“\\N\\\S\NWQWU\WO Mexy

a0\ R ; U
"/ POR M.”.Muu

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIAY DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS,
ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD

FACTORES GENETICOS Y MODULADORES DE LA EPIGENETICA
ASOCIADOS A LA PROGRESION DE LA ESTEATOSIS/ESTEATOHEPATITIS
NO ALCOHOLICA EN NINOS Y ADOLESCENTES

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE MAESTRIA EN CIENCIAS

PRESENTA:

REBECA IVONNE GONZALEZ RODRIGUEZ

TUTOR: \
DR. CARLOS JIMENEZ GUTIERREZ ~
DR SALUD PUBLICA. ICMC. SNI
HOSPITAL GENERAL “DR. MANUEL GEA GONZALEZ”

CIUDAD DE MEXICO, ENERO 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Nota Aclaratoria

Resumen

1.Introduccién

2.Marco de referencia
3.Planteamiento del problema
4. Justificacion

5.0bjetivos

5.1 General

5.2 Especificos
5.3Exploratorios

6.Hipotesis

7.Diseio del Estudio
8.Material y Métodos

8.1 Universo de estudio

8.2 Tamario de la muestra

8.3 Criterios de seleccién

8.4 Variables de estudio

8.5 Descripcion de procedimientos
8.5.1 Descripcion General del Estudio
9.Analisis Estadistico
10.Aspectos Eticos
11.Resultados

12.Discusién
13.Conclusiones
14.Referencias Bibliograficas
15.Anexos

12
18
18
18
18
19
19
19
19
20
20
20
22
24
30
30
33
37
37
45
53
54
68



NOTA ACLARATORIA
Durante el afio 2020, debido a la pandemia producida por SARS-COV2 se realiz6 la
Reconversion hospitalaria ante la pandemia de la COVID-19, oficialmente anunciado por
las autoridades de la Comision Coordinadora de Institutos Nacionales de Salud vy
Hospitales de Alta Especialidad, el 29 de marzo del 2020. En éste, se consideraron tres
fases, en las que participaron seis hospitales, tanto de la Ciudad de México, como del

Estado de México.

Por ello, oficialmente el Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, Secretaria de
Salud, es uno de los Hospitales Generales que, hasta el dia de hoy, siguen siendo parte
de esta estrategia nacional. La dinamica interna que se vivié a partir del 18 de marzo del
2020, permitié ser testigo del cierre cuasi-inmediato de algunos servicios y el cierre total
de las actividades académicas presenciales de pregrado y posgrado, con el consecuente
impacto en la ausencia de atencidn y paralizaciéon total de las dinamicas de

investigacion.

En este mismo sentido, el Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Médicas
(PMDCMOS. UNAM) bajo la direccion de la Dra. Maria Teresa Fortoul Van der Goes,
bajo la decision colegiada del Subcomité Académico (SA), instruyé a todos los
responsables de las sedes del programa a facilitar el proceso de avance y conclusién de
los estudios de investigacion de los estudiantes del posgrado. Ello supone entre otras
acciones, la modificacion de los objetivos y la metodologia del estudio, con acuerdo del

tutor y el responsable de la sede, sin que ello requiera aprobacion por escrito del SA.

En el caso de esta tesis de grado, con fecha octubre del 2020, se notifico y solicitd al
Subcomité Académico: i. mantener el disefio de cohorte del estudio, ii. presentar la
medicion basal o visita 1 de la cohorte, iii. el analisis estadistico y los resultados de las
variables clinicas y de laboratorio de interés. En el pleno, la Dra. Maria Teresa Fortoul
Van der Goes, bajo la decision colegiada del Subcomité Académico (SA) di6 el Visto

Bueno.



RESUMEN

Introduccion. La Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico afecta a casi la cuarta parte de la
poblacién mundial. En 2020, un panel internacional de expertos propone el término MAFLD
(Metabolic-associated fatty liver disease: MAFLD, por sus siglas en inglés) o Higado graso
asociado a disfuncion metabolica, con el objetivo de reflejar la fisiopatologia y los factores de
riesgo de esta enfermedad. MAFLD es la hepatopatia crénica mas frecuente en nifios y
adolescentes y el inicio de MAFLD en etapas tempranas de la vida confiere mayor riesgo de
progresion de la enfermedad.

Objetivo. Evaluar el grado de asociaciéon entre los factores genéticos y moduladores de la
epigenética con la progresion de la esteatosis/esteatohepatitis no alcohdlica en nifios vy
adolescentes

Diseino del estudio. Estudio Observacional, Analitico, Prospectivo, Longitudinal

Descripcion general del estudio. Escolares y adolescentes (6 a 16 afos) con diagnéstico de
esteatosis/esteatohepatitis no alcohdlica que reunan los criterios de seleccion, previo
consentimiento informado y asentimiento del menor. Tamafio de la muestra: 176 sujetos. Se
realizé historia clinica y exploracion fisica, asi como evaluacién antropométrica, elastografia
transitoria y determinacion de microbiota fecal.

Andlisis estadistico. Para el analisis univariado, todas las variables sociodemograficas, clinicas y
de laboratorio se analizaran en funcion de sus caracteristicas. El analisis bivariado sera realizado
en dos escenarios. El primero, comprendera la relacién entre la variable dependiente, respecto a
las variables independientes. En segundo orden, se realizara analisis estratificando por sexo. Para
el modelo multivariado, se realizard un modelo logistico multinomial.

Resultados. Se presentan resultados transversales, de la visita basal, de una cohorte de 93
sujetos que fueron atendidos del 01 de marzo al 18 de marzo de 2020. La edad promedio fue de
12.12 afios, 1C95%: 11.63 a 12.60; el 61.3% (n=57) fueron hombres, y el 38.7% (n=36) mujeres. EI
88.2% en conjunto presentaron sobrepeso y obesidad, siendo el 68.8% (n=64) los que tenian
obesidad y el resto sobrepeso; mientras que el 11.8% (n=11) estaban en categoria de normopeso.
Para la esteatosis hepatica no alcohdlica (db/m) segun grados, el 36.6% (n = 34) fueron
clasificados como esteatosis grado 1, el 24.7% (n =23) como grado 2 y el 38.7% (n = 36) como
grado 3.

Al contrastar las variables de estudio en funciéon de los grados de la esteatosis hepatica, se
observaron diferencias altamente significativas (p = 0.000) para IMC, Triglicéridos, FA, FAST,
Actividad fisica, Sedentarismo, % Firmicutes, % Bacteroidetes, % Proteobacterias; significativas (p
< 0.05) para cHDL, ALT, AST, GGT, Acido urico, APRI; y marginal (p = 0.05) para Colesterol. El
modelo final, solo incluy6 las variables sexo, actividad fisica y sedentarismo. Al observar el grado 2
y 3 de la esteatosis hepatica no alcohdlica, se puede observar que en relacion al sexo, los nifios en
comparacion de las nifias, tienen 4.4 veces mayor riesgo de presentar esteatosis hepatica no
alcohdlica, y el riesgo puede llegar a ser tan grande como 15 veces. En el grado 3, el riesgo es de
12.5 veces en los nifios en comparacion de las nifias, y se observa el aumento desmedido del
riesgo, dado por el valor superior del IC95% de 64 veces. Por ultimo, se observa un aumento del
riesgo entre el grado 2 a 3, de 8 veces el riesgo para los nifios (OR = 4 a OR = 12), aunque como
hemos reiterado hay empalme entre los IC95%, reiterando el sesgo aleatorio. En relaciéon a la
actividad fisica, se observa que ésta es protectora. Por ultimo, respecto al sedentarismo, aun
cuando en el andlisis bivariado se observa una tendencia (conforme aumenta el grado de la
esteatosis hepatica no alcohdlica el tiempo promedio de sedentarismo aumenta), en el multivariado
no se observa un efecto de éste, ya que en ambos grados (2 a 3) el riesgo esta sobre la linea de
no efecto.

Conclusiones. Se observé una mayor frecuencia de esteatosis hepatica en varones, lo cual ha
sugerido que las hormonas sexuales pueden jugar un papel significativo en la predisposicion y/o
expresion de la esteatosis hepatica. En tanto, la actividad fisica puede ser un factor potencialmente
reversible de esteatosis hepatica. El vinculo entre la actividad fisica y la grasa hepatica destaca los
efectos positivos de un estilo de vida fisicamente activo.

Palabras clave (mesh). Fatty liver, disease progression, child, adolescent,



1. INTRODUCCION

Definicion y espectro clinico de la Enfermedad por Higado Graso No
Alcohdlico. La Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico (NAFLD, por sus
siglas en inglés) se caracteriza por una acumulacion excesiva de grasa hepatica
en ausencia de consumo de alcohol, enfermedades genéticas o farmacos que
ocasionen esteatosis. La esteatosis hepatica describe la acumulacion anormal de
grasa que afecta a mas del 5% de los hepatocitos. NAFLD es la hepatopatia
cronica mas frecuente en nifios y adolescentes, y comprende un espectro clinico
que varia desde la esteatosis simple a esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, por
sus siglas en inglés), con o sin fibrosis y que puede evolucionar hacia cirrosis y
carcinoma hepatocelular [1].

Prevalencia de la Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico en nifios y
adolescentes. Anderson et al (2015), realizaron una revision sistematica y meta
analisis de la prevalencia de NAFLD en sujetos de 1 a 19 afos. La prevalencia
media combinada de NAFLD en poblacién general fue del 7.6% (1C95%: 5.5-
10.3%) y 34.2% (IC95%: 27.8-41.2%) en clinicas de obesidad infantil. La
prevalencia fue mayor en el sexo masculino e incrementd conforme el indice de
Masa Corporal (IMC) era mayor [2]. Schwimmer et al (2006), reportaron una
prevalencia de NAFLD de 38% en nifios obesos, predominando en adolescentes
hispanos (11.8%) comparado a los caucasicos (8.6%) y afroamericanos (1.5%)
[3]. Xanthakos et al (2014), en un estudio transversal de 41 adolescentes (13-19
afos) con obesidad morbida, reportdé que 83% presentaron NAFLD (20% NASH)
[4]. En Cuba, un estudio de 44 nifios obesos (4-16 afos), evidencio que el 48%
tenian higado graso [5], y en Venezuela se reportd prevalencia de 65% entre
nifos con sobrepeso y obesidad [6]. En México, los estudios sobre NAFLD en
nifos menores de 18 afios son minimos, con defectos metodoldgicos significativos
[7, 8].



Fisiopatologia de la Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico. La
fisiopatologia de la NAFLD comienza con dos eventos principales: la acumulacion
intrahepatica de acidos grasos, lo cual esta asociado con resistencia a la insulina
(RI); y el incremento en la susceptibilidad de los hepatocitos derivado de dafio
secundario a estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, sobreproduccion vy
liberacién de citocinas proinflamatorias [9]. La carga excesiva de acidos grasos
libres es la causa crucial de esteatosis hepatica [10]. Se ha sugerido la teoria
“‘multiple hit” (multiples impactos), para explicar el dafio hepatico progresivo que
ocurre en los nifos con NAFLD, en la cual intervienen factores genéticos vy
epigenéticos, estos ultimos relacionados al estilo de vida sedentario con patrones
de alimentacion basados en dietas hipercaldricas y con alto contenido en fructosa,
aunados a disfuncion de la microbiota intestinal asi como alteraciones en la
homeostasis de los oligoelementos, criticos para la progresion de la enfermedad y
el desarrollo de etapas inflamatorias y fibréticas mas graves (NASH) [11].

Factores genéticos relacionados a progresion de NASH: PNPLA-3. Tanto en
ninos como en adultos, varios polimorfismos genéticos (SNPs), fueron
identificados por estudios de asociaciéon al genoma completo (GWAS), como
cofactores importantes en el inicio de NAFLD y su progresion. Estos SNPs
ocurrieron en genes implicados en la regulacion de la acumulacién de lipidos en
hepatocitos, estrés oxidativo, resistencia a la insulina y fibrogénesis [12]. Se
dispone de una vasta cantidad de evidencia del gen de la patatin fosfolipasa 3
(PNPLA-3) en nifos, en particular para el alelo G de la variante rs738409 (1148M),
el cual se correlaciona fuertemente con el incremento de esteatosis hepatica e
inflamacion, independientemente de otros factores de riesgo como el IMC, la
resistencia a la insulina y el estado metabdlico [13-16]. Los diferentes grados de
progresion de la enfermedad entre los sujetos, las diferencias étnicas y raciales,
sugieren la teoria que las variaciones genéticas y el entorno ambiental interactuan
estrechamente para determinar el fenotipo de la enfermedad y la progresion a
formas mas avanzadas de NASH.



En nifos y adolescentes obesos, rs1260326, un polimorfismo (SNP) en el
regulador de glucoquinasa (GCKR), se asocié con triglicéridos elevados,
lipoproteina de muy baja densidad e higado graso, y esta ultima asociacion fue
particularmente significativa en los hispanos. La sinergia entre los polimorfismos
de PNPLA3 y GCKR aumentaron la susceptibilidad al higado graso en nifios y
adolescentes obesos [17]. En adolescentes, los SNP rs738409 en PNPLA3
(asociados ademas con la gravedad de la enfermedad [18]), rs1044498 en
ENPP1 y rs780094 en GCKR fueron fuertemente asociados con MAFLD en
comparacion con los controles adultos. Se demostré que los pacientes con los
alelos menores de rs1260326/rs780094 tenian niveles disminuidos de la proteina
GCKR habia disminuido los niveles de proteina GCKR, mientras que los
portadores G/G rs738409 G/G mostraron una regulacion a la baja de la via del
retinol [19]. En adolescentes indo asiaticos con sobrepeso/obesidad, el
polimorfismo rs738409 C>G de PNPLA3 y 455 T >C de APOC3 se asociaron con
MAFLD y obesidad [20].

Ademas, la variante de proteina 1148M de PNPLAS programa la cantidad de grasa
en ceélulas hepaticas, incrementando el riesgo de desarrollar MAFLD alrededor de
50% y elevando los indices de dafio hepatico en hispanos [21, 22]. Esta variante
se asocio significativamente con niveles elevados de ALT, niveles bajos de
colesterol HDL y menor IMC z-score, y la asociacion con niveles altos de ALT fue
mas significativa para los nifios mexicanos delgados con MAFLD, aunque los
niAos con sobrepeso u obesos eran mas propensos a tener mayores niveles de
ALT [23]. Ademas, la variante 1148M fue inversamente asociada con la tasa
estimada de filtracion glomerular en nifos cuando MAFLD fue confirmado

histolégicamente [24].

Factores moduladores de la epigenética relacionados a progresion de
NASH.
= Patron de alimentacién. La dieta occidental caracterizada por un consumo

excesivo de carbohidratos (principalmente fructosa), grasas saturadas y con



menor contenido de fibra y de acidos grasos omega 3, se ha relacionado a
pacientes con NAFLD/NASH [25, 26]. Evidencia reciente sugiere que la
alimentacion con alto contenido en fructosa aumenta el riesgo de NAFLD y
NASH. La fructosa puede modular a las enzimas lipogénicas aumentando la
expresion del elemento regulador de esterol de la proteina de union-1c
(SREBP-1c) y la proteina del elemento de unidn sensible a los carbohidratos
(CREBP) [27]. La acumulacién de grasa hepatica inducida por fructosa resulta
en gluconeogénesis y disminucion de la oxidacion de grasas [28-30]. El
consumo cronico de fructosa induce resistencia a la leptina lo cual acelera el
alto contenido de grasa inducido por la obesidad [31]. Una mayor ingesta de
acidos grasos saturados (AGS) también se correlaciona con NAFLD, con un
grado de ingesta proporcional al grado de esteatosis [32, 33]. En adultos, la
cantidad de ingesta de AGS se correlaciona positivamente con el grado de
desarrollo de resistencia a la insulina y NASH [34]. Sin embargo, la interaccion
compleja entre las grasas saturadas y fructosa con las células hepaticas en
maduracion esta menos estudiada. Los nifios y adolescentes son los mayores
consumidores de fructosa [35, 36], con evidencia emergente de que esto
puede estar implicado en el desarrollo y la gravedad de la NAFLD
posiblemente a través del aumento de la permeabilidad intestinal y la
translocacién de endotoxina [37, 38].

Disbiosis intestinal. La disbiosis intestinal puede promover la translocacién
de bacterias y sus productos en la circulacion portal, la activacion de la
inflamacion a través de receptores de senalizacion en los hepatocitos y la
progresion de esteatosis simple a esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Las
bacterias estan representadas en un 95% por cuatro filos principales:
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria. El vinculo entre la
disbiosis intestinal y la obesidad/NAFLD se caracteriza por una mayor
prevalencia de Firmicutes y una menor prevalencia de Bacteroidetes en
individuos obesos versus delgados, y por una menor prevalencia de

Bacteroidetes en pacientes con NASH versus obesos sin NASH [38].



e Sedentarismo y actividad fisica. El vinculo entre la actividad fisica y la grasa
hepatica destaca los efectos positivos de un estilo de vida fisicamente activo
sobre la resistencia a la insulina, la intolerancia a la glucosa y la diabetes
mellitus tipo 2 [39, 40]. La actividad fisica deberia, te6ricamente, ayudar a la
prevencion y/o progresion de NAFLD a través de su relacion reciproca con el
control de la glucosa, y se ha demostrado que mejora la histologia hepatica
cuando se utiliza como parte de una intervencion de estilo de vida junto con la

dieta y la pérdida de peso [1, 40].

Diagnoéstico de la Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico. La biopsia
hepatica es el estandar de referencia para el diagnostico de NAFLD [41-43]; sin
embargo, al ser un estudio invasivo, la Sociedad Europea de Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricion Pediatrica (ESPGHAN) recomienda realizarla bajo
criterios especificos debido a las complicaciones asociadas como sangrado,
perforacién de algun 6rgano adyacente, o muerte [43].

Existen otras herramientas diagnodsticas como la tomografia computada (TC),
pero debido al riesgo de radiacidon no es recomendable como estudio de rutina
[44]. En tanto, la resonancia magnética (RM), debido a su costo y la necesidad de
sedacion en nifios, no se considera como una herramienta util de tamizaje [45]. El
ultrasonido hepatico (US), es un procedimiento no invasivo con amplia difusion y
costo reducido, considerado alternativa para el diagnostico de NAFLD [46, 47]. La
hiperecogenicidad y heterogeneidad imagenologica comparado con el rindn o el
bazo, establecen la sospecha de esteatosis si esta afecta a mas del 20% de los
hepatocitos [48], con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 90% [49];
sin embargo, tiene las limitantes de ser operador dependiente y no detectar
estadios tempranos de NAFLD.

Finalmente, han surgido nuevas tecnologias como la Elastografia Transitoria (ET),
la cual se basa en que la velocidad de la propagacién de una onda de corte
elastica depende de la rigidez (o elasticidad) del medio. Permite obtener 2
mediciones: el parametro de atenuacion controlada (CAP, expresado en dB/m),
indicador de esteatosis hepatica y el LSM (Liver Stiffness Measurement,



expresado en kPa) como indicador de rigidez hepatica, que es proporcional al
grado de fibrosis hepatica [50].

