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Titulo: “Fenotipo metabolomico asociado a esteatosis y fibrosis hepatica en nifios

con obesidad”

RESUMEN

INTRODUCCION: La obesidad infantil es un problema de salud emergente en nuestro pais.

Se describe como una enfermedad sistémica, crénica, progresiva, recidivante y
multifactorial. Se ha relacionado con la incidencia temprana de comorbilidades como la
disfuncion metabdlica asociada a esteatosis hepéatica (MASLD), la cual se considera
actualmente la principal causa de enfermedad cronica del higado. La fisiopatologia de la
obesidad y de sus comorbilidades se asocia de forma directa con cambios metabdlicos
progresivos que incluyen alteraciones en la disponibilidad y utilizacion de los sustratos
energeéticos.

OBJETIVO: Identificar fenotipos metaboldmicos asociados a esteatosis y fibrosis hepética

en nifos y adolescentes con obesidad.

DISENO: Estudio transversal, comparativo y analitico

METODOLOGIA: Se incluyeron nifios y adolescentes entre 8 y 16 afios de edad con
diagnéstico de obesidad. Se recabaron variables antropométricas, bioquimicas vy
metabolémicas que fueron determinadas mediante un estudio dirigido por espectrometria de
masas que incluyé aminodcidos y acilcarnitinas. Se realizé elastografia transitoria mediante
Fibroscan hepatico, con la finalidad de evaluar por este medio, la presencia de esteatosis y
fibrosis hepatica. Los pacientes fueron clasificados en tres grupos de estudio: Pacientes sin
MASLD, Pacientes con MASLD y Pacientes con MASLD + fibrosis. Se realizé un andlisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) para identificar los grupos de estudio
y visualizar las diferencias entre sus mapas de calor. Se disefiaron los graficos de Importancia
de Proyeccién de Variables (VIP), para lo cual un puntaje > 1.5 discriminé los metabolitos y
variables bioguimicas con mayor influencia que caracterizaron a cada grupo. Se construyeron
modelos de regresion logistica incluyendo las variables con puntaje > 1.5 y se estimaron las
curvas ROC para evaluar diferentes combinaciones de dichas variables.

RESULTADOS:

El fenotipo MASLD se asocié con incremento en los niveles de aspartato aminotransferasa y
disminucién de arginina, glicina y acilcarnitina AC5:1; el fenotipo MASLD + fibrosis, que

representa un estadio avanzando de la enfermedad, se caracterizd por niveles elevados de



alanino amino transferasa, prolina y alanina, con un indice de Matsuda de sensibilidad a la

insulina disminuido.

CONCLUSION: El fenotipo metabolémico de MASLD se modifica conforme la enfermedad
progresa. El acercamiento a un entendimiento de las alteraciones metabdlica en MASLD podria
permitir su identificacion temprana, asi como el desarrollo de estrategias de intervencién
enfocadas en limitar la progresion del dafio hepatico en nifios y adolescentes que viven con

obesidad.



1. MARCO TEORICO

La obesidad infantil es una enfermedad sistémica, cronica, progresiva, recidivante y
multifactorial que se ha convertido en un problema de salud a nivel mundial debido al
incremento en su prevalencia e incidencia, asi como su relacion con las enfermedades

cronicas no transmisibles (ECNT) reportadas en poblacion adulta.

Datos de la OMS emitidos para 2016 revelan que, en todo el mundo, el nimero de lactantes
y nifios pequefios (de 0 a 5 afios) que padecen sobrepeso u obesidad aument6 de 32
millones en 1990 a 41 millones en 2016 (1). En el estudio publicado por el grupo de la NCD
Risk Factor Collaboration, en el cual se incluyeron medidas de 2416 poblaciones de estudio
a nivel mundial y que incluyé 128.9 millones de participantes de todas las edades, reporto
gue la prevalencia global de obesidad estandarizada por edad en nifios y adolescentes
aumento6 de 0.7% en 1975 a 5.6% para 2016 en nifias, y de 0.9% en 1975 a 7.8% para 2016

en nifnos (2).

