0.22
sinDMT2  -0.01  0.94 0.04  0.81 0.03  0.86 0.03  0.86

ce conDMT2  0.01  0.95 0.01  0.94 0.06 0.74 0.01  0.95
o sinDMT2 026 1.1E-03 003 085 0.18  0.07 021  0.01
conDMT2  0.17  0.19 022  0.08 005 0.78 019  0.13

sinDMT2  -0.03  0.86 -0.06  0.63 0.02  0.90 0.05 075

c1o conDMT2  -0.09  0.53 0.02  0.89 011 043 0.07  0.64
sinDMT2  -0.02  0.86 0.01 094 0.04 0.82 0.03  0.86

c10 conDMT2  -0.001  0.98 0.09 0.6 0.01  0.94 0.03  0.84
sinDMT2  -0.06  0.63 0.05  0.73 -0.04  0.80 0.03  0.86

c12 conDMT2  -0.02  0.93 018  0.17 0.08 057 0.10  0.48
o sinDMT2  -0.10  0.40 0.07 058 0.08  0.50 0.05  0.72
conDMT2  0.04  0.80 0.001  0.99 0.02 087 0.03  0.87

sinDMT2  0.03  0.86 0.08  0.50 0.09 0.4 0.02  0.91

c1a conDMT2  0.05  0.78 0.14  0.30 017  0.19 015  0.27
i sinDMT2  0.001  1.00 013  0.22 0.06 0.7 0.08 054
conDMT2  0.09  0.56 005 0.78 012  0.39 0.10  0.48

sinDMT2  0.09 043 0.09  0.40 003 085 0.09  0.40

claz conDMT2  0.04  0.80 013  0.38 005 0.78 0.09 053
sinDMT2 012 0.30 0.07 057 0.01  0.93 0.09  0.41

c1ed conDMT2  0.08  0.62 0.07  0.66 -0.001 0.98 0.001  0.99
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Tabla suplementaria 4. Resultados del estudio de asociacién de genoma completo, de variantes genéticas asociadas con los niveles

séricos de metabolitos relacionados con la EHGNA

Metabolito

Cohorte obesos
morbidos (n=431)

Grupo de validacion

(n=245)

Meta-analisis

asociado Chr SNP Variante Gen mas cercano bp A1 A2 Freq
b se o] b se p b se p
Variantes asociadas con metabolitos relacionados con el catabolismo de BCAA
3 rs16829702 intronic ARHGAP31 119052488 G C 0.08 0.88 0.17 1.2E-07 -0.21 0.30 048 0.62 0.14 1.9E-05
3 rs9835104 intronic ARHGAP31 119056040 A 0.11 0.67 0.14 29E-06 -0.18 0.28 0.51 049 0.13 1.2E-04
4 rs62336240 intronic ANXA10 169081038 C A 0.06 -0.86 0.18 2.2E-06 -0.17 0.39 0.65 -0.74 0.16 7.7E-06
8 rs11776675 intronic CDH17 95176015 G A 0.17 -0.54 0.12 7.2E-06 -0.16 0.22 047 -0.45 0.11 1.7E-05
LEU 8 rs2340029 intronic CDH17 95183490 G A 0.22 -047 0.11 9.0E-06 -0.05 0.20 0.82 -0.38 0.09 5.1E-05
8 rs2613217 intronic CDH17 95199215 G A 0.24 -048 0.10 3.7E-06 -0.05 0.20 0.81 -0.39 0.09 2.5E-05
8 rs10956904 intronic CDH17 95205117 A C 0.23 -0.51 0.11 2.5E-06 0.08 0.20 0.69 -0.38 0.10 7.8E-05
8 rs3886489 intronic CDH17 95208323 A C 0.28 -0.52 0.10 6.2E-07 -0.04 0.19 0.82 -0.41 0.09 6.9E-06
9 rs17051885 intronic LOC102724080 89035877 G A 0.37 043 0.09 2.8E-06 0.17 0.16 0.30 0.36 0.08 4.6E-06
2 rs219158 intronic LTBP1 33218037 G A 0.20 -9.95 2.13 29E-06 -1.86 7.01 0.79 -9.27 2.04 5.3E-06
3 rs16829702 intronic ARHGAP31 119052488 G C 0.08 14.68 2.98 8.7E-07 -0.04 9.82 1.00 13.44 2.86 2.5E-06
8 rs3886489 intronic CDH17 95208323 A C 0.28 -840 1.87 7.1E-06 0.74 6.37 0.91 -7.68 1.80 1.9E-05
9 rs17051885 intronic LOC102724080 89035877 G A 037 750 1.65 56E-06 516 5.33 0.33 7.30 1.58 3.7E-06
10 rs2236723 intronic GDF10 48429650 G A 0.19 9.70 215 6.6E-06 -0.17 6.67 0.98 8.77 2.05 1.9E-05
VAL 12 rs1858881 intronic CCDC63 111334117 G A 039 7.70 1.67 3.8E-06 -1.29 562 0.82 6.97 1.60 1.3E-05
12 rs6489821 intronic CCDC63 111334318 G A 039 7.70 1.67 3.8E-06 -129 562 0.82 6.97 1.60 1.3E-05
12 rs6489822 intronic CCDC63 111334375 A G 039 758 166 5.1E-06 -1.29 562 0.82 6.87 1.59 1.7E-05
12 rs11610779 intronic CCDC63 111336560 A T 0.39 750 1.67 6.7E-06 -140 5.63 0.80 6.78 1.60 2.2E-05
12 rs10774610 intronic CCDC63 111340243 G A 039 780 1.65 24E-06 -1.29 562 0.82 7.07 1.59 8.3E-06
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12 rs11065766 intronic MYL2 111349849 G A 039 736 1.66 9.2E-06 -1.30 562 0.82 6.66 1.59 2.8E-05