Progresion de la Enfermedad del Higado Graso No Alcohédlico. No
disponemos en la actualidad de ningun modelo matematico validado que,
mediante datos clinicos y/o analiticos, cuantifique la probabilidad de enfermedad
histologica avanzada o la de evolucion de una fase histologica a otra, lo que
denominaremos velocidad de progresion. Es probable que NASH sea el principal
impulsor de la progresion de la fibrosis hepatica. La ET es fiable para el
diagnostico de cirrosis hepatica (Estadio 4 de Fibrosis o F4) y de fibrosis
significativa (Estadio de fibrosis 2 o superior, F2). La ET permite evitar la biopsia
hepatica en el 90% de los pacientes con cirrosis y hasta en el 70% de los
pacientes con fibrosis significativa cuando se combina con otros métodos no
invasivos [50]. Carecemos de investigaciones que examinen posibles factores
predictivos de progresividad lesional. Los estudios se han centrado, en sefalar
ciertas circunstancias que hacen mas probable la existencia de una enfermedad
hepatica avanzada en el momento de la biopsia inicial, si bien es admisible que
esos factores indiquen también cierta probabilidad evolutiva [51]. Por lo anterior y
una vez revisada la evidencia disponible, se considera que la ET en conjunto con
indices bioquimicos pueden orientar como marcadores de progresiéon de dafo
hepatico.

Marcadores de progresion de NAFLD/NASH. Nobili et al (2008), evaluaron la
eficacia de la ET en la identificacion de diferentes grados de fibrosis en una
cohorte de 67 sujetos (35 varones) con NASH con edad entre los 4 y 17 afios
(media 13.6+2.44 afos). Se excluyeron causas secundarias de esteatosis. Se
realizd6 evaluacion bioquimica, ET y biopsia hepatica, esta ultima se estadificd
segun la clasificacion de Brunt (>1 a cualquier fibrosis, >2 fibrosis significativa y >3
fibrosis avanzada). Se confirmé NASH en 52 pacientes (32 nifios, 20 nifias). La
ET fue factible en 50 pacientes con NASH, y fallida en 2 pacientes debido a IMC
>35 kg/m?. Los valores de la curva ROC para la evaluacién de los estadios >1, >2
y >3 de fibrosis fueron 0.977, 0.992 y 1 respectivamente. Valores de ET entre 7 y

9 kPa predicen los estadios 1 o 2 de fibrosis, pero no pueden discriminar entre
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estas dos etapas y los valores de ET de al menos 9 kPa estan asociados con la
presencia de fibrosis avanzada [52].

Alkhouri et al (2012), evaluaron prospectivamente el rendimiento del Pediatric
NAFLD Fibrosis Index (PNFI), ET y su combinacion en la prediccion de fibrosis
clinicamente significativa (F2) en 67 nifios (46 varones) con NAFLD, con edad
entre los 5.5 y 11.3 afios. El estadio de fibrosis se estadific6 con NASH Clinical
Research Network. El estadio 2 de Fibrosis (F2) fue considerado significativo.
Diez pacientes tuvieron fibrosis estadio 2-3 y 57 pacientes tuvieron estadios 0-1.
Los valores de PNFIl y de ET fueron significativamente mayores en pacientes con
fibrosis significativa (p <0.05). Los valores de la curva ROC para predecir fibrosis
significativa por PNFIl y ET fue de 0.747 y 1.00 respectivamente (p=0.005). El uso
combinado de PNFI y ET podria predecir la presencia o ausencia clinica de
fibrosis significativa en 98% de los nifios con NAFLD [53].

Desai et al (2016), evaluaron el grado de esteatosis determinado por CAP y su
correlacion con biopsia hepatica en adolescentes. La esteatosis se estadificd en 4
grados: sin esteatosis (S0, <5%); leve (S1, 5-30%); moderado (S2, 31-60%), y
grave (S3, >60%). Se analizaron 69 pacientes (62% varones). La mediana de IMC
fue 22.6 kg/m2. EIl valor de la media de CAP para sujetos sin esteatosis fue
198437 vs 290447 para aquellos con esteatosis (p <.0001) y 313+25 dB/m para
pacientes con esteatosis grave (p <.0001). Asimismo, la mediana de CAP fue
estadisticamente significativa en pacientes con esteatosis grave (p =.004) [54].
Newsome (2019), propuso un constructo (FAST score) para la identificacion de
actividad fibrética y progresion en pacientes con NASH. Dicho score incluye la
realizacion de fibroscan con determinacion de CAP y LSM, asi como la
determinacion de aspartato aminotransferasa (AST). El estudio se realizd
prospectivamente en 7 centros britanicos. La biopsia hepatica fue evaluada por 2
patologos expertos. El fibroscan se realiz6 dentro de las 2 primeras semanas de
haberse efectuado la biopsia hepatica. Tras la validacién de fibroscan y biopsia
hepatica, se desarrollé y aplico el score en 335 pacientes. La curva ROC de este
score fue 0.83 (IC 0.78-0.87). El puntaje FAST proporciona una manera eficiente
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de identificar de manera no invasiva a pacientes en riesgo con NASH progresiva

que merecen consideracion para un tratamiento adicional [55].

Tratamiento para la Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico.

Segun la guia de tratamiento de NAFLD de la NASPGHAN [1], se recomienda un
tratamiento integral que incluya modificaciones al estilo de vida que favorezca la
pérdida ponderal. No existe un tratamiento farmacolégico que haya demostrado
beneficio en la mayoria de los pacientes con NAFLD y opciones como la cirugia
bariatrica debe considerarse de forma individualizada en pacientes con NAFLD y
otras comorbilidades.

2. MARCO DE REFERENCIA.

Factores genéticos asociados a la progresion de NASH. Desde el punto de
vista etiologico, la susceptibilidad individual a desarrollar NAFLD/NASH a una
edad temprana, representa una compleja interaccion entre genotipo y ambiente.
Estudios de agregacion familiar, estudios de heredabilidad, de genes candidato y
mas recientemente, estudios de asociacion al genoma completo (GWAS), indican
un componente genético importante en la fisiopatologia de la NAFDL y su
progresion a NASH. Romeo et al (2008), publicaron el primer GWAS enfocado a
la esteatohepatitis no alcohodlica en adultos [56]. Se incluyeron 383 sujetos con
ancestria hispana, 696 con ancestria caucasica y 1032 con ancestria africana,
todos residentes de EUA. El diagnostico de NAFLD se realizd mediante
resonancia magnética. Se analizaron 9229 SNPs no sinobnimos. Como resultado
principal se identifica a la variante 1148M (SNP 738409) del gen adiponutrina
(también llamado patatin-like phospholipase domain-containing 3 gene, PLPLA3),
fuertemente asociada a la NAFLD (p= 5.9x107°). El alelo de riesgo de esta
variante fue mas comun en hispanos (frecuencia del alelo menor de 0.49), lo cual
concuerda con los datos epidemioldgicos que indican que esta poblacion presenta
una mayor susceptibilidad a desarrollar NAFLD (45% en latinos vs 33% y 24% en
caucasicos y afroamericanos, respectivamente). En este mismo estudio, se

reportd una segunda variante de secuencia en el gen PLPLA3 (rs6006460), la
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cual provoca un cambio del aminoacido serina por isoleucina en el codon 453
(S453l) en la proteina correspondiente. De manera conjunta, estas dos variantes
alélicas explican el 72% de la variacién étnica en la presencia de esteatosis en la
poblacién de estudio [56].

Giudice [57], Speliotes [58] et al han demostrado que PNPLA3 1148M aumenta el
riesgo de NAFLD sin un fuerte efecto sobre los componentes del sindrome
metabdlico, pero la grasa abdominal (que esta estrechamente relacionada con los
componentes del sindrome metabdlico) puede impulsar el efecto dafino de este
polimorfismo sobre el higado. Marzuillo et al [59], reportaron en nifios obesos, que
la pérdida de peso puede disminuir el efecto de este polimorfismo. McGeoch et al
[60] sugirieron que los pacientes con PNPLA3 [148M mostraron la mayor
respuesta a la dieta restringida en fructosa. Wang et al [61] revelaron que la
actividad fisica y el comportamiento sedentario puede modular el efecto de la
variante de PNPLA3 en la NAFLD en nifos. Estas evidencias proporcionan
nuevas pistas sobre la funcion del gen PNPLAS.

Otro estudio mas reciente a gran escala sobre la variacion genética en NAFLD,
adoptd una estrategia de multiples etapas, con una primera etapa exploratoria
mediante meta analisis en distintas poblaciones (Reykjavik study, old order Amish
study, Family Heart Study y Framingham Heart Study) con la esteatosis hepatica
diagnosticada por TC. En esta etapa se genotiparon 2.4 millones de SNPs en
mas de 7100 individuos. La segunda etapa consistio en el analisis de 45 loci
independientes que en el estudio exploratorio sobrepasaron el punto de corte para
el valor de significancia p de 5x1073, en un subgrupo de 592 sujetos sometidos a
biopsia hepatica para el diagnostico histolégico de NAFLD. Cinco SNPs se
asociaron significativamente con fenotipos relacionados con la NAFLD, dentro o
cerca de los genes PNPLA3 (rs738408), NCAN (rs2228603), PPP1R3B
(rs4240624), GCKR (rs780094) y LYPLAL1 (rs12137855). Estas variantes alélicas
fueron consistentes en la asociacion a mayor riesgo de esteatosis hepatica
identificada mediante TC y a la alteracion histologica correspondiente a NASH. La
variante en NCAN (rs2228603), gen que codifica para una molécula de adhesion,
se asocié a menores niveles de colesterol de baja densidad (LDL) y triglicéridos
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en suero [62]. Lo anterior indica que la region correspondiente a estos
marcadores es particularmente relevante para la enfermedad. La asociacién de
este SNP ha sido replicada en distintas poblaciones, y se ha asociado a cirrosis y
progresion de enfermedad hepatica, incluso en poblacion mestiza mexicana [63,
64].

Otros estudios similares han identificado otras variantes génicas asociadas a
progresion de NAFLD/NASH. La variante rs780094 en el gen GCKR esta
asociada a esteatosis hepatica. El gen GCKR regula el almacenamiento y
utilizacién de la glucosa, asi como la secrecién de insulina y tiene una importante
contribucion en la lipogénesis de novo y en el contenido hepatico de triglicéridos
en humanos [65, 66]. Se ha identificado a la variante 1148M/PNPLA3 como un
factor asociado al desarrollo acelerado de NAFLD en nifios mexicanos [67].

Dieta rica en carbohidratos (fructosa) y grasas y progresion de NASH. Mosca
et al (2017), investigaron si las concentraciones de acido urico (AU) y el consumo
de fructosa en la dieta estan asociados a NASH en nifios y adolescentes. El
estudio se realizd en enero de 2012 a noviembre de 2014. Se incluyé a los
pacientes en los que se identifico esteatosis hepatica por US y se excluy6 a
pacientes con esteatosis secundaria a otras patologias. Se realizd evaluacidn
antropométrica y bioquimica y segun las recomendaciones de ESPGHAN se
efectud biopsia hepatica, la cual fue evaluada por el puntaje de NASH Clinical
Research Network. Se aplicé un cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos a todos los pacientes tras la biopsia hepatica. Se estudiaron nifios
obesos con NAFLD (n = 271). NASH fue diagnosticado por un puntaje de
actividad NAFLD >5 y el algoritmo FLIP. Se produjo NASH en el 37,6% de los
pacientes. La hiperuricemia fue detectada en el 47% de los pacientes con NASH
comparado con 29.7% de pacientes no NASH (p = 0.003). Tanto la concentracién
de AU (OR =2.488, IC 95%: 1.87-2.83, p = 0.004) y el consumo de fructosa (OR
=1.612, IC 95% 1.25-1.86, p = 0.001) fueron asociados independientemente con
NASH, después del ajuste para multiples (y todos) los factores de confusion
medidos. El consumo de fructosa fue independientemente asociado con
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hiperuricemia (OR = 2.021, 95% IC: 1,66-2,78, p = 0,01). Estos datos fueron
confirmados utilizando el algoritmo FLIP [68].

Nier A et al (2018), en el estudio HoFI realizado en Alemania entre abril de 2009 y
diciembre 2010 investigaron si el patron dietético y los marcadores de
permeabilidad intestinal difieren entre los nifios con sobrepeso con y sin NAFLD.
Datos antropométricos, ingesta dietética, parametros metabdlicos y marcadores
de la inflamacion, asi como la permeabilidad intestinal, se evaluaron en nifios con
sobrepeso (n = 89, edad: 5-9 anos) y controles sanos de peso normal (n = 36,
edad: 5-9 afos). Dieciséis nifios con sobrepeso presentaban datos tempranos de
NAFLD, por ejemplo, esteatosis grado 1 segun lo determinado por ultrasonido.
Niveles de endotoxinas bacterianas, proteina de unién a lipopolisacaridos (LBP) y
marcadores proinflamatorios como la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis
tumoral (FNT) fueron significativamente mayor en los nifios con sobrepeso con
NAFLD en comparacion con el otro grupo. La energia total y la ingesta de
carbohidratos fueron mayores en los nifios con NAFLD (p =0.06). La mayor
ingesta de carbohidratos se debid principalmente al contenido de fructosa total y
la ingesta de glucosa derivada de un consumo significativamente mayor de
bebidas azucaradas. Los resultados sugirieron que una alimentacion con alto
contenido en azucar podria contribuir al desarrollo de las primeras etapas de
NAFLD en nifios con sobrepeso [69].

Ramon-Krauel et al [70], comparé un pequefio grupo (17 pacientes) de nifios
obesos con higado graso (detectado por RMS) y la eficacia de una dieta de bajo
indice glucémico vs una dieta baja en lipidos, sobre el contenido de grasa
hepatica. En ambos grupos se detectd disminucion de niveles de ALT y de la
fraccion de grasa hepatica por RMS, sin diferencia significativa entre ambos
grupos. Recientemente, se informo6 que en una cohorte de 243 pacientes italianos
con obesidad y NAFLD, una pobre adherencia a la dieta mediterranea se asocio a
NASH, resistencia a la insulina y valores elevados de proteina C reactiva. Por lo
tanto, se ha sugerido a la dieta mediterranea como estrategia terapéutica en nifios
con obesidad y NAFLD [71, 72]. Sin embargo, se requieren mas estudios para

confirmar esta observacion. Dowla et al [73], realiza un ensayo controlado
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aleatorizado en 40 pacientes con NAFLD de 9 a 18 anos para comparar los
efectos de una dieta restringida en carbohidratos vs una dieta restringida en

grasas.

Sedentarismo y progresion de NASH. Hattar et al (2011), evaluaron la actividad
fisica en nifos hispanos obesos con esteatosis hepatica. Se estudiaron 57 nifios
(edades entre 8 y 16 afos), los cuales se dividieron en 3 grupos: 20 nifios obesos
con NASH (demostrada por biopsia hepatica), 20 nifios obesos sin hepatopatia y
17 nifios con IMC normal sin hepatopatia. Se aplic6 un cuestionario para evaluar
actividad fisica, actitud nutricional y comportamiento de alimentacion. 74% de los
pacientes de la cohorte eran hombres. Entre los sujetos con NASH, se encontré
que el 100% de los pacientes con fibrosis 2 y 3 tenian comportamiento sedentario
comparado a aquellos con fibrosis grado 1 o sin fibrosis (p <0.05) [74].

Gronbaek et al (2012), examinaron los efectos de un campamento para pérdida
de peso y el grado de NAFLD en niflos daneses con obesidad. Estudiaron 117
nifos (IMC 28.0+3.6 kg7m2, edad 12.1+1.3 anos), el programa de ejercicio fue de
intensidad moderada, con una duracidon de 1 hora/dia y se realiz6 dieta restrictiva.
Se realizé antropometria y US para la deteccién de esteatosis hepatica. 71 nifios
continuaron el seguimiento. Se detectd pérdida ponderal de 7.1+2.7 kg durante el
campamento. Al basal, 43% de los pacientes tenian hiperecogenicidad y 18%
heterogeneidad en el US relacionada a esteatosis hepatica, la cual disminuy6 a
30% y 4% respectivamente; el 50% presentaban transaminasas elevadas (>25
Ul/L) y sensibilidad a la insulina disminuida. Estas anormalidades fueron
relacionadas mutuamente y mejoraron significativamente durante el campamento
(p <0.05). Hubo mejoria en la grasa hepatica tras los 12 meses de seguimiento
[75].

Disbiosis intestinal y progresion de NASH. Zhu et al [76], examinaron la
composicion de microbiota intestinal y los niveles de etanol en la sangre de nifios
sanos, nifilos obesos y niflos con NASH. Solo unas pocas diferencias fueron
evidentes en la composicion de la microbiota de NASH en comparacion con los
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pacientes obesos sin enfermedad hepatica, e incluyé diferencias entre los filos, las
familias, y géneros en Proteobacteria, Enterobacteriaceae y E. coli,
respectivamente. Algunos de estos cambios incluyeron mas bacterias productoras
de alcohol, asociadas a un aumento significativo en los niveles de etanol en
sujetos con NAFLD en comparacion con nifios obesos y sanos. Ademas, niveles
mayores de etanol fueron detectados especificamente en correlacion con NASH.
Con todo, estos resultados sugieren que la produccion de etanol puede actuar
como una hepatotoxina, contribuyendo al desarrollo de NAFLD y su progresion a
NASH.

Otros factores asociados a progresion de NAFLD y NASH. El acido urico es
un producto del metabolismo de la purina en humanos y se origina a partir de
hipoxantina después de una doble catalisis enzimatica por la xantina oxidasa en el
higado. En 2 meta analisis de estudios prospectivos se demostré un riesgo
significativamente mayor de NAFLD en sujetos con niveles elevados de acido
urico en comparacion con aquellos con niveles menores. Se informé un efecto de
dosis-respuesta lineal entre acido urico y NAFLD, por cada aumento de 1 mg de
acido urico conduce a un incremento del 21% en el riesgo de NAFLD [77, 78].

La hiperferritinemia se detecta en aproximadamente un tercio de los pacientes
con NAFLD y SM, y sus niveles parecen estar directamente relacionados con la
gravedad de la RI [79,80]. Estudios in vitro han sugerido que la insulina podria
determinar una rapida y marcada estimulacion de la captacion de hierro por los
adipocitos, por redistribucion de los receptores de transferrina desde un
compartimento de la membrana intracelular a la superficie celular. La sobrecarga
sistémica de hierro puede promover el inicio de DM secundario a una alteracion
en la funcion de las células B pancreaticas debido al depésito intraparénquima de
hierro. Debido al estrés oxidativo, las células B son menos sensibles a la
estimulacion de glucosa y mueren por apoptosis con la consecuente reduccion en
la produccidn de insulina [81]. Bugianesi et al [82], demostraron que los niveles
elevados de ferritina son marcadores de grave dafo histologico. Manousou et al
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[83], evaluaron la relacion entre la ferritina sérica y las caracteristicas del
sindrome metabdlico con respecto a la inflamacion histologica y / o fibrosis en 111
pacientes con NAFLD. La ferritina resultdé un buen predictor de enfermedad
hepatica avanzada, con respecto tanto a NASH como a fibrosis. Kowdley et al
[84], demostraron que la ferritina sérica elevada es un predictor independiente de
gravedad histoldgica y fibrosis avanzada en pacientes con NAFLD.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
¢ Cuales son los factores genéticos y moduladores de la epigenética asociados a
la progresion de la esteatosis no alcohdlica en nifios y adolescentes?