En el caso de México, en la Encuesta Nacional de Salud 2020-2022, 35.6% de los nifios en
edad escolar fueron diagnosticados con sobrepeso y obesidad; la prevalencia de obesidad
en este grupo de edad fue 1.7 puntos porcentuales mayor que la observada en la Encuesta
Nacional de 2018. Se observo una mayor prevalencia de obesidad en varones (18.3%), en
comparacion con las nifias (12.2%). La distribucion por localidad de residencia mostré una
mayor prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en localidades urbanas (34.9%) en
comparacion con las rurales (29.0%). En cuanto a la poblacion de 12 a 19 afios, la
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad fue de 41.1%, 2.7 puntos porcentuales

superior a la prevalencia en 2018 (3).

Repercusiones de la Obesidad Infantil

Simmonds y colaboradores publicaron datos muy relevantes en una revision sisteméatica y
meta-andlisis, en el cual se incluyeron 15 estudios de cohorte que analiz6 poco méas de
200,000 participantes que fueron seguidos a lo largo de la infancia y adultez temprana. En
este estudio se evidencio que los nifios y adolescentes con obesidad tienen un riesgo 5
veces mayor de persistir con obesidad en la etapa adulta en comparacién con aquellos que

no la padecen. El 55% de los nifios con obesidad persisten con obesidad en la



adolescencia; alrededor de un 80% de los adolescentes llegan con obesidad a la etapa

adulta 'y 70% persisten con esta condicién a los 30 afios (4).

La obesidad genera en los nifios multiples complicaciones médicas, psicoldgicas y sociales.
Los nifios con obesidad, manifiestan una mayor prevalencia de resistencia a la insulina y
sus comorbilidades, incluida la enfermedad cardiovascular, la hipertension arterial, la
hipoalfalipoproteinemia, hipertrigliceridemia, la disfuncién metabdlica asociada a esteatosis
hepatica (MASLD, por sus siglas en inglés Metabolic-Dysfunction-Associated Steatotic Liver
Disease) y las alteraciones en el metabolismo de la glucosa (5). Muchos nifios con obesidad
y sobrepeso presentan una dislipidemia aterogénica desde edades tempranas (6),(7) y
aungue es poco probable que presenten infarto agudo al miocardio o evento vascular
cerebral en la infancia, se ha descrito que el proceso aterosclerético inicia desde los
primeros afios de vida (8), y representa un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades en la edad adulta (9). El engrosamiento de la intima media carotidea (EIM)
se ha relacionado en forma directa con riesgo cardiovascular incrementado y puede
predecir eventos cardiovasculares (10), asi como manifestaciones tempranas de disfuncion
ventricular izquierda y enfermedad coronaria (11). Este se considera actualmente como un
marcador subrogado de dafio endotelial y marcador subclinico de prondstico de
aterosclerosis en nifios y en adolescentes (12) (13). Estudios de cohorte prospectivos han
sugerido que de manera particular los niveles de tension arterial, de lipidos en sangre y el
propio indice de masa corporal predicen incrementos del EIM en la edad adulta (14) (15)
(16,17). Se ha reportado una mayor incidencia de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) en afios
recientes. Esta se ha asociado al incremento en la incidencia y prevalencia de obesidad, de
tal modo que, en la actualidad del 25 al 45% de los casos nuevos de DM2 en nifios en los
Estados Unidos, estan asociados a obesidad, ademas de los factores ya conocidos como
el pertenecer a grupos étnicos de riesgo, (ascendencia hispana o amerindia, entre otros),
asi como tener antecedente familiar de DM2 (18) (19). De la misma manera, las
anormalidades del sindrome metabdlico en nifios pueden predecir el desarrollo de diabetes

mellitus, siendo el grupo de hispanos los que presentan la mayor incidencia (20,21).

Otra de las complicaciones emergentes es la presencia de disfuncion metabdlica asociada
a esteatosis hepatica (MASLD), la cual representa un continuo de anormalidades hepaticas
que inicia con un depésito de grasa intrahepatica y que puede progresar potencialmente a
esteatohepatitis, fibrosis, cirrosis y hepatocarcinoma (22). La prevalencia de MASLD en

poblacion pediatrica es de 7.6% en poblacion general, pero incrementa hasta un 34.2% en