©

rs12002026 Intergénica LOC107987084 83383795 A C 0.06 0.16 0.03 3.5E-06 00-03 0.04 0.93 0.09 0.03 0.001

ALA

©

rs7021691 Intergénica LOC107987084 83387016 A G 0.06 0.16 0.03 3.5E-06 0.04 0.93 0.09 0.03 0.001

0.003

Variantes asociadas con aminoacidos aromaticos y otros aminoacidos

TYR 4 rs598364 Intrénica LOC105377441 137989392 G A 0.29 -0.22 0.05 2.7E-06 -0.09 0.10 0.37 -0.20 0.04 3.5E-06

11 rs238926 intronic ZBTB16 113975210 0.47 -0.19 0.04 8.8E-06 0.03 0.08 0.70 -0.14 0.04 2.4E-04

1 rs6691316 Intrénica KCNN3 154754194 C 0.33 0.38 0.08 6.0E-06 -0.02 0.21 0.94 0.33 0.08 2.9E-05

12 rs10770618 Intergénica LOC105369686 20327408 G A 0.24 -0.44 0.09 3.8e-06 -0.01 0.22 0.97 -0.37 0.09 2.0E-05

12 rs1427981 Intergénica LOC105369686 20328707 A G 0.24 -042 0.09 6.0E-06 -0.01 0.22 0.96 -0.36 0.09 2.9E-05

12 rs2042880 Intergénica LOC105369686 20330651 A G 0.24 -0.44 0.09 3.8e-06 -0.01 0.22 0.96 -0.37 0.09 2.0E-05

PRO 12 rs1593844 Intergénica LOC105369686 20331233 A C 0.24 -044 0.09 24E-06 -0.09 0.22 0.70 -0.39 0.09 7.1E-06
12 rs6487068 Intergénica LOC105369687 20378156 C A 0.34 -0.41 0.08 8.9E-07 -0.29 0.22 0.18 -0.39 0.08 3.9E-07

22 rs5747933 Sﬁg:}igg PRODH 18910355 A C 0.15 061 0.11 52E-08 154 0.25 4.8E-10 0.76 0.10 5.6E-14

22 rs2238732 Intrénica PRODH 18915347 A G 0.15 062 0.11 1.3E-08 1.60 0.24 56E-11 0.78 0.10 4.0E-15

22 rs759404 Intrénica PRODH 18916180 A G 0.16 056 0.11 1.1E-07 1.10 0.23 1.5E-06 0.66 0.10 8.1E-12

11 rs4755737 Intrénica HSD17B12 43791865 A G 0.36 -0.09 0.02 7.0E-06 -0.01 0.02 0.59 -0.06 0.01 1.5E-04

MET 12 rs6487068 Intergénica LOC105369687 20378156 C A 0.34 -0.09 0.02 3.5E-06 0.0-1 1 0.03 0.66 -0.06 0.02 7.3E-05

Variantes asociadas con metabolitos relacionados con el metabolismo de lipidos

1 rs891526 intronic GNG12-AS1 68651948 G A 0.30 0.21 0.05 9.7E-06 0.02 0.08 0.79 0.16 0.04 6.4E-05

2 rs62178271 intergenic LOC105373899 222475510 A 0.07 -0.39 0.08 2.1E-06 -0.14 0.15 0.34 -0.33 0.07 4.0E-06

2 rs13403047 intergenic LOC105373899 222478526 C A 0.07 -0.39 0.08 1.4E-06 -0.16 0.14 0.25 -0.33 0.07 2.0E-06

2 rs17300372 intergenic LOC105373897 222479220 A G 0.08 -0.38 0.08 2.5E-06 -0.16 0.14 0.26 -0.32 0.07 3.1E-06

co 2 rs6748185 intergenic LOC105373899 222491734 G A 0.08 -0.37 0.08 24E-06 -0.16 0.14 0.26 -0.32 0.07 2.9E-06
4 rs73876336 intergenic LOC102723906 187733807 A T 0.06 0.40 0.09 5.1E-06 -0.36 0.18 0.04 0.25 0.08 1.6E-03