4. JUSTIFICACION.

Considerando el incremento acelerado de sobrepeso y obesidad a nivel mundial,
donde Meéxico ocupa uno de los primeros lugares, aunado al diagnostico de
NAFLD/NASH con las consecuencias devastadoras a mediano y largo plazo que
ello implica, y que incluso en nifios sin obesidad (evaluados antropométricamente)
se ha identificado en 7% a 13% la presencia de esta patologia metabdlica
hepatica, mientras que en nifios obesos esta patologia puede presentarse hasta
el 50-80% de los casos, yace la importancia de identificar los factores genéticos y
moduladores de la epigenética asociados con la progresion de la esteatosis no
alcohdlica en nifios y adolescentes del Hospital General “Dr. Manuel Gea

Gonzalez”.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL (PRINCIPAL)

Evaluar el grado de asociacion entre los factores genéticos y moduladores de la
epigenética con la progresidon de la esteatosis no alcohdlica en nifios vy
adolescentes.
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5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVO ESPECIFICO PRIMARIO

Evaluar el grado de asociacion del polimorfismo PNPLA3 rs738409, la gravedad
de la obesidad, una alimentacion con alto contenido en fructosa y grasa y el
sedentarismo, respecto a la progresion de la esteatosis no alcohdlica en una

cohorte de nifios y adolescentes.

OBJETIVO ESPECIFICO SECUNDARIO
Evaluar el grado de asociacion de la disbiosis intestinal respecto a la progresion
de la esteatosis no alcohdlica en una cohorte de nifios y adolescentes.

5.3 OBJETIVOS EXPLORATORIOS

Analizar el grado de asociacion de niveles elevados de ferritina y acido urico,
respecto a la progresion de la esteatosis no alcohdlica en una cohorte de nifios y
adolescentes.

Analizar el grado de asociacion de variables bioquimicas (glucosa, insulina,
triglicéridos, colesterol, ALT, AST, FA, GGT) respecto a la progresion de la
esteatosis no alcohdlica en una cohorte de nifios y adolescentes.

6. HIPOTESIS.

El polimorfismo PNPLA3 rs738409, la gravedad de la obesidad, una alimentacion
con alto contenido en fructosa y grasa y el sedentarismo, son factores asociados
respecto a la progresion de la esteatosis no alcohdlica en una cohorte de nifios y
adolescentes.

7. DISENO. Estudio de Cohorte.

Estudio Observacional, Analitico, Prospectivo, Longitudinal.

Control de la asignacién de los factores de estudio: Observacional.
Finalidad: Analitica.

Inicio del estudio en relacidén con la cronologia de los hechos: Prospectivo.
Secuencia temporal: Longitudinal.
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8. MATERIALES Y METODO.

8.1. UNIVERSO DE ESTUDIO: Escolares y adolescentes (6 a 16 afos), con
diagnostico de esteatosis no alcohdlica por medio de elastografia transitoria.

El diagndstico de esteatosis hepatica se realizd utilizando los puntos de corte
sugeridos para su deteccion por medio de elastografia transitoria. No se realizd
biopsia hepatica debido a ser un procedimiento invasivo, del cual ya se han

mencionado los criterios para realizarlo en la seccion de introduccion.

Poblacion de estudio: Escolares y adolescentes (6 a 16 afios) con diagndstico
de esteatosis no alcohdlica por medio de elastografia transitoria que acudan al
Centro de Atencion Metabdlica Integral para el Nifio y el Adolescente
perteneciente a la Subdireccion de Pediatria del Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzalez”, en un periodo comprendido de 12 meses.

8.2. TAMANO DE LA MUESTRA

El calculo del numero necesario de sujetos a estudiar se realizara, considerando
los datos publicados por Anderson (2015), sobre la prevalencia de esteatosis
hepatica no alcohdlica en nifios y adolescentes.

Particularmente, se consideraran los resultados globales de dos de los graficos de
bosque del meta-analisis, donde se compara la prevalencia de esteatosis hepatica
no alcohdlica entre nifilos y adolescentes, hombres vs mujeres en poblacién
general y en poblacion hospitalaria, a través de la medida de asociacion de razén
de momios (Odds Ratio).
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POBLACION GENERAL
OR=1.63

IC95% = 1.10 a 2.41
Prevalencia=7.5

POBLACION HOSPITALARIA
OR =2.02

1C95% = 1.59 a 2.58
Prevalencia = 34.19

Posteriormente, para la estimacion del numero necesario de sujetos a estudiar, a
través de la estimacion global de una razéon de momios (odds ratio), se utilizara la
distribucion del numero de sujetos necesarios para estimar una razon de momios
(odds ratio), que se deriva de los escenarios tedricos de la formula
P2=(P1-OR)/[1+P1:(OR-1)].

Los calculos considerados, fueron para dos escenarios: para una potencia del 80
y 90. Para cada una de ellas, se consideraron, dentro de las estimaciones
estandarizadas de la distribucion del numero de sujetos necesarios para estimar
una razon de momios, una OR = 1.5 y una segunda OR = 2. La proporcidon
asumida fue del 0.35.

A continuacion, se muestra los cuatro escenarios de numero de sujetos a

estudiar.

POTENCIA = 80 POTENCIA =90
P1=0.35 P1=0.35

Alfa Hipétesis Unilateral = 005 Alfa Hipétesis Unilateral = 005
OR=2 OR=2

N =106 sujetos N = 146 sujetos
P1=0.35 P1=0.35
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Alfa Hipdtesis Unilateral = 005 Alfa Hipétesis Unilateral = 005

OR=1.5 OR=1.5

N = 315 sujetos N =436 sujetos

Con base en estos supuestos estadisticos, y considerando la dinamica de

atencion de la Clinica de Obesidad del Hospital General Dr Manuel Gea

Gonzalez, donde se asumira una pérdida del 20%, se ajustara tamafio de muestra

de 176 sujetos.

8.3. CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusion.

Cualquier sexo.

Edad de 6 a 16 afios.

Normopeso, sobrepeso y obesidad definido por percentilas de indice de
masa corporal (ver definiciones operacionales).

Diagndstico de esteatosis hepatica por medio de elastografia transitoria.
Consentimiento y asentimiento informado verbal y escrito.

Acudir a todas las consultas.

Criterios de exclusion.

Pacientes con diagndstico de esteatosis hepatica secundaria a otras patologias

(1) el cual se encuentre consignado en el expediente, o en los casos en los que

por medio de interrogatorio dirigido y por evaluacion clinica se descartara:

Esteatosis hepatica secundaria a hepatitis viral (hepatitis B, hepatitis C,
hepatitis D, citomegalovirus, virus de Epstein-Barr).

Esteatosis hepatica secundaria a hepatitis autoinmune.

Esteatosis hepatica secundaria a trastornos metabdlicos (aminoacidurias,
trastornos de la sintesis de acidos biliares, trastornos del metabolismo de
carbohidratos, trastornos de glicosilacion, trastornos de lipidos y acidos
grasos, trastornos mitocondriales, acidemias organicas, trastornos

peroxisomales, deficiencia de citrina, enfermedad de Wilson, fibrosis
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quistica, sindrome de Shwachman-Diamond, deficiencia de alfa-1-
antitripsina).

Esteatosis hepatica secundaria a enfermedad inflamatoria intestinal
(Enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa cronica), enfermedad celiaca o
trastornos anatémicos del tracto biliar (colangitis esclerosante).

Esteatosis hepatica secundaria a trastornos endocrinos (diabetes no
controlada, trastornos tiroideos, deficiencia de 21-a-hidroxilasa,
hiperlipidemia no controlada).

Esteatosis hepatica secundaria a etiologia quirurgica (Bypass gastrico,
procedimiento de Whipple, asa ciega).

Esteatosis hepatica secundaria a uso de nutricion parenteral total.
Esteatosis hepatica secundaria a farmacos (nifedipino, diltiazem, tamoxifen,
estrogenos, amiodarona, metotrexate, terapia antiretroviral, acido
valproico).

Esteatosis hepatica secundaria a toxinas o alcohol (consumo de alcohol
superior a 140 gramos/semana).

Desnutricion.

Criterios de eliminacion

Desarrollo de comorbilidad hepatica de cualquier etiologia, diferente de la
NAFLD que modifique los niveles de rigidez y elasticidad del tejido hepatico
o los patrones de inflamacion.

Necesidad de tratamiento farmacologico que modifique el impacto de los
factores moduladores de la epigenética sobre la evolucion de la NAFLD

Solicitud de alta voluntaria del estudio.
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8.4. VARIABLES DE ESTUDIO

Variables Independientes

Variables Dependientes

Variable de interés

Defuncién Operacional

Variable de Interés

Definicion Operacional

Sexo

Nominal dicotdmica
1.Masculino
2.Femenino

Esteatosis medida por
Elastografia Transitoria
(db/m)

Categorica

1.S0: 0 a 233

2.51: 234 a 268
3.52: 269 a 300
4.S3: 301 a 400

Edad Cuantitativa continua (afios) Fibrosis hepatica | Categodrica
medida por Elastografia
Transitoria (kPa) 1.FO-F1: <7
2.F2:7-8.7
3.F3: 8.8-10.3
4.F4.>10.3
Peso Cuantitativa continua (kg)
Talla Cuantitativa continua (cm)
Indice de Masa | Cuantitativa continua (kg/m?)
Corporal (IMC)
Normopeso Cualitativa (Categoérica)
Sobrepeso Cualitativa (Categoérica)
Obesidad Cualitativa (Categoérica)
ALT Cuantitativa continua (1U/L)
AST Cuantitativa continua (1U/L)
FA Cuantitativa continua (1U/L)
GGT Cuantitativa continua (1U/L)
Plaquetas Cuantitativa continua (103 UL)
Glucosa Cuantitativa continua (mg/dL)
Insulina Cuantitativa continua (uUl/mL)
Triglicéridos Cuantitativa continua (mg/dL)
Colesterol Cuantitativa continua (mg/dL)
Colesterol HDL Cuantitativa continua (mg/dL)
Colesterol LDL Cuantitativa continua (mg/dL)
Ferritina Cuantitativa continua (ng/mL)
Acido Urico Cuantitativa continua (mg/dL)
Actividad fisica Cuantitativa continua (min/dia)
Sedentarismo Cuantitativa continua (min/dia)
Contenido de fructosa | Cuantitativa continua
en dieta (gramos/dia)
Contenido de grasa en | Cuantitativa continua
dieta (gramos/dia)
Perfil de microbiota | Cuantitativa continua
intestinal Abundancia relativa
Bacteroidetes (porcentaje)
Firmicutes
Actinobacteria
Proteobacteria
Polimorfismo rs738409 | Categorica
de PNPLA3 (C/G, | Genotipos
[1148M) 1.CC
2.CG
3.GG
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Definicién Conceptual

Esteatosis hepatica: acumulacion anormal de grasa que afecta a mas del 5%
de los hepatocitos, definida por técnicas de imagen, cuantificacién directa o
estimacion histologica [1]. Para el protocolo se definira acorde a la clasificacion
de estadios definidos por valores de elastografia transitoria.

Fibrosis hepatica: esteatosis o esteatohepatitis no alcohdlica con puentes de
fibrosis periportal, portal o sinusoidal [1]. Para el protocolo se definira acorde a
la clasificacion de estadios definidos por valores de elastografia transitoria.
Elastografia transitoria (ET): se basa en el hecho de que la velocidad de la
propagacion de una onda de corte elastica depende de la rigidez (o
elasticidad) del medio. Cuanto mas duro es el medio, mas rapido se propaga
la onda de corte. Se obtendran 2 mediciones: el parametro de atenuacion
controlada (CAP, expresado en dB/m), como indicador de esteatosis y LSM
(Liver Stiffness Measurement, expresado en kPa) como indicador de rigidez
hepatica [50].

Sexo: la totalidad de las caracteristicas de las estructuras reproductivas y sus
funciones, fenotipo y genotipo, que diferencian al organismo masculino del
femenino [85].

Edad: tiempo transcurrido a partir del nacimiento del paciente, expresado en
afos [85].

Peso: indicador de masa corporal total necesario para detectar alteraciones en
el estado nutricio; se expresara en kilogramos. Para evitar errores de registro,
se pedira al paciente que se retire el calzado y la ropa, se otorgara una bata
pesandolo en la bascula la cual estara en una superficie plana. Antes de pesar
al paciente se registrara que la bascula esté en ceros (00). Para una correcta
medicion, el sujeto debe estar en posicion erecta y relajada, con la vista fija en
un plano horizontal. Las palmas de las manos extendidas y descansando
lateralmente en los muslos; con los talones ligeramente separados, los pies
formando una uve (V) ligera y sin hacer movimiento alguno [86].

Talla: se compone de la suma de cuatro componentes: las piernas, la pelvis, la

columna vertebral y el craneo; es un indicador de crecimiento lineal expresado
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en centimetros. La determinacion se realizara con un estadimetro portatil.
Antes de iniciar la medicion se pedira al paciente que se retire el calzado y se
quite cualquier objeto que traiga en la cabeza ya que estos pueden alterar los
datos observados y dificultar el registro de la talla. Se medira de pie, de
espalda a la pared, los talones, pantorrillas, gluteos, espalda y cabeza deberan
estar totalmente recargados en la pared. La linea media del cuerpo debera
coincidir con la linea media de la cinta del estadimetro. El antropometrista se
ubicara a la izquierda del paciente, y con su mano izquierda tomara la barbilla
del sujeto, a fin de controlar la cabeza y orientarla hacia el plano de Frankfort;
con su mano derecha deslizara la pieza movil de manera vertical hasta colocar
la parte coronal de la cabeza formando un angulo de 90 grados y procedera a
registrar el dato observado [86].

indice de masa corporal (IMC): es un indicador antropométrico que se
calculara al dividir el peso (en kilogramos) entre la estatura (en metros) al
cuadrado, y se expresara como kg/m? [86].

Normopeso: indicador nutricional establecido si el IMC se encuentra entre el
percentil 15 y < 85 en nifios (mayores de 5 afios) y adolescentes [87, 88].
Sobrepeso: indicador nutricional establecido si el IMC es superior al percentil
85 pero inferior al percentil 95 [87, 88].

Obesidad: acumulacion excesiva de grasa corporal que puede ser perjudicial
para la salud. En nifios y adolescentes el diagndstico se establece si el IMC es
superior al percentil 95 o si el IMC es mayor a 2 DE [87, 88].

ALT: enzima del metabolismo intermedio, que cataliza la transferencia de
alanina al acido acetoglutarico, formando acido oxalacético y acido piruvico.
[89-91]. Los valores de referencia se ajustaran acorde a edad y sexo segun la
Guia de Practica Clinica de NAFLD en nifios y adolescentes. Estos puntos de
corte son 22 mg/dL para nifas y 26 mg/dL para nifios [1].

AST: enzimas del metabolismo intermedio, que catalizan la transferencia de
grupos amino del acido aspartico al acido acetoglutarico, formando acido
oxalacético y acido piruvico [89-91]. Los valores normales de AST para nifios >
2 son 15-40 |U/L, en tanto para nifias > 2 afos son de 13-35 IU/L [90].
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Fosfatasa Alcalina (FA): enzima que cataliza la conversiéon de un monoéster
ortofosférico y agua en un alcohol y ortofosfato. [89-91]. Los valores normales
de FA en nifios y adolescentes son de 20 a 120 IU/L [90].

Gamaglutamil transferasa (GGT): prueba de funcion hepatica, denominada
enzima de colestasis, cuya funcién es romper determinados enlaces entre
moléculas y transferir grupos gamma glutamil [89-91]. Los valores normales de
GGT para nifos de 4 a 10 afos son 5-32 IU/L, en tanto para adolescentes los
valores son de 5-24 |U/L [90].

Plaquetas: son particulas celulares esenciales para el normal desarrollo de la
hemostasia y cumplen un rol protagénico en los desérdenes tanto trombéticos
como hemorragicos. Las plaquetas tienen su origen en la fragmentacion
citoplasmatica del megacariocito [92]. Su utilidad diagnéstica radica en que
son utilizadas para el calculo de indices o scores para evaluar fibrosis
hepatica. Los valores normales de plaquetas para nifios y adolescentes son de
150 a 450 x 10° UL [90].

Glucosa: es un monosacarido cuya funcion principal es producir energia para
el ser vivo y poder llevar a cabo los procesos que ocurre en el cuerpo como: la
digestion, multiplicacion de células, reparacion de tejidos, entre otros.
Asimismo, la glucosa es uno de los principales productos de las fotosintesis y
combustible para la respiracion celular [85]. Los valores normales de glucosa
para nifios y adolescentes son de 60-100 mg/dl [90].

Insulina: hormona proteica segregada por las células beta del pancreas. La
insulina desempefia un papel fundamental en la regulacion del metabolismo de
la glucosa, generalmente promoviendo la utilizacion celular de la glucosa.
También es un regulador importante del metabolismo proteico y lipidico [85].
Los valores normales de insulina para nifos y adolescentes son de 1.9 a 23
uUl/mL [90].

Triglicéridos: lipidos plasmaticos insolubles en medio acuoso [93]. Los valores
normales de triglicéridos para nifios y adolescentes son de 40 a 150 mg/dL
[90].

27



Colesterol: forma parte de las membranas celulares, sirve como precursor de
todas las hormonas esteroideas, acidos biliares, y de la vitamina D [93]. Los
valores recomendados de colesterol para nifios y adolescentes son menores a
200 mg/dL [90].

Colesterol HDL (c-HDL): lipoproteina de alta densidad. El c-HDL se produce
en el higado y en el intestino. La principal proteina de las HDL es la apo A-l
(peso molecular 28 000 Da), encargada del destino de las HDL. [93]. Los
valores recomendados de c-HDL para nifios y adolescentes son mayores a 35
mg/dL [90].

Colesterol LDL (c-LDL): lipoproteina de baja densidad. Las c-LDL son
sintetizadas en el higado: Tienen una concentracion alta de colesterol y
moderada de fosfolipidos, y no contienen triglicéridos. Su apolipoproteina
asociada de mayor importancia es apo B-100. Debido a su alta aterogenicidad,
es de gran interés clinico, tipicamente representa entre 60-70% del colesterol
sérico total y su funcion es transportar el colesterol desde el higado hacia los
tejidos periféricos [93]. Los valores recomendados de c-LDL para nifios vy
adolescentes son menores a 130 mg/dL [90].

Ferritina: es una proteina intracelular compuesta de una cubierta proteinica
formada por 24 subunidades que rodea un nucleo que puede almacenar hasta
4000 o 4500 atomos de hierro [85]. Los valores recomendados de ferritina en
nifos de 6 meses a 16 afos son de 7-140 ng/mL [90].

Acido Urico: producto de oxidacion, via xantino oxidasa, de oxipurinas tales
como la xantina y la hipoxantina. Producto final de oxidacién del catabolismo
de la purina en seres humanos [85]. Los valores recomendados de acido urico
en nifos de 6 a 11 afios son de 2.2 a 6.6 mg/dL; en tanto, para adolescentes
varones de 12 a 19 anos los valores recomendados son de 3.0 a 7.7 mg/dL y
para adolescentes mujeres los valores recomendados son de 2.7 a 5.7 mg/dL
[90].

Actividad fisica: movimientos corporales de un ser humano o de un animal

como fendmeno conductual [85]. La evaluacion de la actividad fisica sera por
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medio del cuestionario de actividad fisica y sedentarismo empleado en la
ENSANUT-MC 2016 [94].