nifios con obesidad. Los sujetos del sexo masculino tienen mayor prevalencia que las
mujeres. Se ha observado que existe una predisposicion genética en aquellos sujetos con
el gen SNP PNPLAZ3, el cual es mas frecuente en poblacién mexicana (23). Se ha descrito
también, que la poblacién hispana tiene cuatro veces mas riesgo de presentar MASLD
(24,25) y particularmente la poblacion México-americana en Estados Unidos (OR: 1.67, IC:
1.26,2.22) (26); otros factores asociados que han sido descritos son la adiposidad central,
la resistencia a la insulina y la dislipidemia. El espectro de las anomalias abdominales va
desde la simple acumulacién de grasa intrahepatica en mas del 5% del parénquima,
seguida de la esteatohepatitis (EH) caracterizada por la inflamacion y la necrosis de los
hepatocitos con diversos grados de fibrosis. Con el tiempo, estas anomalias pueden
evolucionar a fibrosis hepética y eventualmente cirrosis que pueden requerir transplante
hepatico (27). Cada vez existe mayor evidencia que sugiere que la fisiopatologia de la
enfermedad es compleja e implica multiples factores genéticos, epigenéticos y ambientales.
Estudios transversales y longitudinales han descrito una asociacion entre la MASLD vy el
grado de adiposidad, que es un fuerte predictor del desarrollo y la progresion de esta
disfuncion metabdlica (28). Por otro lado, Schwimmer et al. informaron resultados de un
estudio interesante en el cual 347 nifios con sobrepeso y obesidad fueron referidos al
gastroenterélogo por sospecha de MASLD, diagndéstico que pudo corroborarse por
histologia en el 55% de la muestra. El 18% del total de la muestra tenia otras patologias
diferentes a MASLD. El 54% de los pacientes con MASLD mostraron EH. La prevalencia
total de fibrosis fue del 11% vy la fibrosis avanzada fue mas frecuente en el grupo de
pacientes con MASLD con un 17%. Aquellos con fibrosis avanzada mostraron niveles
significativamente mas elevados de ALT y AST. Estos hallazgos denotan la presencia de

dafio al tejido hepatico desde las primeras etapas de la vida (29).

La MASLD al igual que muchas enfermedades crénico-degenerativas, puede no manifestar
ningln sintoma clinico, por lo que es importante sospecharla en pacientes con obesidad.
Actualmente se recomienda que, en nifios con obesidad y datos clinicos de sindrome
metabdlico, se busque intencionadamente MASLD. El tamizaje diagndstico de primera linea
debe realizarse con instrumentos no-invasivos. La NASPGHAN (North American Society of
Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition) recomienda realizar biopsia hepéatica
solo en pacientes con riesgo elevado de EH y/o fibrosis avanzada asociadas con enzimas
hepaticas elevadas > 80 UI/L, esplenomegalia, o una AST/ALT > 1. Se sugiere sospecha
de MASLD en sujetos que presenten valores de ALT > 50 mg/dl para nifilos y ALT > 44

mg/dl para nifias. Valores por encima de 80 mg/dl de ALT pueden hacer sospechar la
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presencia de EH (30). Otras enzimas hepaticas como AST y Gama glutamiltranspeptidasa
(GGT) no se han estudiado de manera independiente para la valoracion de MASLD, pero

se encuentran en algunos de los casos.

Si bien la biopsia hepatica continta siendo el estdndar de oro para el diagnostico de
MASLD, su caracter invasivo, la probabilidad de error en el muestreo y la escasa viabilidad
como método de seguimiento son limitaciones importantes que tomar en consideracion.
Algunos indices bioquimicos han surgido particularmente como una necesidad de descubrir
herramientas no invasivas que puedan diagnosticar con precision la fibrosis hepatica, que
ha sido reconocida como un fuerte predictor de cirrosis hepatica (31) . El cociente AST/ALT,
el indice de cociente AST/plaguetas (APRI), la puntuacion FIB-4, la puntuacién de fibrosis
NAFLD (32) y la citoqueratina-18 plasmatica (33) se tratado de validar en la poblacién
pediatrica utilizando las biopsias hepéticas a modo de referencia, sin embargo, estos han
mostrado un rendimiento limitado y han subrayado la urgencia de disponer de métodos de

diagnéstico mas precisos (34,35).