G A
G A

18  rs16962757 intergenic LINC01900 19650234 0.45 0.20 0.04 3.7E-06 0.07 0.08 0.36 0.17 0.04 7.6E-06
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18  rs16962762 intergenic LINC01900 19650364 A T 045 020 0.04 3.7E-06 0.09 0.08 0.24 0.17 0.04 4.2E-06
18 rs4800353 intergenic LINC01900 19654137 G A 045 0.20 0.04 3.6E-06 0.08 0.08 0.28 0.17 0.04 5.0E-06
18 rs10853629 intronic DCC 50889886 A G 0.33 0.21 0.05 9.5E-06 -0.07 0.08 0.34 0.13 0.04 9.4E-04
2 rs12986480 Intergénica LINCO1878 213646473 A C 043 0.13 0.03 2.5E-06 0.04 0.05 0.39 0.11 0.02 5.8E-06
2 rs12995424 Intergénica LINCO1878 213656187 C T 042 0.13 0.03 57E-06 0.04 0.05 0.41 0.11 0.02 1.3E-05
2 rs11693864 Intergénica LINC0O1878 213657426 A G 042 0.13 0.03 57E-06 0.04 0.05 042 0.11 0.02 1.3E-05
C3 3 rs161449 Intergénica GRM7 7829411 A G 011 021 0.04 3.0E-06 0.06 0.08 0.50 0.17 0.04 9.0E-06
3 rs9823495 Intergénica LINC01991 187645566 A G 0.17 0.18 0.04 7.1E-07 0.01 0.06 0.92 0.13 0.03 1.9E-05
4 rs2920232 Intergénica OTOP1 4230212 C G 023 014 0.03 9.7E-06 0.06 0.06 0.27 0.12 0.03 1.0E-05
9 rs7021223 Intergénica PUM3 2909883 C A 0.07 -025 0.06 87E-06 0.00 0.10 1.00 -0.19 0.05 1.1E-04
1 rs4908360 Intergénica FAM76A 28028200 A G 0.07 0.23 0.05 4.2E-07 -0.04 0.07 0.63 0.16 0.04 5.4E-05
1 rs4908335 Intergénica FAM76A 28028261 A C 0.07 0.23 0.05 4.2E-07 -0.04 0.07 0.63 0.16 0.04 5.4E-05
1 rs6670793 Intrénica FAM76A 28060574 G A 0.06 0.26 0.05 1.4E-07 -0.05 0.07 0.46 0.16 0.04 8.5E-05
1 rs10902667 Intrénica FAM76A 28062107 G C 0.06 0.26 0.05 1.4E-07 -0.05 0.07 0.46 0.16 0.04 8.5E-05
1 rs76390622 Intrénica FAM76A 28068408 A G 0.06 0.26 0.05 1.4E-07 -0.05 0.07 0.46 0.16 0.04 8.5E-05
1 rs1569432 Intrénica FAM76A 28071836 A G 0.06 0.26 0.05 1.4E-07 -0.05 0.07 0.46 0.16 0.04 8.5E-05
1 rs10902670 Intrénica FAM76A 28084571 A G 0.06 0.26 0.05 1.4E-07 -0.05 0.07 0.46 0.16 0.04 8.5E-05
1 rs10794504 Intrénica FAM76A 28084735 A G 0.06 0.26 0.05 1.4E-07 -0.05 0.07 0.46 0.16 0.04 8.5E-05
C4 1 rs2072750 utr 5' PPP1R8 28157871 G A 0.06 0.26 0.05 1.8E-07 -0.02 0.07 0.79 0.17 0.04 3.1E-05
3 rs28513561 Intrénica THRB 24285539 G A 0.13 -0.15 0.03 7.1E-06 0.03 0.05 0.61 -0.10 0.03 4.5E-04
3 rs73188631 Intrénica LOC107986166 187722136 C A 0.20 0.13 0.03 4.6E-06 -0.02 0.03 0.47 0.07 0.02 2.2E-03
9 rs12342716 Intrénica LRRC37A5P 114371624 A C 043 -0.11 0.02 7.1E-06 -0.03 0.03 0.32 -0.08 0.02 3.5E-05
9 rs75913393 Intrénica LRRC37A5P 114374613 A T 043 -0.11 0.02 29E-06 -0.03 0.03 0.28 -0.08 0.02 1.6E-05
9 rs10817197 Intergénica LOC107987116 114382444 G A 0.30 -0.12 0.03 7.8E-06 -0.05 0.04 0.21 -0.09 0.02 1.2E-05
9 rs7875749 Intergénica LOC107987116 114387135 A G 0.30 -0.12 0.03 7.8E-06 -0.05 0.04 0.20 -0.09 0.02 1.1E-05
10 rs10788187 Intergénica LOC105378396 85449661 G A 0.09 -0.18 0.04 7.0E-06 -0.02 0.06 0.71 -0.13 0.03 9.3E-05
12 rs10774563 Intergénica LOC101928300 121060780 G A 042 0.13 0.02 7.2E-09 0.12 0.03 4.9E-05 0.13 0.02 9.3E-05
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