Sedentarismo: comportamiento que involucra un bajo gasto energético y, a
menudo se lleva a cabo en una postura sentada o reclinada [85]. La
evaluacion del sedentarismo sera por medio del cuestionario de actividad fisica
y sedentarismo empleado en la ENSANUT-MC 2016 [94].

Fructosa: monosacarido que se encuentra en frutas dulces y la miel, soluble
en agua, alcohol o éter [85].

Grasa: ésteres glicerol de un acido graso o de una mezcla de acidos grasos.
Son importantes en la dieta como fuente de energia [85].

Perfil de microbiota intestinal: composicion cuantitativa y cualitativa de la
microbiota. Los cambios pueden conducir a la alteracion de la interaccion
microbiana-huésped o desequilibrio homeostatico que puede contribuir a un
estado de enfermedad a menudo con inflamacion [95]. Aproximadamente el
98% de todas las especies bacterianas que componen la microbiota intestinal
pertenecen a los siguientes filos: Firmicutes (64%) y Bacteroidetes (23%), que
representan la mayor parte de la microbiota intestinal ademas de
Proteobacteria (8%) y Actinobacteria (3%) [96]. El filo Firmicutes contiene mas
de 250 géneros, incluido Lactobacillus [97]. El phylum Bacteroidetes, similar a
Firmicutes, se encuentra en el intestino delgado y grueso, especialmente en el
colon, y abarca varios géneros, como Bacteroides, Flavobacteria y
Sphingobacteriales, siendo Bacteroides thetaiotaomicron uno de los mas
abundantes [98]. Para fines del protocolo, sélo se describira el valor porcentual
de la microbiota intestinal.

Polimorfismo rs738409 de PNPLAS: polimorfismo de nucledétido unico de una
citosina por guanina (C/G) en el codén 148 del gen de adiponutrina o PNPLA3
(patatin-like phospholipase domain-containing 3 gene), fuertemente asociado a
la NAFLD [56].
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8.5. DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS.

8.5.1 Descripcion General del Estudio

Etapa 1: Identificacién y captacion de pacientes.

Una vez aprobado el protocolo de investigacion, previo consentimiento
informado y asentimiento del menor, se incluiran en el estudio sujetos de 6
a 16 anos, que acudan al Centro de Atencion Metabdlica Integral del Nifio y
el Adolescente del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” durante el
tiempo comprendido de 12 meses. La captacién de pacientes inicio el mes
de marzo de 2020, siendo suspendida el 23 de marzo de 2020 debido a
declaracion de contingencia epidemiologica por COVID19.

Se efectuara historia clinica completa y exploracion fisica, asi como
evaluacion antropométrica mediante determinacion de peso, talla e IMC
mediante medidor de composicién corporal marca Tanita SC331s.

Para la evaluacion de la rigidez hepatica (LSM) y el parametro de
atenuaciéon controlada (CAP), se utilizara elastografia con onda de corte a
través de Fibroscan®, acorde con las instrucciones del fabricante. Se
utilizara transductor de 3.5 MHz con diametro de 7 mm para medir
simultaneamente LSM y CAP. Con el nifio en decubito dorsal, se
identificara la region hepatica libre de las estructuras vasculares mayores.
La punta del transductor se colocara sobre la piel entre las costillas a nivel
del I6bulo derecho del higado y se registraran los valores de LSM en kPa,
calculandose la mediana de 10 mediciones individuales. CAP representa la
medicidn de la atenuacion de las ondas del ultrasonido en el higado a 3.5
MHz medidos al mismo tiempo que el LSM. El valor final de CAP el cual
varia de 100 a 400 decibeles por metro (dB/m) se calculara como la
mediana de 10 mediciones individuales. Una vez obtenidos los valores de
CAP y LSM se estadificaran acorde a los valores previamente

mencionados.
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Etapa 2: Ingreso de pacientes a la cohorte.

Una vez que se identificé que el paciente reunié los criterios de inclusién,
adicional a la exploracion fisica y evaluacion antropométrica, se aplicaran
cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos y de evaluacion de
actividad fisica y sedentarismo, los cuales se describen a continuacion.
Aplicacion de cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos. La
informacion de la dieta se obtendra por medio de un cuestionario de frecuencia
de consumo de alimentos, el cual se aplicara por nutridloga certificada. La
ingesta de energia y nutrimentos se calculara mediante una base de datos de
composicion de alimentos del USDA usando el software Food Processor
(ESHA). Se registrara el consumo de fructosa y grasa en gramos totales, en
kilocalorias y en porcentaje respecto a la energia total consumida.

Aplicacion de cuestionario para la evaluacidn de actividad fisica y
sedentarismo. Se aplicara cuestionario validado en poblacidn mexicana para
medir actividad fisica y conducta sedentaria. Los adolescentes y nifios, se
clasificaran como fisicamente activos si realizan 420 minutos de actividad
fisica moderada/vigorosa los 7 dias a la semana y fisicamente inactivos si no
cumplen con este criterio. Los resultados identificados se incorporaran en
formato de recoleccion de informaciéon ensamblada para los fines del estudio.
Asimismo, en la consulta basal se obtendran 5 mL de sangre total, los cuales
se centrifugaran para la obtencién de plasma para la medicion de AST, ALT,
FA, GGT, plaquetas, glucosa, insulina, triglicéridos, colesterol total, c-HDL, c-
LDL, acido urico y ferritina.

De forma paralela, durante el desarrollo de esta etapa, se realizaran la
evaluacion de microbiota fecal y la determinacion del polimorfismo genético.

Evaluacion y determinaciéon de microbiota fecal.

Descripcién del procedimiento.

Se realizara toma de muestra de materia fecal para llevar a cabo analisis

microbioldgico, evaluacion de abundancia, diversidad y estabilidad a través de
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la técnica de PCR cuantitativo (QPCR, Polymerase Chain Reaction cuantitativa
o en tiempo real con un equipo Light cycler 480), al inicio del estudio.

Para la extraccion del DNA total de las muestras de materia fecal se utilizara el
kit comercial ZR Fecal DNA MiniPrepTM (Zymo Research, USA), de acuerdo
al protocolo del fabricante, como se menciona a continuacién. De manera
general la extraccion del DNA por este kit incluye: obtencion de un lisado,
eliminacién de impurezas, ajuste de pH y sales para evitar favorecer la union
del DNA a la membrana de silica, lavado y elucién del DNA, para lo cual, se
transferiran 250 pL de muestra de heces clarificadas en solucion salina de
fosfatos (PBS) al tubo (ZR Bashing Bead Lysis), se adicionaran 750 pL de la
solucidn de lisis del kit y se agitara a maxima velocidad por 10 minutos con
ayuda de un vortex Genie 2 de Scientific Industries, Inc.; enseguida se
centrifugara a 4°C 210 000 g/1 minuto en la centrifuga Legend Micro 21R de
Thermo Scientific, el sobrenadante se transferira a 400 pL en la columna
(Zymo-SpinTM |V Spin Filter) con tubo colector, luego se centrifugara a 7 000
g/1 minuto; al filtrado se adicionaran 200 pL de buffer (Fecal DNA Binding
Buffer), la mezcla se filtrara en la columna con tubo colector (Zymo-SpinTM IIC
Column) y de nuevo se centrifugara a 10 000 g/ 1minuto; enseguida se le
adicionara 500 pL de fecal DNA Wash Buffer y nuevamente se centrifugara a
10 000 g/ 1 minuto; para eluir el DNA soportado en la membrana de la
columna se adicionaran 50 pL de DNA Elution Buffer y se incubara a
temperatura ambiente por 2 minutos, posteriormente se centrifugara a 10 000
g/ 30 segundos; el filtrado se pasara por la columna (Zymo-SpinTM IV-HRC
Spin Filter) que previamente se coloco en un tubo eppendorf de 1.5 mL estéril,
finalmente se centrifugara a 8 000 g/ 1 minuto. Para inactivar las DNasas, se
incubara a 90°C/ 10 minutos. La cuantificacion espectrofotométrica del DNA
total obtenido se medira a una longitud de onda (A) (260/280) en el
espectrofotdmetro NanoDrop One de Thermo Scientific. EI DNA total se
almacenara a -70°C hasta su estudio.

La cuantificacion de cada phylum bacteriano (Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacterias y Proteobacterias) se llevo a cabo por gPCR. Se amplificara y
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se cuantificara siguiendo la metodologia de Bergstrom. Se utilizaran los
iniciadores especificos para la region que codifica para el 16S rRNA para cada
phylum bacteriano y se cuantificaran con SYBER Green en unidades

arbitrarias de fluorescencia:

Primer Fhylum Secuencia

U1 Universal ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGCTGACGACAACCATGCAG

F1 Firmicutes TGAAACTYAAAGGAATTGACG
ACCATGCACCACCTGT

B1 Bacteroidetes GGARCATGTGGTTTAATTCGATGAT
GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC

A1 Actinobacteria GCGTGCTTAACACATGCAAGTC
CACCCGTTTCCAGGAGCTATT

Realizacion de estudio genético. Se encuentra pendiente en cuanto las

condiciones epidemiolégicas lo permitan con la finalidad de aportar mayor

informacion al presente protocolo.

Realizacion de estudio genético. Para realizar la extraccion de DNA gendmico
de sangre total, se obtendra una muestra de sangre total en tubos con
anticoagulante (EDTA). Se obtendra una alicuota de 1.0 mL y el resto sera
almacenado a -20°C. La extraccion de DNA, se realizara con el kit QlAamp 96
DNA Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany). La pureza y concentracion del DNA
sera evaluada con NanoDrop ND 100. Para la genotipificacion de la variante
alélica rs738409 de PNPLA3 se realizara mediante PCR en tiempo real con
sondas TagMan, en el sistema StepOne (Applied Biosystems) para la
cuantificacion absoluta de fluorescencia y el analisis de discriminacion alélica.
Se obtendran frecuencias alélicas y genotipicas y se analizara si estas se
distribuyen de acuerdo a lo esperado por la ley del equilibrio de Hardy
Weinberg.

33




Etapa 3: Analisis y difusién de resultados.

Para la realizacion del analisis de resultados y su difusion por medio de la
escritura de productos de investigacion, participaran el investigador principal, los
investigadores asociados y el investigador asociado principal.

9. ANALISIS ESTADISTICO

ANALISIS UNIVARIADO.

Toda la informacién sera capturada en una base de datos en excel, disefiada
previamente para este propaosito.

Toda la informacion se verificara mediante la evaluacion de consistencias y se
realizaran las modificaciones correspondientes. La fuente directa de la

informacion sera el expediente clinico de los pacientes incluidos.

La base sera transferida al paquete estadistico para las ciencias sociales (SPSS),
donde se definiran los nombres de las variables y las opciones de respuesta.

Para el analisis univariado, todas las variables sociodemograficas, clinicas y de

laboratorio se analizaran en funcién de sus caracteristicas.

Para las variables cualitativas, se realizaran frecuencias simples y se reportara la
proporcién y el numero de sujetos correspondiente a cada categoria; para las
variables cuantititativas, se reportara la distribucion percentilar (5, 10, 25, 50, 75,
90, 95), las medidas de tendencia central (media aritmética e 1C95%) y las de

dispersion (mediana).

ANALISIS BIVARIADO.

El analisis bivariado sera realizado en dos escenarios. El primero, comprendera la
relacién entre la variable dependiente Esteatosis Hepatica No Alcoholica, respecto
a todas las variables independientes sociodemograficas, clinicas y de laboratorio
respectivas: Sexo, Edad, IMC (Kg/m2), CAP (dB/m), E (kPa), Glucosa (mg/dL),
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Insulina (uUlI/mL), HOMA-IR, Triglicéridos (mg/dL), Colesterol (mg/dL), c-HDL
(mg/dL), c-LDL (mg/dL), ALT (UI/L), AST ( UI/L), GGT (UI/L), FA (UI/L), Acido
Urico (mg/dL), Ferritina (ng/mL), Plaquetas (103/uL), APRI, FAST, Kilocalorias
(Kcal), Hidratos de Carbono (g), Fructosa (g), Fibra (g), Proteinas (g), Lipidos (g),
% Hidratos de Carbono, % Fructosa, % Proteinas, % Lipidos, % Hidratos de
carbono simples, Actividad Fisica (minutos/dia), Sedentarismo (minutos/dia), %
Firmicutes, % Bacteroidetes, % Proteobacterias.

En segundo orden, continuando con la relacién entre la variable dependiente
Esteatosis Hepatica No Alcoholica, se realizara analisis estratificando por sexo,
respecto a todas las variables independientes sociodemograficas, clinicas y de
laboratorio respectivas. Acorde a la evidencia clinica y cientifica, mostrada en el
marco conceptual, acorde al Grafico de Bosque (Funnel Plot) de Anderson (2015)
[2], el riesgo es mayor en los niflos en comparacion a las nifias, la variable sexo,
se definid, en ambos escenarios, para las variables cuantitativas, para cada una
de las categorias de Estatosis Hepatica No Alcoholica (Grado I, Il, Ill), para el
contraste de medias, se presentaran media aritmética e IC95% y la mediana y sus
respectivos graficos de cajas y bigotes (boxplot); a su vez, se presentaran las
respectivas diferencias de las medias y sus respectivos 1C95%.

Para estimar la significancia estadistica de las diferencias de las medias, se
procedera a utilizar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, reportandosé el
estimador y su respectivo nivel de significancia (valor p).

Para la valoracion de los supuestos de simétria y homogeneidad de varianzas, se
utilizaran las pruebas de bondad de ajuste de Shapiro-Wilks (N < 30) o
Kolmogorov-Smirnov (N > 30) sujetos; y en forma exploratoria, la F de Snedecor,
dada por el analisis de la varianza.

Todas las variables, que en ambos escenarios, tengan relevancia estadistica (p <
0.05) seran las variables candidatas para incluirse al modelo multivariado.
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ANALISIS MULTIVARIADO.

Para el modelo multivariado, se realizara un modelo logistico multinomial, el cual
es acorde al uso de variables dependientes politbmicas o mas de dos categorias,
como lo es la variable dependiente Esteatosis Hepatica No Alcoholica (Grado |, Il,
lll), y que representa una generalizacion del modelo de regresion logistica
(Hosmer and Lemeshow, 2013) [99]. A su vez, es adecuado que las variables en
estudio (independientes) sean cuantitativas y/o cualitativas. Se reportaran los
coeficientes, la OR (odds ratio) e IC95%, y el estadistico de Wald y su nivel de

significancia.

Para la verificacion del ajuste de los modelos, se reportaran: la Prueba de Razon
Verosimilitud (con su respectivo estadistico X? y su nivel de significancia); la
Deviance o Devianza (con su respectivo estadistico X? y su nivel de significancia),
y el porcentaje de clasificacién global y para cada una de las categorias de la
Esteatosis Hepatica No Alcoholica (Grado I, II, III).

Para constatar que cada una de las variables candidatas (IMC, CAP, Triglicéridos,
Colesterol, cLDL, ALT, AST, GGT, FA, Acido urico, Actividad fisica, Sedentarismo,
APRI, FAST) es adecuada para ingresar al modelo multivariado final, se realizaran

los siguientes pasos de ejecucion.

Posterior al analisis bivariado, se realizaran catorce (14) modelos de regresion
l6gistica multinomial simple, lo cual significa que una a una de las catorce
variables candidatas (IMC, CAP, Triglicéridos, Colesterol, cLDL, ALT, AST, GGT,
FA, Acido urico, Actividad fisica, Sedentarismo, APRI, FAST) a ingresar al modelo
de regresion logistica multinomial final, se ingresaran una a una a un modelo
multivariado, razon por lo cual lo denominamos modelo multivariado de regresion
logistica multinomial. Ello permitira verificar el comportamiento observado durante

el analisis bivariado y que se conserva en el multivariado.
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En todos los modelos de regresion logistica multinomial la variable dependiente es
Esteatosis Hepatica No Alcoholica (Grado |, I, lll) y la categoria de referencia es
el grado |; por lo que se observaran y reportaran los coeficientes, la OR (odds
ratio) e IC95%, y el estadistico de Wald y su nivel de significancia de la categoria

Iy 1.

En el caso de la variable sexo, ésta sera manejada como variable dummy o
fantasma, siendo el sexo masculino la categoria de interés de riesgo (1), en

comparacion con el femenino (0).

10. ASPECTOS ETICOS.
Con base al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud, Titulo segundo, capitulo |, Articulo 17, Seccion I, este estudio tiene

una clasificacion de riesgo minimo.

11. RESULTADOS

Agradecemos al H. Comité de Sinodales, hagan hincapié en la NOTA
ACLARATORIA, en pagina inicial de este documento, en que los resultados que
se presentan son los resultados transversales, correspondientes a la visita 1 o

basal, y por lo tanto, son resultados preliminares del objetivo general.

Se presentan resultados transversales, de la visita basal, de una cohorte de nifios
que fueron atendidos del 01 de marzo al 18 de marzo de 2020. Es importarte
mencionar, que debido a la pandemia por SARS-CoV-2 y dado que oficialmente
las autoridades de la Secretaria de Salud indicaron que el Hospital General “Dr.
Manuel Gea Gonzalez” sea hospital de atencion a la COVID-19, todas las
actividades clinicas fueron suspendidas desde el 23 marzo del 2020 y continuan a

minima apertura hasta el momento de reporte de los siguientes resultados.

Para la presentaciéon de los resultados preliminares, se tienen datos completos de
todas las variables sociodemograficas y clinicas de 93 sujetos; sin embargo, en

37



las variables clinicas % firmicutes, % bacteroidetes y % proteobacterias, solo 65
sujetos tienen dicha informacion. Se presentan resultados de estas tres variables,
univariados y bivariados, pero no se consideran para el modelo de regresion
logistica multinomial o politdmica; ello con oportunidad de que no se reduzca el
numero de sujetos en estudio, segun estratos de la esteatosis hepatica no
alcoholica (grados |, I, llI).

También debemos comunicar, que por la relevancia clinica que tienen nuestros
datos clinicos, acordes a la evidencia disponible analizada, asumimos dos
escenarios de trabajo: uno, para destacar la relevancia clinica se procedi6é a
realizar analisis estadistico paramétrico; y, el dos, para ser consecuentes con la
falta de cumplimiento de los supuestos de simetria y homogeneidad de varianzas
por el efecto aleatorio del estudio (tamafio de la muestra pequefa), se realizd

analisis no paramétrico.

Por supuesto, que también con la intencién de aprender sobre ambos escenarios
de analisis, entendiendo claramente las divergencias entre ellos, de acuerdo a los

supuestos vulnerados.

El analisis para toda la poblacion comprendid, la distribucion percentilar. Los
supuestos de normalidad o simetria se analizaron mediante los estadisticos de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro Wilks. Para la muestra de estudio, acorde al
estadistico de Kolmogorov-Smirnov no se observa simetria; al realizar analisis por

sexo, acorde al estadistico de Shapiro-Wilks no se observa simetria.

Se reportan la media aritmética e IC95% y la mediana. Se asume vulneracion del

supuesto de simetria y la ausencia de varianzas.
El analisis bivariado, considerando a la esteatosis hepatica como variable

dependiente en relacion a todas las variables sociodemograficas y clinicas de
estudio, y para el analisis estratificado por sexo, los supuestos de normalidad o
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simetria se analizaron mediante el estadistico de Shapiro Wilks y la distribucion
mediante el grafico de cajas y bigotes.