En relacion a los estudios de imagen para el andlisis de la infiltracion grasa del higado, el
mas utilizado es el ultrasonido, sin embargo, tiene una limitada sensibilidad para detectar
casos de esteatosis leve (tejido hepatico con < 30% de grasa) (24,25). La ecografia
convencional (USG modo B) es un método frecuentemente utilizado, con una sensibilidad
del 79.9% y una especificidad del 86.2%, para el diagnostico de esteatosis moderada a
grave, con un area bajo la curva de 0,87 (36,37); sin embargo, presenta limitaciones para
la deteccion de EH vy fibrosis, ademas del inconveniente de ser una técnica operador-
dependiente. Otros métodos, como la espectroscopia por resonancia magnética y la
fraccion grasa de densidad protdnica por resonancia magnética (MRS-PDFF), han
demostrado una mayor precision para diferenciar los grados de esteatosis, comparando los
grados moderados-graves frente a los leves con un area bajo la curva de 0,87 (IC 95%
[0,80-0,94]), y de 0,79 (IC 95% [0,70-0,87]) para distinguir la esteatosis grave de las formas
leves y moderadas (38). Sin embargo, no pueden detectar la fibrosis y su capacidad de
cribado y diagndstico es limitada; ademas, lamentablemente no siempre estan disponibles.
Draijer et al. publicaron una revision sistematica que evalué varios métodos diagndsticos
gue analizaban la presencia de fibrosis hepatica en la poblacién pediatrica. La elastografia
transitoria mediante FibroScan® mostré una elevada precisién con un area bajo la curva de
0.98 (IC 95% [0.90-0.99]), lo que se traduce en una sensibilidad y especificidad >90% en

un umbral de 5.1 kPa (39). Este método ha demostrado superioridad sobre las puntuaciones



bioquimicas tradicionales (40). Por otro lado, también es capaz de detectar esteatosis
hepatica en nifios, con un punto de corte para el parametro de control atenuado (CAP) de
225 dB/m, con un area bajo la curva de 0.93, sensibilidad del 87% y especificidad del 83%
(41).

La metaboldmica como herramienta para identificar y cuantificar moléculas como

potenciales biomarcadores en el estudio de la Obesidad y Resistencia a la Insulina

Si bien existe suficiente evidencia cientifica que relaciona a la obesidad en la infancia
con el desarrollo de complicaciones asociadas, tales como las alteraciones de la tolerancia
a la glucosa, la hipertension, las dislipidemias, la resistencia a la insulina, la inflamacién
crénica de bajo grado y la disfuncién metabdlica asociada a esteatosis hepética, entre otras,
las vias metabdlicas que inducen el desarrollo y la progresion de estos procesos no han
sido descritas por completo.

El término metabolémica se refiere a la determinacion e interaccion de moléculas
endogenas pequefias, involucradas en reacciones metabdlicas comunes que forman parte
de vias bioquimicas involucradas en el crecimiento, desarrollo, reproduccién y respuesta
metabdlica al estrés. La metabolémica se define como una tecnologia que se enfoca en la
medicién e identificacion de cambios sensibles en los metabolitos menores de 1500 Da,
presentes dentro de una célula, un tejido o un organismo, en respuesta a variaciones
genéticas, epigenéticas o estimulos fisiopatoldégicos (42). De tal manera que, esta
herramienta de alto rendimiento tiene la capacidad de captar en forma instantanea la
relacion biolégica de varios metabolitos en un momento determinado y, por tanto, evidenciar
las interacciones de los mismos en los procesos fisiolégicos o fisiopatolégicos. La
metabolémica tiene la capacidad de analizar en forma cualitativa y cuantitativa perfiles
moleculares y su relacion intra e intercelular, mediante dos conceptos; el primero se refiere
a un analisis no dirigido, en el cual se determinan una gran cantidad de metabolitos y sus
precursores. En el segundo, existe un analisis dirigido en el cual, se hace especial énfasis
en metabolitos de interés especifico, que pueden ser aminoacidos, carbohidratos, lipidos,
nucleotidos, hormonas y otras moléculas de sefalizacion, basados en una hipétesis, a
priori, de la interrelacion entre los metabolitos del sistema bioldgico que intenta estudiarse.
Esta tecnologia ha emergido como una herramienta relevante en el estudio de la obesidad,

dada la estrecha relacion de los mecanismos metabdlicos existente en las diferentes vias
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de consumo y almacenamiento de sustratos energéticos entre los diversos tejidos
involucrados, como el tejido visceral, tejido adiposo blanco, tejido adiposo pardo, tejido

muscular y hepatico, entre otros.