Se reportan la media aritmética e IC95% y la mediana; la comparacién de medias
se realiza a través del analisis de la varianza; el analisis se enfoca al analisis de
tendencia, segun gradiente mostrado por la esteatosis hepatica no alcoholica
(Grado I, Grado Il, Grado lll); y en el caso que no se observe tendencia, se utiliza
en el contraste entre medias, mediante el estadistico de la F de Snedecor y la
prueba de tendencia lineal. Se pone énfasis en la diferencia e 1C95%, con
oportunidad de observar la magnitud de la diferencia. Todos los graficos de cajas
y bigotes se presentan en los Anexos.

A continuacion, se reportan los resultados observados en el siguiente orden:

|. para toda la poblacion, Il. estratificando segun los grados de la variable
dependiente esteatosis hepatica no alcohdlica, y por ultimo, Ill. un analisis por
subrupos, conservando la estratificacion de la variable dependiente.

.TODA LA POBLACION

Con oportunidad de realizar un analisis que nos permita abordar detalles en la
distribucion de las variables clinicas y de laboratorio, se obtuvo la distribucién de
percentiles (Ver Anexos, Cuadro ).

En correspondencia, por debajo y por arriba de la mediana (percentil 50) se
observo una distribucion de la edad entre 8 a 10.5 anos, y entre 14 a 16 anos; el
Indice de Masa Corporal (IMC) entre 21.10 a 24.55 Kg/m?, y entre 31.70 a 39.58
Kg/m?; el Parametro de Atenuacion Continuada (CAP) entre 239.40 a 256 dB/m, y
entre 327.5 a 377.30 dB/m; la rigidez (E) sugestiva de fibrosis hepatica
determinada por elastografia transitoria entre 3 y 4 kPa, y entre 5.80 y 9.65 kPa;
la glucosa entre 72.40 y 79.50 mg/dL, y entre 92 y 102 mg/dL; la insulina entre
4.25 y 11.60 uUl/mL, y entre 22.93 y 41.21 uUl/mL; la resistencia a la insulina
(HOMA-IR) entre 0.87 y 2.29, y entre 4.91 y 9.04; los triglicéridos entre 69.90 y

39



105 mg/dL, y entre 177 y 227.30 mg/dL; el colesterol entre 126 y 142 mg/dL, y
entre 188 y 214.40 mg/dL; el c-HDL entre 27 y 35 mg/dL, y entre 48 y 62.20
mg/dL; la ALT entre 12.70 y 17 UI/L, y entre 41 y 102 UI/L; la AST entre 16 y 20
UI/L, y entre 32 y 60.90 UI/L; la GGT entre 12 y 18 UI/L, y entre 27 y 57.70 UI/L; la
FA entre 120.80 y 217.50 UI/L, y entre 346.50 y 484.50 UI/L; el acido urico entre
3.40 y 4.25 mg/dL, y entre 6.05 y 8.83 mg/dL, la ferritina entre 19.52 y 33.85
ng/mL, y entre 66.45 y 100.63 ng/mL; las plaquetas entre 195.80 y 242.50
1073/uL y entre 342 y 437.40 1073/uL; el APRI entre 0.11 y 0.15, y entre 0.31 y
0.57; el FAST entre 0.02 y 0.06, y entre 0.25 y 0.61; las kilocalorias entre 994 y
1285 kcal, y entre 1942.50 y 2446 kcal; los hidratos de carbono entre 128.30 y
171.50 g, y entre 287 y 387 g; la fructosa entre 3.70 y 6.00 g, y entre 19 y 33.23 g;
la fibra entre 0 y 2.50 g, y entre 11.25 y 22.73 g; las proteinas entre 39.45 y 56.75
g, y entre 89.5 y 108 g; los lipidos entre 20.75 y 35 g, y entre 61 y 73 g; el
porcentaje de hidratos de carbono entre 42.70 y 50 %, y entre 59.5 y 76.5 %; el
porcentaje de fructosa entre 0.87 y 1.78 %, y entre 4.41 y 9.90 %; el porcentaje de
proteinas entre 13 y 15.87 %, y entre 19 y 24 %; el porcentaje de lipidos entre
1450 y 23 %, y entre 31 y 37 %; el porcentaje de hidratos de carbono simples
entre 0 y 3.10 %, y entre 13 y 24.7 %; la actividad fisica entre 0 y 27.5
minutos/dia, y entre 42.5 y 60 minutos/dia; el sedentarismo entre 60 y 90
minutos/dia, y entre 180 y 240 minutos/dia. La microbiota intestinal se evalud en
relacion al porcentaje de Firmicutes, Bacteroidetes y de Proteobacterias en 65
sujetos: el porcentaje de Firmicutes entre 34 y 43 %, y entre 50.5 y 54 %; el
porcentaje de Bacteroidetes entre 34 y 38.5 %, y entre 47.5 y 59 %; el porcentaje
de Proteobacterias entre 3y 5 %, y entre 8 y 9 %.

II.SEGUN ESTEATOSIS HEPATICA NO ALCOHOLICA

Se presentan resultados de 93 sujetos, la edad promedio fue de 12.12 afios,
IC95%: 11.63 a 12.60; el 61.3% (n=57) fueron hombres, y el 38.7% (n=36)
mujeres. El 88.2% en conjunto presentaron sobrepeso y obesidad, siendo el
68.8% (n=64) los que tenian obesidad y el resto sobrepeso; mientras que el

11.8% (n=11) estaban en categoria de normopeso.
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Para la esteatosis hepatica no alcohdlica (db/m) segun grados, el 36.6% (n = 34)
fueron clasificados como esteatosis grado 1, el 24.7% (n =23) como grado 2 y el
38.7% (n = 36) como grado 3.

Al realizar contrastes entre los grados de esteatosis hepatica en relacion a las
variables sociodemograficas, antropométricas y bioquimicas, se observaron los

siguientes resultados.

Al contrastar las variables de estudio en funcién de los grados de la esteatosis
hepatica, se observaron diferencias importantes entre las medias aritméticas;
acorde a las prueba paramétrica de F de Snedecor, fueron altamente
significativas (p = 0.000) para IMC, CAP, Triglicéridos, FA, FAST, Actividad fisica,
Sedentarismo, % Firmicutes, % Bacteroidetes, % Proteobacterias; significativas
(p < 0.05) para cHDL, ALT, AST, GGT, Acido urico, APRI; y marginal (p = 0.05)

para Colesterol (Ver Anexos, Cuadro Il).

En forma complementaria, considerando que no se cumple el supuesto de
normalidad y homogeneidad de varianzas, también se obtuvo el estadistico no
paramétrico de Kruskall — Wallis, con los mismos resultados e incluso, siendo casi

todas las variables altamente significativas (p = 0.000) (Ver Anexos, Cuadro llI).

Por relevancia clinica, interesa reportar las diferencias de las medias mas
importantes (estadisticamente significativas) entre los grados de esteatosis
hepatica y las siguientes variables: IMC, CAP, triglicéridos, c-HDL, ALT, AST,
GGT, FA, Acido urico, APRI, FAST, actividad fisica, sedentarismo, % Firmicutes,
% Bacteroidetes y % Proteobacterias. Dichas diferencias e 1C95%, se reportan a
continuacién teniendo como referencia el grado lll respecto al grado | y I, para los
93 sujetos del estudio.

Para el IMC de 3.72 € IC95% =0.17 a 7.27 y 4.53 e IC95% =1.36 a 7.71; CAP de
50.94, IC95% = 39.50 a 62.39; y de 86.43, IC95% = 76.18 a 96.68; Triglicéridos
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de 37.43, IC95% = -2 a 76.87 ; y de 57.87, IC95% = 22.54 a 93.20; Colesterol
6.05 e 1C95% = -11.93 a 24.03; y 16.62 e 1C95% =0.51 a 32.73; cHDL 6.80 e
IC95% = -13.13 a -.469 ; -3.39 e I1C95% = -9.07 a 2.27; ALT 6.85 e IC95% = -
14.31 a 28.02 ; 25.85 € IC95% = 6.88 a 44.81; AST 1.99 e IC95% = --9.50 a 13.49
; 11.41 e 1C95% = 1.12 a 21.71; GGT 8.24 e IC95% = -3.99 a 20.48 ; 13.43 e
IC95% =2.46 a 24.39; FA 40.43 e IC95% = -42.48 a 123.46; 100.07 e 1C95% =
25.69 a 174.45; Acido urico -.06 e IC95% = -.96 a .82; .74 e IC95% = -.058 a 1.54;
Actividad fisica 13.35 e IC95% = -22.82 a -3.90 ; 20.32 e IC95% = -28.80 a -11.85;
Sedentarismo 53.58 e IC95% = 24.59 a 82.58 ; 74.26 e IC95% = 48.29 a 100.24;
APRI .04 € IC95% =-.07 a .17 ; .12 e IC95% = .01 a .23; FAST .11 e IC95% =.02
a.21;.21el1C95% = .12 a .29.

Para los 65 sujetos, las diferencias observadas en las variables % Firmicutes 2.26
e 1C95% = -1.63 a 6.15; 5.36 e IC 95% = 1.47 a 9.25; % Bacteroidetes -3.54 e IC
95% =-8.34 a 1.26; -7.29 e IC 95% = -12.09 a -2.49; % Proteobacterias 1.36 e IC
95% = .23 a2.49; 1.86 e 1C95% = .73 a 2.99.

Es importante subrayar, que las diferencias puntuales, deben ser clinicamente
relacionadas con el valor superior de su respectivo intervalo de confianza, ya que
indica que tan grande puede llegar a ser dicha diferencia. Por supuesto, que
también debe considerarse el efecto aleatorio, debido al tamafio de la muestra y
que influye en la amplitud (precision) del IC95%.

La distribucion de las variables de estudio mas relevantes, asi como la distribucion
de las variables diferencia e 1C95, se presentan en los respectivos graficos de
tallo y hoja (Ver anexos, Cuadros IV-VIII).

lll. MODELO MULTIVARIADO

Es importante reiterar que se tiene un numero de sujetos total de 93, y que al
estratificar segun sexo (masculino = 57, femenino = 36) y por esteatosis hepatica
no alcoholica (Grado I: 34, Grado Il: 23, Grado Ill: 36), se tiene un escenario
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basal, que aun cuando puede considerarse tamafio de muestra grande (n > 30
sujetos) consideramos que si hay un efecto aleatorio, lo que nos conduce a una
subestimacion de nuestros estimadores (verbigracia: tienden al no efecto o
pequefas diferencias entre las medias, con IC95 potencialmente amplios), tanto

en el analisis bivariado como en el multivariado.

Pese a ello, se asume el sesgo y se realizé un modelo multivariado de regresion
l6gistica multinomial o politbmica, en el que se ejecutaron los siguientes

procedimientos.

PRIMERO

Para el modelo multivariado global o general, teniendo como variable dependiente
la esteatosis hepatica no alcoholica, se establecié como categoria de referencia el
Grado I.

Como parte de la exploracion del comportamiento del mismo modelo, se
ingresaron las catorce variables identificadas en el analisis bivariado, como
estadisticamente significativas: IMC, CAP, Triglicéridos, Colesterol, cLDL, ALT,
AST, GGT, FA, Acido urico, Actividad fisica, Sedentarismo, APRI, FAST. No se
muestran los resultados para no hacer innecesariamente extensos los anexos de

resultados.

Como se enuncidé en parrafos anteriores, el modelo global o general o saturado,

mostré inestabilidad en los coeficientes, OR e 1C95%.

SEGUNDO

Para continuar con la exploraciéon del comportamiento de las catorce variables de
interés: IMC, CAP, Triglicéridos, Colesterol, cLDL, ALT, AST, GGT, FA, Acido
Urico, Actividad fisica, Sedentarismo, APRI, FAST, una a una se fueron
incluyendo en un modelo multivariado de regresion logistica multinomial simple.
Ello significa, que en relacion a la variable dependiente (esteatosis hepatica no
alcohdlica), se fue elaborando uno a uno de los modelos, es decir catorce. El
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proposito central, era observar el rendimiento del modelo a través de la Prueba de
Verosimilitud (P < 0.05), la Devianza (P > 0.05), asi como el estadistico de Wald
(P <0.05).

En este sentido, es de esperarse que un buen modelo multivariado de regresion
logistica multinomial o politdmico tenga una prueba de verosimilitud con mayor
aporte si el estadistico de X2 tiene un nivel de significancia es menos a 0.05 (p <
0.05) y la devianza indique un buen ajuste si el estadistico de X? tiene un nivel de
significancia mayor a 0.05 (p > 0.05) (Hosmer and Lemeshow, 2013).

De los catorce modelos de regresion logistica multinomial simple, se identificaron
como variables con mejor comportamiento, a las variables sexo, actividad fisica y
sedentarismo. No se muestran los resultados para no hacer innecesariamente
extensos los anexos de resultados.

TERCERO

El modelo final, solo incluyé las variables sexo, actividad fisica y sedentarismo
(Cuadro IX).

Tanto la Prueba de Verosimilitud (X? = 67.742, P = 0.000) como la Devianza (X? =
55.101, P = 0.994) indican un adecuado ajuste del modelo. Pese a ello, el
porcentaje global de clasificacion, en los tres grupos de la esteatosis hepatica no
alcohdlica fue relativamente baja (69%).

Al observar el grado 2 y 3 de la esteatosis hepatica no alcohdlica, se puede
observar que en relacién al sexo, los nifos en comparacién de las nifias, tienen
4.4 veces mayor riesgo de presentar esteatosis hepatica no alcohdlica, y el riesgo
puede llegar a ser tan grande como 15 veces. Sin embargo, hay que tener
cuidado en la interpretacion de los resultados, ya que como se ha comentado, se
tiene un 1C95% poco preciso (amplio) como resultado del impacto del pequefio
numero de sujetos. En el grado 3, el riesgo es de 12.5 veces en los niflos en
comparacion de las nifas, y se observa el aumento desmedido del riesgo, dado
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por el valor superior del IC95% de 64 veces. Por ultimo, se observa un aumento
del riesgo entre el grado 2 a 3, de 8 veces el riesgo para los nifios (OR =4 a OR =
12), aunque como hemos reiterado hay empalme entre los 1C95%, reiterando el
sesgo aleatorio.

En relacion a la actividad fisica, en el analisis bivariado los datos sugieren una
tendencia lineal negativa, cuyo comportamiento se mantiene, ya que se observa
que ésta es protectora. En general, no se observa un cambio sustancial, mas que
de decimas entre el grado 2 a 3, pero el efecto protector se sigue observando (OR
= 0.95 a OR = 0.90); y hay empalme entre los 1C95%, reiterando el sesgo
aleatorio.

Por ultimo, respecto al sedentarismo, aun cuando en el analisis bivariado se
observa una tendencia (conforme aumenta el grado de la esteatosis hepatica no
alcohdlica el tiempo promedio de no actividad aumenta), en el multivariado no se
observa un efecto de éste, ya que en ambos grados (2 a 3) el riesgo esta sobre la
linea de no efecto (Ver Anexos).

12. DISCUSION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en inglés)
afecta a casi una cuarta parte de la poblacion mundial [100]. En 2020, surge la
propuesta de reemplazar el término NAFLD por Higado Graso asociado a
disfuncion metabdlica (Metabolic-associated fatty liver disease: MAFLD, por sus
siglas en inglés), la cual tiene como objetivo reflejar la fisiopatologia y los factores
de riesgo de esta enfermedad [101,102]. Describir una enfermedad que puede
presentarse desde etapas tempranas de la vida, como “no alcohdélica”, tiene poco

sentido e incluso genera estigma [102].
MAFLD se ha convertido en la causa mas comun de enfermedad hepatica cronica

en nifos y adolescentes, y pacientes con inicio de MAFLD en la infancia tienen un

mayor riesgo de progresion de la enfermedad [103-105]. A nivel mundial, la
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prevalencia de MAFLD en nifios y adolescentes aumenté de 19,34 millones en
1990 a 29,49 millones en 2017. De 1990 a 2019, la prevalencia de MAFLD entre
nifos y adolescentes obesos o con sobrepeso fue del 31,6% [105], mientras que
en E.U.A., el 24,2% de los adolescentes tenia algun grado de esteatosis hepatica
y el 4,4% presentaba fibrosis significativa. En México, la prevalencia de MAFLD
fue del 12,6% en nifios obesos o con sobrepeso de 5,5 a 12 ainos en 2004 [7].

La patogénesis de MAFLD aun no se comprende por completo, pero la
lipotoxicidad (una consecuencia de la ingesta dietética excesiva de carbohidratos
y acidos grasos) se proyecta como uno de los principales desencadenantes del
dafo hepatico en los diferentes etapas del espectro de enfermedad de MAFLD. El
consumo excesivo de estos nutrientes provoca un aumento del tejido adiposo
visceral y en la tasa de movilizacién de acidos grasos hacia el higado, en conjunto
con aumento de la liberacion de citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a, CPR) y
disminucién de la liberacion de adiponectina. Por lo tanto, la resistencia a la
insulina esta presente tanto a nivel hepatico como sistémico [106].
Particularmente en el higado, el metabolismo lipidico alterado lleva a un aumento
de la lipogénesis de novo y transformacién de acidos grasos en acidos grasos
libres; estos luego se condensan en forma de gotitas de triglicéridos y se
almacenan en el higado. Los altos niveles de acidos grasos conducen a una
sobreestimulacion de la oxidacion de acidos grasos y vias de generacion de
oxidacion, y en consecuencia, aumento de los efectos del estrés oxidativo en las
mitocondrias y en el reticulo endoplasmico. Asi, la lipotoxicidad desencadena la
activacion de vias proinflamatorias, causando esteatohepatitis En respuesta a
todos estos estimulos, los hepatocitos comienzan a activar los mecanismos de

reparacion, lo que resulta en fibrosis hepatica [107].

Recientemente, un panel internacional de expertos propuso los criterios
diagnosticos para MAFLD para pacientes pediatricos [108], los cuales se basan
en la histologia hepatica, imagen o biomarcadores (o puntaje no invasivo, si esta
bien validado), evidencia de acumulacion de grasa intrahepatica (esteatosis)
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acompanada de exceso de adiposidad, presencia de prediabetes o diabetes tipo 2
o evidencia de disregulacion metabdlica. Esta ultima es definida por 2 o mas
resultados alterados en parametros biométricos estandarizados para edad y sexo
(incluyendo circunferencia de cintura, presion arterial, triglicéridos, colesterol de
lipoproteinas de alta densidad, glucosa en ayuno y proporcion de triglicéridos a
colesterol HDL).

Tras lo anterior, Méndez et al, tras la aplicacion de una encuesta durante un curso
de postgrado de gastroenterologia, reportaron que el 96% de los encuestados
indicaron que apoyaban los criterios de diagndstico propuestos para MAFLD vy el
74% creia esto tendria un efecto positivo de concientizacion [109]. Los criterios de
diagnostico de MAFLD seran muy utiles para que los pediatras conozcan la
enfermedad, su diagndstico, la estratificacion de riesgo y el tratamiento, por lo que
la Asociacion Latinoamericana de Pediatria (ALAPE) ha decidido avalarlo [110].

Dentro del abordaje y tratamiento del higado graso asociado a disfuncion
metabdlica en nifios y adolescentes, se sugiere protocolizar a los individuos segun
un modelo de atencion por etapas [111], que permita establecer riesgo,
diagnostico y tratamiento conforme a fenotipos de MAFLD.

Fase I: es muy recomendable que los médicos de primer contacto o los pediatras
que atienden a niflos y los adolescentes de la comunidad evaluen el riesgo
individual de MAFLD, y promuevan actividades que ayuden a prevenirla.

Fase lI: si el riesgo individual de cada paciente nifio/adolescente es alto (multiples
factores de riesgo), la remisibn a un especialista en hepatologia,
gastroenterologia o endocrinologia pediatrica, asi como la deteccion temprana de
MAFLD, no debe retrasarse. Ademas, si se realiza un diagnostico de MAFLD, el
fenotipo y las comorbilidades de MAFLD deben ser evaluadas.

Fase lll: en esta etapa, luego de la evaluacién inicial de MAFLD, las terapias no
farmacolégicas (enfoque nutricional, fisico, psicolégico) deben introducirse en
funcién de los objetivos individuales de pérdida de peso y actividad fisica. Si los
medicamentos estan indicados por la gravedad de la enfermedad hepatica
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(MAFLD) o comorbilidad (p. ej., obesidad, diabetes mellitus tipo Il, hipertension y
enfermedad renal cronica), se fomentaran los programas especializados con

grupos de evaluacion multidisciplinarios.

Ademas, las implicaciones clinicas y el grado de impacto en todos los fenotipos de
MAFLD, incluso en nifios y adolescentes, puede ayudar a prevenir y tratar la
progresion de la enfermedad [112]. Finalmente, es importante descubrir las vias
que subyacen a la conocida diferencia histolégica entre nifios, adolescentes y
adultos con MAFLD.

El presente estudio permitid evaluar 142 sujetos de los cuales 93 reunieron
criterios de esteatosis hepatica diagnosticada por elastografia transitoria y fueron
incluidos en el estudio, lo cual permitié obtener una prevalencia estimada de 65%,
se destaca que esta prevalencia puede ser mayor a la referida en estudios previos
en los que se utilizaron bioquimicos o0 US como método diagnostico de esteatosis
hepatica [2], pero muy similar a lo reportado por Nobili et al en el cual el
diagnostico de NAFLD también fue establecido por elastografia [52], sin embargo,
debe tomarse en cuenta que el tiempo destinado a la inclusion de pacientes en el
presente estudio fue interrumpido debido a la contingencia epidemiologica por
COVID 19.

En relacién a la distribucién de esteatosis hepatica por sexo, el 61.3% (n=57)
fueron hombres, y el 38.7% (n=36) mujeres, lo cual concuerda con lo reportado en
la mayoria de las series de casos publicadas de NAFLD en nifios y adolescentes,
con mayor frecuencia en nifios respecto a las nifas [3, 113-124], incluso en
estudios donde se utilizo a la ALT como marcador diagnostico de NAFLD [125] y
en autopsias [126], lo cual ha sugerido que las hormonas sexuales pueden jugar
un papel significativo en la predisposicion y/o expresion de la esteatosis hepatica
[127].
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La evidencia tanto en animales como en humanos respalda la idea de que el sexo
femenino esta protegido de rasgos dismetabdlicos gracias a la capacidad de los
individuos jévenes para dividir los acidos grasos hacia produccion de cuerpos
cetdnicos en lugar de triacilglicerol-lipoproteina de muy baja densidad (VLDL)-
[128], y al oscurecimiento especifico del sexo del tejido adiposo blanco que
contribuye en la proteccion a ratones hembra de NAFLD experimental asociados

con dieta deficiente en metionina colina [129].

También se ha observado una mayor prevalencia de higado graso en nifios Y
adolescentes varones con obesidad que en las mujeres [130]. Los hombres
comunmente muestran un aumento en la prevalencia de higado graso durante la
edad adulta que comienza a declinar después de la edad de 50-60 afos [131,
132]. En mujeres en edad fértil, la prevalencia de higado graso es menor que en
hombres debido al supuesto efecto protector de estrégenos que, sin embargo,
disminuye después de la menopausia. Consistentemente, la deficiencia de
estrogenos, al potenciar cambios inflamatorios hepaticos, acelera la progresion de
la enfermedad en un modelo dietético de esteatohepatitis no alcohdlica en ratones
ovariectomizados alimentados con dieta hiperlipidica rica en colesterol [133].
Estos hallazgos sugieren que los cambios hormonales, son un determinante

importante de la progresion de NAFLD en la menopausia humana.

En tanto a la distribucién por estado nutricional, el 11.8% (n=11) se encontraban
en normopeso al momento de la evaluacién, 19.4% (n=18) en sobrepeso y el
68.8% (n=64) tenian obesidad. Sharma et al (2019), en un meta analisis
reportaron estimaciones de prevalencia de NAFLD en nifios y adolescentes con
normopeso (0-6.8%), en comparacién con sobrepeso (4.3-21.3%) y obesidad
(17.9-62%) [134]. Si bien el presente estudio demuestra una prevalencia similar
de NAFLD en nifios y adolescentes con sobrepeso segun lo reportado por
Sharma et al [134], la evidente mayor prevalencia para aquellos sujetos con
normopeso Yy obesidad, debera tomar en cuenta que los resultados son
preliminares, y que la deteccion de higado graso por medio de elastografia
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transitoria permite diagnosticar estadios leves de esteatosis lo cual es una ventaja
sobre otras herramientas diagnodsticas y no invasivas como el ultrasonido de
higado que so6lo permite detectar esteatosis cuando esta afecta casi la tercera
parte de la glandula hepatica, lo cual podria sustentar los hallazgos de este
estudio en relacién a una mayor frecuencia reportada de esteatosis hepatica.

Varios estudios han informado de una edad media de presentacién de la
esteatosis hepatica que oscila entre los 11.6 y los 13.5 afos de edad [115, 117,
121, 122] la edad promedio de diagnodstico en este estudio fue de 12.1 afos
(IC95% 11.63-12.60). Aunque los datos disponibles indican que la mayoria de los
nifos con higado graso se diagnostican durante la adolescencia, también hay un
subgrupo de nifios que presentan higado graso a una edad mas temprana. Se ha
identificado en nifios de hasta 2 afios [121, 135] e incluso en lactantes japoneses
no obesos [136]

Es importante destacar que el aumento de peso entre los 7 y 13 afos de vida se
relacion6 con la gravedad de las caracteristicas histologicas de MAFLD en
adultos, mientras que el riesgo de cirrosis en la edad adulta se incrementd en un
16% por cada unidad de aumento en la puntuaciéon z del IMC en el mismo
periodo. De manera similar, el aumento de peso durante la adolescencia tardia

puede aumentar el riesgo de desarrollar MAFLD en la etapa adulta [137].

Hasta el 70% de los pacientes pediatricos con enfermedad del higado graso que
han tenido una biopsia pueden tener algun grado de fibrosis en el momento del
diagnostico, 20 con 16-31% con fibrosis avanzada (estadios 2-4) [138, 139]. Hay
informes de casos de higado graso que conduce a insuficiencia hepatica, que
requiere trasplante hepatico y casos de carcinoma hepatocelular que han sido

reportados en nifos y adolescentes. [113, 140].
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El parametro de atenuacion controlada (CAP) es un método no invasivo para la
evaluacion de la esteatosis hepatica. Mide la atenuacion del haz de ultrasonido
que atraviesa el tejido hepatico, el cual aumenta en higado graso, y se obtiene
analizando la sefal de ultrasonido adquirida por el dispositivo de elastografia
transitoria (Fibroscan 502 Touch, Echosens, Paris, Francia) [50]. Se ha
demostrado que el CAP tiene una buena precision para cuantificar la esteatosis
hepatica también en pacientes pediatricos [52, 54].

El presente estudio permitié evaluar la esteatosis hepatica por medio de CAP
(expresado en db/m) y al clasificarlo segun grados, el 36.6% de los sujetos (n =
34) fueron clasificados como esteatosis grado 1, el 24.7% (n =23) como grado 2 y
el 38.7% (n = 36) como grado 3. Para la fibrosis (expresada en kPa) segun
grados, el 94.6% (n=88) estuvieronen elgrado0a 1,el 1.1% (n=1) en grado 3, y
el 4.3% (n = 4) en grado 4. Lo anterior indica que la elastografia transitoria es una
herramienta util y no invasiva que puede detectar oportunamente a aquellos
sujetos con riesgo de progresion de NAFLD, lo cual corresponde con lo reportado
por Desai et al [54], en el que se refieren diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de CAP en individuos sin esteatosis frente a
esteatosis leve / moderada (p <0,0001), sin esteatosis frente a esteatosis marcada
(p <0,0001) y esteatosis leve / moderada frente a marcada (p = 0,004) en tanto
aquellos pacientes con valores superiores a 9 kPa tendran mayor riesgo de
presentar estadios avanzados de fibrosis (p <0,000001), segun los hallazgos de
Nobili et al [52], en una cohorte de pacientes pediatricos con diagndstico de
esteatohepatitis no alcohdlica.

Se destaca ademas que al contrastar las variables de estudio en funcién de los
grados de la esteatosis hepatica, se observaron diferencias altamente
significativas (p = 0.000) para IMC (kg/m?), CAP (db/m), Triglicéridos (mg/dL), FA
(UI/L), FAST, Actividad fisica (minutos/dia), Sedentarismo (minutos/dia), %
Firmicutes, % Bacteroidetes, % Proteobacterias; significativas (p < 0.05) para
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cHDL (mg/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), GGT (UI/L), Acido urico (mg/dL), APRI; y
marginal (p = 0.05) para Colesterol (mg/dL).

En relacion al contraste de variables de estudio en funcion de sexo, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ambos sexos para IMC
(kg/m?), CAP (db/m), ALT (UI/L), GGT (UI/L), FAST, Actividad fisica (minutos/dia),
Sedentarismo (minutos/dia), % Firmicutes, % Bacteroidetes; en tanto que sodlo
hubo diferencias estadisticamente significativas para insulina (uUl/mL), HOMA-IR,
triglicéridos (mg/dL), acido urico (mg/dL), fructosa (g) y fibra (g) en el sexo
masculino y diferencias estadisticamente significativas para el consumo de
kilocalorias (kcal), proteinas (g), lipidos (g) y % proteobacterias en el sexo
masculino. Se puede sustentar lo anterior en la distribucidén del tejido adiposo en
los hombres la cual es principalmente visceral, una condicion que se asocia con
resistencia a la insulina y una mayor afluencia de acidos grasos libres en el
sistema venoso portal, lo que promueve higado graso [140-143], aunado a lo
reportado por Mosca et al [68], donde las concentraciones de acido urico (p =
0.004) y un mayor consumo de fructosa en la dieta (p = 0.001) se asociaron a
esteatosis hepatica en nifios y por Nier et al [69],sugiriendo que una alimentacidn
con alto contenido en azucar podria contribuir al desarrollo de las primeras etapas

de NAFLD en nifios con sobrepeso.

En tanto, el sedentarismo es uno de los factores descritos en nifios y
adolescentes con esteatosis hepatica que se asocia a mayor riesgo de fibrosis
hepatica (p <0.05), segun lo reportado por Hattar et al [74], y como la actividad
fisica puede ser un factor potencialmente reversible de esteatosis hepatica segun
Gronbaek et al [75], favoreciendo pérdida ponderal, cambios ultrasonograficos y
mejoria en niveles de transaminasas y sensibilidad a la insulina (p <0.05).

En relacion a la conformacion de la microbiota intestinal, los hallazgos del
presente estudio corresponde a lo descrito por Zhu et al [76], en tanto el vinculo
entre la disbiosis intestinal y la obesidad-NAFLD se caracteriza por una mayor

prevalencia de Firmicutes y una menor prevalencia de Bacteroidetes en individuos
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obesos versus delgados, y por una menor prevalencia de Bacteroidetes en
pacientes con NASH versus obesos sin NASH [38].

13. CONCLUSIONES

IMPLICACIONES PARA LA PRACTICA

Los resultados preliminares del presente estudio son clinicamente relevantes ya
que sugieren el comportamiento de esteatosis hepatica en nifos y adolescentes
que acuden a un hospital de segundo nivel y que fueron diagnosticados por medio
de una herramienta no invasiva favoreciendo la deteccion temprana de esta
patologia y por ende, pretender mejorar la calidad de vida de dichos sujetos y

disminuir los costos al sistema de salud secundarios a complicaciones agregadas.

IMPLICACIONES PARA LAS DIRECCIONES FUTURAS DE LA
INVESTIGACION

La continuacion de esta linea de estudio permitira vislumbrar los factores que
inciden en la progresion de esta hepatopatia cronica, por lo que al tratarse de una
patologia metabdlica con consecuencias devastadoras, se podra llegar a un
diagnostico oportuno y permitira modificar el estilo de vida de la poblacion

mexicana.
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Cuadro l. Distribucion percentilar de las variables sociodemograficas y clinicas en 93 sujetos.

Variables de Estudio Percentiles
5 10 25 50 75 90 95

Edad (Afos) 8.00 9.00 10.50 12.00 14.00 16.00 16.00
IMC (Kg/m2) 21.10 22.44 24.55 26.90 31.70 34.48 39.58
CAP (dB/m) 239.40 244.00 256.00 289.00 327.50 355.80 377.30
E (kPa) 3.00 3.34 4.00 4.70 5.80 6.30 9.65
Glucosa (mg/dL) 72.40 74.40 79.50 86.00 92.00 97.60 102.00
Insulina (uUl/mL) 4.25 6.45 11.60 15.88 22.93 31.18 41.21
HOMA-IR 0.87 1.25 2.29 3.42 4.91 6.87 9.04
Triglicéridos (mg/dL) 69.90 74.00 105.00 145.00 177.00 254.20 277.30
Colesterol (mg/dL) 126.00 132.76 142.00 168.00 188.00 206.60 214.40
c-HDL (mg/dL) 27.00 28.80 35.00 40.00 48.00 58.00 62.20
c-LDL (mg/dL) 60.70 66.40 76.50 92.00 113.00 128.00 135.00
ALT (UIL) 12.70 14.00 17.00 24.00 41.00 75.80 102.00
AST (UIlL) 16.00 18.00 20.00 25.00 32.00 49.00 60.90
GGT (UIL) 12.00 14.00 18.00 21.00 27.00 41.40 57.70
FA (UIlL) 120.80 160.60 217.50 289.00 346.50 420.80 484.50
Acido Urico (mg/dL) 3.40 3.90 4.25 5.10 6.05 7.30 8.83
Ferritina (ng/mL) 19.52 25.12 33.85 45.00 66.45 89.12 100.63
Plaquetas (1073/uL) 195.80 215.40 242.50 290.00 342.00 396.40 437.40
APRI 0.11 0.12 0.15 0.21 0.31 0.42 0.57
FAST 0.02 0.04 0.06 0.13 0.25 0.50 0.61
Kilocalorias (Kcal) 994.00 1149.00 1285.00 1580.00 1942.50 2265.50 2446.00
Hidratos de Carbono (g) 128.30 136.80 171.50 214.00 287.00 348.00 387.00
Fructosa (g) 3.70 5.00 6.00 12.50 19.00 28.75 33.23
Fibra (g) 0.00 0.00 2.50 7.50 11.25 19.50 22.73
Proteinas (g) 39.45 46.40 56.75 71.00 89.50 101.70 108.00
Lipidos (g) 20.75 25.90 35.00 47.50 61.00 69.60 73.00
% Hidratos de Carbono 42.70 45.00 50.00 55.00 59.50 68.00 76.50
% Fructosa 0.87 1.23 1.78 2.70 4.41 7.60 9.90
% Proteinas 13.00 13.00 15.87 18.00 19.00 22.00 24.00
% Lipidos 14.50 18.00 23.00 26.00 31.00 36.00 37.00
% Hidratos de carbono 0.00 0.00 03.10 8.80 13.00 17.94 24.70
simples
Actividad Fisica 0.00 0.00 27.50 30.00 42.50 56.00 60.00
(minutos/dia)
Sedentarismo (minutos/dia) 60.00 60.00 90.00 120.00 180.00 228.00 240.00
% Firmicutes ®° 34.00 37.20 43.00 48.00 50.50 53.00 54.00
% Bacteroidetes *° 34.00 35.60 38.50 42.00 47.50 55.40 59.00
% Proteobacterias ° 3.00 4.00 5.00 6.00 8.00 8.40 9.00

aNumero de sujetos sin informacién: 28 © Total de sujetos: 65
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CUADRO IIl. COMPARACION DE MEDIAS Y DIFERENCIAS DE MEDIAS ENTRE EL GRADO DE ESTEATOSIS HEPATICA EN RELACION
A DIFERENTES VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS Y CLINICAS EN 93 SUJETOS. PRUEBA PARAMETRICA

MUESTRA DE ESTEATOSIS HEPATICA Diferencia de
ESTUDIO Grado | Grado Il Grado lll PRUEBA I\IAC?SE:?Z
N =93 N=234 N=23 N = 36 PAR’SMETRICA
. . . rueba
Variables de Estudio Media E L .
s . . . stadistica Nivel
Aritmética Media Media Media de Sianificancia
1C95% Aritmética Aritmética Aritmética 9
Mediana IC95% IC95% IC95%
Mediana Mediana Mediana
Edad (Afos) 12.12 11.94 12.09 12.31 ANOVA = 0.209 0.364
11.63 a 12.60 11.00 a 12.89 11.23 a2 12.94 11.54 a 13.07 P=0.812 -0.99a1.72
12.00 12 12.00 12.00
IMC (Kg/m?) 28.36 26.40 27.22 30.94 ANOVA = 6.435 3.72
27.15 a 29.58 24.86 a 27.95 25.11 a 29.32 28.63 a 33.25 P =0.002 0.17a7.27
26.90 25.55 26.90 29.40
CAP (dB/m) 292.97 250.74 286.22 337.17 ANOVA = 50.94
284.35a301.59 | 247.32 a 254.15 | 282.80 a 289.64 | 328.20 a 346.13 203.916 39.50 a 62.39
289.00 248.50 289.00 335.00 P =0.000
Triglicéridos (mg/dL) 151.28 123.82 144.26 181.69 ANOVA =7.815 57.87
137.60 a 164.96 | 108.79 a 138.85 | 117.07 a 171.45 | 156.27 a 207.12 P =0.001 22.54 a 93.20
145.00 111.50 143.00 158.00
Colesterol (mg/dL) 167.30 158.25 168.82 174.87 ANOVA = 3.068 16.62
161.35a 173.25 | 149.05a 167.45 | 155.74 a 181.90 | 165.16 a 184.59 P =0.051 .513a32.73
168.00 162.50 168.00 172.50
cHDL (mg/dL) 41.96 42.44 45.84 39.04 ANOVA = 3.335 6.80
39.86 a 44.07 38.61 a 46.26 41.36 a 50.33 36.12q41.96 P =0.040 46 a13.13
40.00 41.00 44.00 38.50
ALT (UI/L) 35.92 21.21 40.21 47.06 ANOVA = 5.530 25.85
28.74 a 43.10 17.51 a 24.91 20.37 a 60.05 34.32 a 59.81 P =0.005 6.88 a 44.81
24.00 18.00 26.00 40.00
AST (UI/L) 29.76 23.01 32.43 34.43 ANOVA = 3.825 11.41
25.92 a 33.59 20.87 a 25.15 20.99 a 43.87 27.97 a 40.89 P =0.025 1.12a21.71
25.00 22.00 25.00 28.00
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GGT (UI/L) 25.77 19.29 24.47 32.72 ANOVA = 4.331 13.43
21.67 a 29.87 16.27 a 22.31 19.50 a 29.45 23.16 2 42.28 P =0.016 2.46 a 24.39
21.00 17.00 20.00 25.50
FA (UI/L) 294.45 240.97 300.60 341.04 ANOVA = 5.174 100.07
266.38 a 322.53 | 214.73 a 267.20 | 255.23 q 345.97 | 280.94 a 401.15 P = 0.007 25.69 a 174.45
289.00 236.50 291.00 305.00
Acido Urico (mg/dL) 5.34 4.85 5.67 5.60 ANOVA = 3.257 0.74
5.05a 5.64 437 ab.34 498 a6.35 5.16 a 6.03 P =0.043 -.05a1.54
5.10 4.30 5.70 5.35
APRI .2676 2015 2761 .3247 ANOVA = 3.492 12
.2262 a .3090 1727 a .2302 1742 a .3780 2437 a .4057 P =0.035 .01a.23
0.21 1700 .2000 .2550
FAST .1946 .0900 .1830 .3008 ANOVA = 0.21
.1581 a .2312 .0689 a .1111 1142 a .2519 .2323 a .3694 16.626 12 a.29
0.13 .0700 .1300 .2550 P =0.000
Actividad Fisica 31.29 40.88 33.91 20.56 ANOVA = -13.35
(minutos/dia) 27.74 a 34.84 35.51 a 46.25 27.98 a 39.85 15.46 a 25.65 16.804 -22.82 a-3.90
30.00 40.00 30.00 30.00 P =0.000
Sedentarismo (minutos/dia) 137.10 103.24 123.91 177.50 ANOVA = 53.58
125.56 a 148.63 | 88.61a117.86 | 104.63 a 143.20 | 160.80 a 194.20 24.489 24.59 a 82.58
120.00 90.00 120.00 180.00 P =0.000
% Firmicutes & ° 46.42 43.40 46.50 48.76 ANOVA = 5.482 5.36
44,99 a 47.84 41.61a45.19 43.96 a 49.04 46.14 a 51.38 P = 0.006 1.47 a 9.25
48.00 44 49 50
% Bacteroidetes ® ° 43.89 47.85 44 .10 40.56 ANOVA = 6.664 7.29
42.10 a 45.68 45.60 a 50.10 41.11 a 47.09 37.26 2 43.86 P =0.002 2.49 a 12.09
42.00 46 41 37
% Proteobacterias ® ° 6.17 5.30 5.80 7.16 ANOVA = 8.600 1.86
5.74 a 6.60 4.62 a5.98 5.18 a 6.42 6.41a7.91 P =0.001 .73 a2.99
6.00 5.00 6.00 8

@Numero de sujetos sin informacion: 28

® Total de sujetos: 65
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CUADRO Ill. COMPARACION DE MEDIAS Y DIFERENCIAS DE MEDIAS ENTRE EL GRADO DE ESTEATOSIS HEPATICA EN RELACION A DIFERENTES VARIABLES

SOCIODEMOGRAFICAS Y CLINICAS EN 93 SUJETOS. PRUEBA NO PARAMETRICA

MUESTRA DE ESTEATOSIS HEPATICA Diferencia de
ESTUDIO Grado | Grado Il Grado Il PRUEBA NO I\lllcgcél;s
. . N =93 N =34 N =23 N =36 PARAMETRICA
Variables de Estudio . s Kruskal — Wallis
Media Aritmética Nivel de
IC95% Media Aritmética | Media Aritmética | Media Aritmética Significancia
Mediana 1C95% 1C95% 1C95%
Mediana Mediana Mediana
Edad (Afios) 12.12 11.94 12.09 12.31 0.364
11.63 a 12.60 11.00 a 12.89 11.23a12.94 11.54 a 13.07 P =0.910 -0.99a1.72
12.00 12 12.00 12.00
IMC (Kg/m?) 28.36 26.40 27.22 30.94 3.72
27.15 a 29.58 24.86 a 27.95 25.11 a29.32 28.63 a 33.25 P = 0.003 0.17a7.27
26.90 25.55 26.90 29.40
CAP (dB/m) 292.97 250.74 286.22 337.17 50.94
284.35 a 301.59 247.32 a 254.15 282.80 a 289.64 328.20 a 346.13 P = 0.000 39.50 a 62.39
289.00 248.50 289.00 335.00
Triglicéridos (mg/dL) 151.28 123.82 144.26 181.69 57.87
137.60 a 164.96 108.79 a 138.85 117.07 a 171.45 156.27 a 207.12 P = 0.002 22.54 2 93.20
145.00 111.50 143.00 158.00
Colesterol (mg/dL) 167.30 158.25 168.82 174.87 16.62
161.35a 173.25 149.05 a 167.45 155.74 a 181.90 165.16 a 184.59 P =0.077 .513a32.73
168.00 162.50 168.00 172.50
cHDL (mg/dL) 41.96 42.44 45.84 39.04 6.80
39.86 a 44.07 38.61 a 46.26 41.36 a 50.33 36.12 g 41.96 P =0.063 0.46 a 13.13
40.00 41.00 44.00 38.50
ALT (UI/L) 35.92 21.21 40.21 47.06 25.85
28.74 a 43.10 17.51 a2 24.91 20.37 a 60.05 34.32 a 59.81 P = 0.000 6.88 a 44.81
24.00 18.00 26.00 40.00
AST (UI/L) 29.76 23.01 32.43 34.43 11.41
25.92 a 33.59 20.87 a 25.15 20.99 a 43.87 27.97 a 40.89 P = 0.006 1.12a21.71
25.00 22.00 25.00 28.00
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GGT (UI/L) 25.77 19.29 24.47 32.72 13.43
21.67 a 29.87 16.27 a 22.31 19.50 a 29.45 23.16 2 42.28 P = 0.000 2.46 a 24.39
21.00 17.00 20.00 25.50
FA (UI/L) 294.45 240.97 300.60 341.04 100.07
266.38 a 322.53 214.73 a 267.20 255.23 q 345.97 280.94 a 401.15 P =0.002 25.69 a 174.45
289.00 236.50 291.00 305.00
Acido Urico (mg/dL) 5.34 4.85 5.67 5.60 0.74
5.05a5.64 437 a5.34 4.98 a 6.35 5.16 a 6.03 P = 0.009 -0.05a1.54
5.10 4.30 5.70 5.35
APRI .2676 .2015 .2761 .3247 0.12
.2262 a .3090 .1727 a.2302 .1742 a .3780 .2437 a .4057 P =0.010 0.01a.23
0.21 .1700 .2000 .2550
FAST .1946 .0900 .1830 .3008 0.21
.1581 a.2312 .0689a.1111 .1142 a .2519 .2323 a.3694 P = 0.000 0.12a.29
0.13 .0700 .1300 .2550
Actividad Fisica (minutos/dia) 31.29 40.88 33.91 20.56 -13.35
27.74 2 34.84 35.51a346.25 27.98 a2 39.85 15.46 a 25.65 P = 0.000 -22.82 a-3.90
30.00 40.00 30.00 30.00
Sedentarismo (minutos/dia) 137.10 103.24 123.91 177.50 53.58
125.56 a 148.63 88.61a117.86 104.63 a 143.20 160.80 a 194.20 P = 0.000 24.59 a 82.58
120.00 90.00 120.00 180.00
% Firmicutes®® 46.42 43.40 46.50 48.76 5.36
44,99 a2 47.84 41.61a45.19 43.96 a 49.04 46.14 a 51.38 P = 0.000 1.47 a9.25
48.00 44 49 50
% Bacteroidetes®® 43.89 47.85 44.10 40.56 7.29
42.10 a 45.68 45.60 a 50.10 41.11 a2 47.09 37.26 2 43.86 P =0.000 2.49212.09
42.00 46 41 37
% Proteobacterias®° 6.17 5.30 5.80 7.16 1.86
5.74 a 6.60 4.62 a 5.98 5.18 2 6.42 6.41a791 P =0.001 .73 a2.99
6.00 5.00 6.00 8
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CUADRO IV. TENDENCIA LINEAL DE LOS GRADOS DE ESTEATOSIS HEPATICA EN RELACION A DIFERENTES VARIABLES

SOCIODEMOGRAFICAS Y CLINICAS EN 93 SUJETOS. PRUEBA PARAMETRICA

MUESTRA DE ESTEATOSIS HEPATICA
ESTUDIO Grado | Grado I Grado il
Ness | Nes | Nz | neso | PRUEBAPARMMETRGADE
Variables de Estudio Media Nivel de Sianificancia
Aritmética Media Media Media 9
1C95% Aritmética Aritmética Aritmética
Mediana IC95% 1C95% 1C95%
Mediana Mediana Mediana
Edad (Afos) 12.12 11.94 12.09 12.31 ANOVAT. =0.413
11.63 a 12.60 11.00 a 12.89 11.23 2 12.94 11.54 a 13.07 P =0.522
12.00 12 12.00 12.00
IMC (Kg/m?) 28.36 26.40 27.22 30.94 ANOVAT = 11.690
27.15 a 29.58 24.86 a 27.95 25.11 a 29.32 28.63 a 33.25 P =0.001
26.90 25.55 26.90 29.40
CAP (dB/m) 292.97 250.74 286.22 337.17 ANOVATL = 404.63
284.35a 301.59 | 247.32 a 254.15 | 282.80 a 289.64 | 328.20 a 346.13 P =0.000
289.00 248.50 289.00 335.00
Triglicéridos (mg/dL) 151.28 123.82 144.26 181.69 ANOVAT. = 15.305
137.60 a 164.96 | 108.79 a 138.85 | 117.07 a 171.45 | 156.27 a 207.12 P =0.000
145.00 111.50 143.00 158.00
Colesterol (mg/dL) 167.30 158.25 168.82 174.87 ANOVAT = 6.024
161.35a 173.25 | 149.05 a 167.45 | 155.74 a 181.90 | 165.16 a 184.59 P =0.016
168.00 162.50 168.00 172.50
cHDL (mg/dL) 41.96 42.44 45.84 39.04 ANOVAT = 2.122
39.86 a 44.07 38.61 a 46.26 41.36 a 50.33 36.12 9 41.96 P =0.149
40.00 41.00 44.00 38.50
ALT (UI/L) 35.92 21.21 40.21 47.06 ANOVAT = 10.483
28.74 a 43.10 17.51 a 24.91 20.37 a 60.05 34.32 a 59.81 P =0.002
24.00 18.00 26.00 40.00
AST (UI/L) 29.76 23.01 32.43 34.43 ANOVAT. =6.918
25.92 a 33.59 20.87 a 25.15 20.99 a 43.87 27.97 a 40.89 P =0.010
25.00 22.00 25.00 28.00
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GGT (Ul/L) 25.77 19.29 24.47 32.72 ANOVAT = 8.552
21.67 a 29.87 16.27 a 22.31 19.50 a 29.45 23.16 a 42.28 P =0.004
21.00 17.00 20.00 25.50
FA (UI/L) 294.45 240.97 300.60 341.04 ANOVAT = 10.255
266.38 a 322.53 | 214.73 a 267.20 | 255.23 q 345.97 | 280.94 a 401.15 P =0.002
289.00 236.50 291.00 305.00
Acido Urico (mg/dL) 5.34 4.85 5.67 5.60 ANOVATL = 4.807
5.05a5.64 4.37ab5.34 498 a6.35 5.16 a 6.03 P =0.031
5.10 4.30 5.70 5.35
APRI .2676 .2015 .2761 .3247 ANOVATL = 6.908
.2262 a .3090 1727 a .2302 1742 a .3780 .2437 a .4057 P =0.010
0.21 .1700 .2000 .2550
FAST .1946 .0900 .1830 .3008 ANOVAT = 33.140
.1581 a .2312 .0689 a .1111 1142 a .2519 .2323 a .3694 P =0.000
0.13 .0700 .1300 .2550
Actividad Fisica 31.29 40.88 33.91 20.56 ANOVAT = 32.810
(minutos/dia) 27.74 a 34.84 35.51 a 46.25 27.98 a 39.85 15.46 a 25.65 P =0.000
30.00 40.00 30.00 30.00
Sedentarismo (minutos/dia) 137.10 103.24 123.91 177.50 ANOVATL = 46.723
125.56 a 148.63 | 88.61a117.86 | 104.63 a 143.20 | 160.80 a 194.20 P =0.000
120.00 90.00 120.00 180.00
% Firmicutes &P 46.42 43.40 46.50 48.76 ANOVAT = 10.880
44.99 a 47.84 41.61a45.19 43.96 a 49.04 46.14 a 51.38 P =0.002
48.00 44 49 50
% Bacteroidetes ® © 43.89 47.85 4410 40.56 ANOVAT. = 13.325
42.10 a 45.68 45.60 a 50.10 41.11 a 47.09 37.26 a 43.86 P =0.001
42.00 46 41 37
% Proteobacterias ® © 6.17 5.30 5.80 7.16 ANOVAT. = 16.165
5.74 a 6.60 4.62a5.98 5.18 a6.42 6.41a7.91 P =0.000
6.00 5.00 6.00 8
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CUADRO V. TENDENCIA LINEAL DE LOS GRADOS DE ESTEATOSIS HEPATICA EN RELACION A DIFERENTES VARIABLES
SOCIODEMOGRAFICAS Y CLINICAS SEGUN SEXO EN 93 SUJETOS. PRUEBA PARAMETRICA

Variables de Nifnos Ninas
Estudio (N=57) (N=36)
Grado | Grado Il Grado Il PRUEBA Grado | Grado Il Grado Il PRUEBA
Media Media Media PARAMETRICA Media Media Media PARAMETRICA
Aritmética Aritmética Aritmética DE TENDENCIA Aritmética Aritmética Aritmética DE TENDENCIA
IC95% IC95% IC95% LINEAL IC95% IC95% IC95% LINEAL
Nivel de Nivel de
Mediana Mediana Mediana Significancia Mediana Mediana Mediana Significancia
1C95% 1C95% 1C95% 1C95% 1C95% 1C95%
Edad (Afos) 11.43 11.56 11.96 ANOVAT.=0.773 12.30 13.29 13.33 ANOVAT.= 0.984
10.08 a 10.76 a 11.18 a P =0.383 10.92 a 10.98 a 11.16 a P =0.328
12.78 12.36 12.75 13.68 15.60 15.51
11 11.50 12 13 14 15
IMC (Kg/m?) 25.75 26.16 29.70 ANOVAT. = 6.824 26.86 29.62 34.66 ANOVAT.= 10.171
23.94 a 23.48 a 27.44 a P =012 24.44 a 26.25 a 27.91 a P =0.003
27.57 28.85 31.96 29.28 33.00 41.41
25.55 25.60 28.80 25.70 30.60 31.80
CAP (dB/m) 248.71 283.94 335.93 ANOVAT = 212.533 252.15 291.43 340.89 ANOVAT.= 171.320
243.16 a 279.52 a 325.86 a P =0.000 247.51 a 288.19 a 317.20 a P = 0.000
254.27 288.36 345.99 256.79 294.67 364.58
246.50 286.50 339.00 251.00 291.00 334.00
Insulina (uUI/mL) 19.99 18.36 18.56 ANOVAT = 0.064 12.73 22.24 26.12 ANOVAT. = 15.825
4.33 a 12.65 a 15.72 a P =0.801 9.80 a 10.92 a 17.86 a P =0.000
35.65 24.07 21.39 15.66 33.55 34.39
12.75 16.57 16.23 12.16 22.28 23.03
HOMA 4.18 3.86 4.03 ANOVAT.=0.010 2.63 4.57 5.63 ANOVAT.= 16.089
1.04a7.33 | 256a5.16 | 3.33a4.73 P =0.919 2.01a3.26 | 214a7.00 | 3.74a7.52 P =0.000
2.90 3.47 3.35 2.53 4.62 5.00
Triglicéridos 132.43 140.69 152.70 ANOVAT.= 1.241 117.80 152.43 268.67 ANOVAT.= 57.370
(mg/dL) 100.89 a 104.05 a 132.71 a P =0.270 102.36 a 105.58 a 214.01 a P =0.000
163.97 177.33 172.70 133.24 199.27 323.32
130.00 132.50 149.00 111.50 144.00 274.00
Colesterol (mg/dL) 154.14 166.56 173.62 ANOVAT. = 3.817 161.13 174.00 178.66 ANOVAT.= 3.087
136.91 a 150.91 a 161.63 a P =0.056 149.88 a 142.58 a 159.72 a P =0.088
171.37 182.21 185.59 172.37 205.41 197.60
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160.00 166.50 178.00 166.80 183.00 171.00
ALT (UI/L) 24.28 42.31 46.68 ANOVAT = 3.450 19.07 35.42 48.22 ANOVAT = 5.555
16.84 a 13.89 a 35.34 a P = 0.069 15.15 a 13.31a 253 a P =0.025
31.72 70.72 58.03 22.98 57.54 93.91
20.00 27.00 41.00 16.50 19.00 21.00
AST (UI/L) 24.78 34.62 33.27 ANOVATL= 1.405 21.77 27.42 37.88 ANOVAT = 5.931
20.38 a 17.98 a 2794 a P =0.241 19.59 a 18.85 a 13.75 a P =0.020
29.19 51.26 38.61 23.94 36.00 62.02
22.50 25.50 29.00 20.50 22.00 22.00
GGT (UI/L) 21.35 26.56 29.67 ANOVAT.= 3.338 17.85 19.71 41.88 ANOVAT = 4.834
14.16 a 19.48 a 23.94 a P =0.073 15.82 a 17.40 a 2.08 a P =0.035
28.55 33.64 35.40 19.87 22.02 81.69
17.50 22.00 25.00 17.00 19.00 27.00
Acido Urico 5.22 5.98 5.55 ANOVArT = 0.182 4.60 4.94 5.72 ANOVAT = 7.054
(mg/dL) 417a6.28 | 5.11a6.85 | 5.01a6.10 P =0.672 415a5.04 | 3.78a6.10 | 4.92 a 6.51 P=0.012
4.80 5.75 5.10 4.25 4.40 5.60
APRI .2264 .2994 .2941 ANOVArT.=1.104 .1840 .2229 4167 ANOVArT = 6.287
.1664 a 1547 a 2429 a P =0.298 .1559 a 1117 a .0872 a P=0.017
.2865 4441 .3452 2121 .3341 .7461
.1950 .2150 .2600 .1650 .1900 .2100
FAST .0986 1875 .2944 ANOVAT.= 13.458 .0840 1729 .3200 ANOVAT = 18.291
.0619 a .0916 a .2188 a P = 0.001 .0564 a .0719 a 1316 a P = 0.000
1353 .2834 .3701 1116 .2738 .5084
.0750 .1350 .2700 .0650 .1300 .2300
Kcal 1459.92 1597.34 1835.57 ANOVAT.= 6.781 1643.75 1560.78 1480.33 ANOVAT = 1.097
1223.65 a 1324.74 a 1675.48 a P =0.012 1475.05 a 1129.81 a 1159.98 a P = 0.302
1696.19 1869.93 1995.66 1812.44 1991.76 1800.68
1491.00 1605.00 1825.00 1657.50 1445.00 1307.50
Fructosa (g) 16.32 13.18 13.53 ANOVAT.= 0.706 10.26 14.14 21.41 ANOVAT = 9.090
9.31a 8.47 a 10.71 a P = 0.405 7.35a 1.83 a 13.00 a P = 0.005
23.34 17.89 16.34 13.16 26.44 29.82
13.85 8.50 14.00 8.00 12.50 22.25
% Fructosa 4.58 3.49 3.00 ANOVArT. = 3.634 2.58 3.29 5.93 ANOVAT.= 14.220
266a6.51 | 202a4.96 | 2.35a3.65 P = 0.062 1.82a23.34 | 1.12a5.46 | 3.69a8.17 P =0.001
3.04 2.56 2.69 1.96 3.19 6.80
Fibra (g) 9.45 6.79 7.40 ANOVArT.= 0.576 5.03 9.45 14.16 ANOVAT = 9.722
4.36 a 3.06 a 5.00a9.79 P = 0.451 2.83a7.23 -.0874 a 6.74 a P = 0.004
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14.54 10.52 7.50 2.50 18.98 21.57
7.50 3.10 7.50 17.50
Proteinas (g) 65.25 67.68 81.25 ANOVAT = 7.397 73.95 69.07 68.27 ANOVAT = 0.443
53.97 a 57.78 a 73.46 a P =0.009 64.04 a 4573 a 49.19 a P =0.510
76.52 77.58 89.04 83.85 92.41 87.35
60.00 68.00 83.00 72.50 63.00 63.00
Lipidos (g) 38.46 46.87 52.14 ANOVAT.= 7.031 50.82 49.35 41.27 ANOVAT = 1.871
28.61 a 37.38 a 46.92 a P =0.010 43.08 a 35.97 a 27.18 a P =0.181
48.31 56.39 57.37 58.56 62.74 55.36
34.50 46.50 52.00 43.75 54.00 37.50
Actividad Fisica 48.57 32.81 23.33 ANOVAT = 25.713 35.50 36.43 12.22 ANOVAT.= 17.297
(minutos/dia) 39.07 a 2497 a 17.66 a P =0.000 29.72 a 25.51 a .84 a 23.61 P =0.000
58.07 40.65 29.01 41.28 47.34 .00
45.00 30.00 30.00 37.50 30.00
Sedentarismo 94.43 125.63 166.67 ANOVAT. = 27.559 108.00 120.00 210.00 ANOVATL= 24.691
(minutos/dia) 78.23 a 100.04 a 149.78 a P =0.000 85.50 a 84.18 a 166.86 a P =0.000
114.63 151.21 183.56 130.50 155.82 253.14
90.00 120.00 180.00 105.00 120.00 240.00
% Firmicutes &P 43.25 46.36 49.15 ANOVAT. = 6.318 43.50 46.83 47.20 ANOVAT.= 2.493
39.85a 42.82 a 46.32 a P =0.016 41.07 a 42.88 a 3717 a P =0.130
46.65 49.90 51.98 45.93 50.78 57.23
44.00 49.50 51 44 48.50 50
% Bacteroidetes * 48.00 44.43 40.15 ANOVAT = 7.851 47.75 43.33 42.20 ANOVAT. = 3.317
£ 44.00 a 40.34 a 36.55 a P =0.008 4454 a 38.21 a 29.86 a P =0.084
52.00 48.52 43.75 50.96 48.46 54.54
46.50 41.00 37.00 46.00 41.50 38.00
% Proteobacterias 5.25 5.50 7.10 ANOVAT.= 10.602 5.33 6.50 7.40 ANOVAT.= 6.379
&2 438a6.12 | 4.72a6.28 | 6.23a7.97 P =0.002 4242643 | 540a7.60 | 5.14 a 9.66 P =0.020
5.00 6.00 8.00 5.00 6.50 8.00

aNumero de sujetos sin informacion: 28 ® Total de sujetos: 65
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CUADRO VI. COMPARACION DE MEDIAS Y DIFERENCIAS DE MEDIAS ENTRE EL GRADO DE ESTEATOSIS HEPATICA EN RELACION A
DIFERENTES VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS Y CLINICAS SEGUN SEXO EN 93 SUJETOS. PRUEBA PARAMETRICA

Variables de Nifos Ninas
Estudio (N=57) (N=36)
Grado | Grado Il | Grado lll PRUEBA Diferencia | Grado | Grado Il | Grado lll PRUEBA Diferencia
Media Media Media PARAMETRICA | de Medias Media Media Media PARAMETRICA | de Medias
Aritmética | Aritmética | Aritmética Prueba Aritmética | Aritmética | Aritmética Prueba
IC95% IC95% IC95% Estadistica Nivel 1C95% IC95% IC95% IC95% Estadistica Nivel 1C95%
de Significancia de Significancia
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
1C95% 1C95% 1C95% 1C95% 1C95% 1C95%
Edad (Afos) 11.43 11.56 11.96 ANOVA = 0.412 .400 12.30 13.29 13.33 ANOVA = 0.567 .048
10.08 a 10.76 a 11.18a | P =0.664 .620 a 795 10.92 a 10.98 a 11.16a | P=0.573 -3.46 a
12.78 12.36 12.75 13.68 15.60 15.51 3.56
11 11.50 12 13 14 15
IMC (Kg/m?) 25.75 26.16 29.70 ANOVA = 3.954 3.53 26.86 29.62 34.66 ANOVA = 5.182 -7.79
23.94 a 23.48 a 27.44a | P=0.025 074 a-27 | 2444 a 26.25 a 2791a |P=0.011 1.84 a
27.57 28.85 31.96 29.28 33.00 41.41 13.74
25.55 25.60 28.80 25.70 30.60 31.80
CAP (dB/m) 248.71 283.94 335.93 ANOVA = 51.98 252.15 291.43 340.89 ANOVA = 49.46
243.16a | 279.52a | 325.86a | 107.377 37.70 a 24751a | 288.19a | 317.20a | 85.905 28.44 a
254.27 288.36 345.99 P = 0.000 66.27 256.79 294.67 364.58 P = 0.000 70.48
246.50 286.50 339.00 251.00 291.00 334.00
Insulina (uUI/mL) 19.99 18.36 18.56 ANOVA = 0.052 .19 12.73 22.24 26.12 ANOVA = 8.190 13.39
4.33 a 12.65 a 15.72a | P=0.949 -11.42 a 9.80 a 10.92 a 17.86a | P =0.001 4.70 a
35.65 24.07 21.39 11.82 15.66 33.55 34.39 22.07
12.75 16.57 16.23 12.16 22.28 23.03
HOMA 4.18 3.86 4.03 ANOVA = 0.039 A7 2.63 4.57 5.63 ANOVA = 8.183 2.99
1.04 a 2.56 a 3.33 a P =0.962 -2.26 a 2.01a 2.14 a 3.74 a P = 0.001 1.08 a
7.33 5.16 4.73 2.61 3.26 7.00 7.52 4.90
2.90 3.47 3.35 2.53 4.62 5.00
Triglicéridos 132.43 140.69 152.70 ANOVA = 0.627 12.01 117.80 152.43 268.67 ANOVA = 116.23
(mg/dL) 100.89 a 104.05 a 132.71a | P =0.538 -31.41 a 102.36 a 105.58a | 214.01 a | 30.646 56.69 a
163.97 177.33 172.70 55.44 133.24 199.27 323.32 P = 0.000 175.78
130.00 132.50 149.00 111.50 144.00 274.00
Colesterol 154.14 166.56 173.62 ANOVA = 1.953 7.05 161.13 174.00 178.66 ANOVA =1.610 4.66
(mg/dL) 136.91 a 150.91 a 161.63a | P=0.152 -15.69 a 149.88 a 142.58 a 159.72a | P=0.215 -27.80 a
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171.37 182.21 185.59 29.80 172.37 205.41 197.60 37.13
160.00 166.50 178.00 166.80 183.00 171.00
ALT (UI/L) 24.28 42.31 46.68 ANOVA = 1.937 4.37 19.07 35.42 48.22 ANOVA = 2.786 12.79
16.84 a 13.89 a 35.34a | P=0.154 -22.24 a 15.15 a 13.31a 253 a P =0.076 -26.32 a
31.72 70.72 58.03 30.99 22.98 57.54 93.91 51.91
20.00 27.00 41.00 16.50 19.00 21.00
AST (UI/L) 24.78 34.62 33.27 ANOVA = 1.171 -1.34 21.77 27.42 37.88 ANOVA = 3.025 10.46
20.38 a 17.98 a 2794a |P=0.318 -16.02 a 19.59 a 18.85 a 13.75a | P =0.062 -9.74 a
29.19 51.26 38.61 13.32 23.94 36.00 62.02 30.66
22.50 25.50 29.00 20.50 22.00 22.00
GGT (UI/L) 21.35 26.56 29.67 ANOVA = 1.702 3.10 17.85 19.71 41.88 ANOVA = 2.842 22.17
14.16 a 19.48 a 2394a |P=0.192 -7.30 a 15.82 a 17.40 a 2.08 a P =0.073 -90.64 a
28.55 33.64 35.40 13.51 19.87 22.02 81.69 53.99
17.50 22.00 25.00 17.00 19.00 27.00
Acido Urico 5.22 5.98 55 ANOVA = 0.890 -.42 4.60 4.94 5.72 ANOVA = 3.648 1.12
(mg/dL) 4.17 a 511a 5.01a P =0.416 -1.62 a 415 a 3.78 a 492 a P =0.037 .103 a
6.28 6.85 6.10 .764 5.04 6.10 6.51 2.14
4.80 5.75 5.10 4.25 4.40 5.60
APRI .2264 .2994 .2941 ANOVA = 0.826 -.005 .1840 .2229 4167 ANOVA = 3.476 .23
.1664 a 1547 a 2429a | P=0.443 -.13a .12 .1559 a 1117 a .0872a | P =0.043 .01a .45
.2865 4441 .3452 2121 .3341 .7461
.1950 .2150 .2600 .1650 .1900 .2100
FAST .0986 1875 .2944 ANOVA = 6.746 19 .0840 729 .3200 ANOVA = 9.269 .23
.0619 a .0916 a .2188a | P =0.002 .064 a .32 .0564 a .0719 a .1316a | P =0.001 -.02a .31
1353 .2834 .3701 1116 .2738 .5084
.0750 .1350 .2700 .0650 .1300 .2300
Kcal 1459.92 1597.34 1835.57 | ANOVA = 3.753 375.64 1643.75 1560.78 1480.33 | ANOVA = 0.549 -80.45
1223.65a | 1324.74 a | 1675.48 a | P = 0.030 27.98 a 1475.05a | 1129.81a | 1159.98 a | P = 0.583 -569.48 a
1696.19 1869.93 1995.66 723.30 1812.44 1991.76 1800.68 408.58
1491.00 1605.00 1825.00 1657.50 1445.00 1307.50
Fructosa (g) 16.32 13.18 13.53 ANOVA = 0.561 .34 10.26 14.14 21.41 ANOVA = 4.639 11.15
9.31a 8.47 a 10.71a | P=0.574 -6.52 a 7.35a 1.83 a 13.00a | P =0.017 216 a
23.34 17.89 16.34 7.21 13.16 26.44 29.82 20.14
13.85 8.50 14.00 8.00 12.50 22.25
% Fructosa 4.58 3.49 3.00 ANOVA = 1.900 -.49 2.58 3.29 5.93 ANOVA = 7.663 3.34
2.66 a 2.02 a 2.35a P =0.159 -2.36 a 1.82 a 1.12 a 3.69 a P = 0.002 1.24 a
6.51 4.96 3.65 1.38 3.34 5.46 8.17 5.45
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3.04 2.56 2.69 1.96 3.19 6.80
Fibra (g) 9.45 6.79 7.40 ANOVA = 0.587 .60 5.03 9.45 14.16 ANOVA = 4.862 9.12
4.36 a 3.06 a 5.00 a P =0.559 -4.76 a 2.83a -.0874 a 6.74 a P =0.014 1.84 a
14.54 10.52 9.79 5.98 7.23 18.98 21.57 16.40
7.50 3.10 7.50 2.50 7.50 17.50
Proteinas (g) 65.25 67.68 81.25 ANOVA =4.159 13.56 73.95 69.07 68.27 ANOVA =0.243 -79
53.97 a 57.78 a 73.46a | P=0.021 -1.15a 64.04 a 4573 a 49.19a | P=0.785 -29.07 a
76.52 77.58 89.04 28.28 83.85 92.41 87.35 27.48
60.00 68.00 83.00 72.50 63.00 63.00
Lipidos (g) 38.46 46.87 52.14 ANOVA = 3.572 13.68 50.82 49.35 41.27 ANOVA = 1.043 -8.07
28.61 a 37.38 a 46.92a | P=0.035 1.33a 43.08 a 35.97 a 27.18a | P =0.364 -28.66 a
48.31 56.39 57.37 26.03 58.56 62.74 55.36 12.50
34.50 46.50 52.00 43.75 54.00 37.50
Actividad Fisica 48.57 32.81 23.33 ANOVA = -25.23 35.50 36.43 12.22 ANOVA = -24.20
(minutos/dia) 39.07 a 24.97 a 1766 a | 13.101 -37.13 a- 29.72 a 25.51 a .84 a 11.242 -40.15 a -
58.07 40.65 29.01 P =0.000 13.35 41.28 47.34 23.61 P =0.000 8.26
45.00 30.00 30.00 37.50 30.00 .00
Sedentarismo 94.43 125.63 166.67 | ANOVA = 41.04 108.00 120.00 210.00 | ANOVA = 90.00
(minutos/dia) 78.23 a 100.04 a | 149.78 a | 13.891 9.16 a 85.50 a 84.18 a 166.86 a | 14.100 29.83 a
114.63 151.21 183.56 P =0.000 72.92 130.50 155.82 253.14 P =0.000 150.17
90.00 120.00 180.00 105.00 120.00 240.00
% Firmicutes &P 43.25 46.36 49.15 ANOVA = 3.162 5.90 43.50 46.83 47.20 ANOVA = 1.435 .367
39.85 a 42.82 a 46.32a | P=0.053 .02 a 41.07 a 42.88 a 3717a | P=0.262 -7.24 a
46.65 49.90 51.98 11.78 45.93 50.78 57.23 7.97
44.00 49.50 51 44 48.50 50
% Bacteroidetes * 48.00 44.43 40.15 ANOVA = 3.936 -7.85 47.75 43.33 42.20 ANOVA = 1.801 -1.13
£ 44.00 a 40.34 a 36.55a | P=0.028 -15.03 a - 4454 a 38.21 a 29.86a |P=0.191 -10.79 a
52.00 48.52 43.75 .67 50.96 48.46 54.54 8.52
46.50 41.00 37.00 46.00 41.50 38.00
% Proteobacterias 5.25 5.50 7.10 ANOVA = 6.098 1.60 5.33 6.50 7.40 ANOVA = 3.204 .90
&2 4.38 a 472 a 6.23 a P =0.005 .26 a 2.94 4.24 a 5.40 a 5.14 a P =0.062 -1.56 a
6.12 6.28 7.97 6.43 7.60 9.66 3.36
5.00 6.00 8.00 5.00 6.50 8.00
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GRAFICOS DE CAJAS Y BIGOTES
Cuadro VIIl.
DISTRIBUCION DE LAS VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS, ANTROPOMETRICAS Y DE LABORATORIO PARA TODA LA POBLACION DE ESTUDIO

FIGURA 8a. Edad (Afios) FIGURA 8b. IMC (Kg/m?)

16 60.00

14 50.00

12 40.00

Edad
IMC
o

10 30.00

8 20.00

6 10.00

1 2 3 1 2 3
Esteatosis Esteatosis
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FIGURA 8c. CAP (dB/m)

FIGURA 8d. Triglicéridos (mg/dL)

% o
==
A

1 2 3

Esteatosis

400

Triglic

100

1 2 3

Esteatosis

FIGURA 8e. Colesterol (mg/dL)

FIGURA 8f. cHDL (mg/dL)

250.0
200.0

150.0 . .

100.0

Colesterol

1 2 3

Esteatosis

cHDL

1 2 3

Esteatosis
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FIGURA 8g. ALT (UI/L) FIGURA 8h. AST (UI/L)
250.0 56
36 140.0
200.0 38 120.0
100.0 79
150.0 8“
- = 800
2 . 2
o
100.0 60.0
026
33
33 53 018 40.0 °
50.0 ¥
o
E ; 20.0 ;
0 0
1 2 3 1 2 3
Esteatosis Esteatosis
FIGURA 8i. GGT (UI/L) FIGURA 8j. FA (UI/L)
200.0 1200.0
38
25
1000.0
38
150.0 *
800.0
g 100.0 E 600.0
*56 *190 400.0
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FIGURA 5A. COLESTEROL (mg/dL) FIGURA 5B. COLESTEROL (mg/dL)

250.0

2250 T
200.0

2000

175.0
1500

1500 1
1000

Colesterol
Colesterol

125.0

100.0

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 1 Grado 2 Grado 3

Esteatosis Hepatica Esteatosis Hepatica

FIGURA 6A. CHDL (mg/dL) FIGURA 6B. CHDL (mg/dL)

70.0 70.0
26
o

60.0 -1 60.0
- -
% 50.0 % 50.0
° °
3 3
@ @
2 2
o 400 o 400
o o

30.0 30.0

20.0 20.0

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 1 Grado 2 Grado 3
Esteatosis Hepatica Esteatosis Hepatica

89




FIGURA 7A. ALT (UI/L)

FIGURA 7B. ALT (UI/L)

Esteatosis Hepatica

250.0 200.0 38
56
200.0
150.0
150.0
- -
é wgg é 100.0
100.0 27
26
o
o *3533 50.0 031
= = —
0 0
Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 1 Grado 2 Grado 3
Esteatosis Hepatica Esteatosis Hepatica
FIGURA 8A. AST (UI/L) FIGURA 8B. AST (UI/L)
56 100.0
79
140.0 038
o
120.0 80.0
100.0
60.0
= 800 =
2 2
oll)
60.0 40.0
33
40.0 ©
20.0
20.0
0 0
Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 1 Grado 2 Grado 3

Esteatosis Hepatica

90




FIGURA 9A. GGT (UI/L)

FIGURA 9B. GGT (UI/L)
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FIGURA 11A. ACIDO URICO (mg/dL) FIGURA 11B. ACIDO URICO (mg/dL)
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Cuadro IX. Modelo Multivariado de Regresion Logistica Multinomial (Politémico)
Categoria de Referencia: Grado 1
Nivel de Esteatosis
Variables Wald OR
Hepatica Coeficiente
Independientes Nivel de Significancia 1C95%
0.784
Interseccion -1.078
P=0.376
5.564 4.422
Sexo? 1.487
P=0.018 1.28 a15.21
Grado 2
4.243 0.955
Actividad Fisica -0.046
P =0.039 0.91a0.99
3.421 1.014
Sedentarismo 0.014
P =0.064 0.99a1.03
3.228
Interseccion -2.940
P =0.072
9.220 12.55
Sexo? 2.530
P =0.002 2.45 a 64.24
Grado 3
11.703 0.904
Actividad Fisica -0.100
P =0.001 0.85a0.95
14.737 1.035
Sedentarismo 0.035
P =0.000 1.01a1.05

A Categoria de referencia: Femenino

Ajuste del Modelo:

Prueba de la Razén de Verosimilitud: X2 = 67.742, P = 0.000

Desvianza (Deviance): X2 = 55.101, P = 0.994

Porcentaje de Clasificacion: Grado 1 = 85.3= %; Grado 2 = 30.4 %; Grado 3 = 77.8%. Porcentaje Global: 68.8%
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