Se han publicado una sustancial cantidad de trabajos relacionados con la descripciéon de
perfiles metabolémicos en condiciones de obesidad, diabetes, resistencia a la insulina y sus
comorbilidades en poblacién adulta. La mayoria de estos estudios evidencian una
consistente asociacion con un perfil metabolomico que involucra la elevada concentracion
de aminoacidos de cadena ramificada (BCAA, por sus siglas en inglés Branched-chain
aminocids) que son Valina, Leucina e Isoleucina y aminoacidos aromaticos (AA) como
Fenilalanina y Tirosina, otros como Glutamina y Alanina, ademas de las Acilcarnitinas C3
(propionilcarnitina) y C5 (Isovalerilcarnitina). Estas moléculas han mostrado una alta
asociacion con fenémenos de resistencia a la insulina (43), y DM2 (44) Sin embargo, los
estudios no dirigidos, resaltan la creciente asociacion de un mayor nimero de metabolitos

y sus metabolitos intermedios.

Los estudios transversales realizados en poblacion adulta, han evidenciado la asociacion
entre niveles elevados de BCAA y comorbilidades resultantes o asociadas a Rl evaluada
por el estandar de oro (clamp euglucémico-hiperinsulinémico) o por indices subrogados
(insulinemia de ayuno, insulinemia a los 30 y 120 minutos posterior a una carga de glucosa,
indices de HOMA-IR, HOMA-B y sensibilidad a la insulina Matsuda-ISl), y su relacion final
con desenlaces como perfil cardiovascular de riesgo, hipertension arterial, alteraciones de

la tolerancia a la glucosa, obesidad abdominal y sindrome metabdlico (45—-47).

La evidencia cientifica publicada en relacion a los mecanismos involucrados en el desarrollo
de resistencia a la insulina y las comorbilidades asociadas en el paciente con obesidad, han
propuesto una interrelacién profunda entre las alteraciones de las vias del metabolismo de
los carbonos centrales, los fenédmenos de activaciébn de las vias inflamatorias que
exacerban la interrupcion de las vias de sefalizacion de insulina, asi como la influencia de

la microbiota intestinal.

Los mecanismos de interrelacion de estos metabolitos con las vias que regulan la
sefalizacion de insulina 'y el depdsito de grasa en el higado son adn poco conocidos y muy
probablemente expliquen el fendmeno solo de manera parcial. Los dos mecanismos que se
han propuesto asociados a estos eventos fisiopatogénicos son las alteraciones en el

complejo Rapamicina 1 de mamiferos y el segundo es precisamente la alteracion en el
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metabolismo de los BCAAs. La activacion sostenida de la via del complejo Rapamicina-
1/serina cinasa, mediado por BCAAs, inactiva los substratos del receptor de insulina IRS-1
e IRS-2, y estimula la secrecion de insulina por las células B pancreaticas (48). Estas
alteraciones se potencializan con el fendmeno de meta-inflamacion que prevalece en estos
pacientes. En la segunda teoria, se propone que los metabolitos tdxicos derivados del
metabolismo alterado de los BCAA (provenientes de la dieta, de su catabolismo depletado
en el tejido adiposo, y de la protedlisis inducida por insulina), promueven su catabolismo a
nivel hepéatico y muscular. En consecuencia, se generan acido ceto-isocapréico y
acilcarnitinas de cadena corta (y sus intermediarios), que interfieren con la oxidacion de la
glucosa y de los acidos grasos libres; los productos derivados de su oxidacién incompleta
favorecen estrés mitocondrial y alteraciones en la via de sefalizacion de la insulina. Se ha
descrito también, que niflos con obesidad muestran niveles elevados de &cido
cetoisocaproico y acilcarnitinas C3 y C4 y niveles disminuidos de carnitina libre (C0). Se
han encontrado también niveles elevados de alanina en esta poblacion, la cual es
sintetizada en el musculo esquelético a partir de piruvato y otros aminoacidos,
particularmente los BCAA, a través del ciclo alanino-glucosa. A nivel hepatico, la alanina es
nuevamente convertida a piruvato, intermediario en el ciclo de Krebs y en la

gluconeogénesis (49).

La obesidad se caracteriza por aumento en los depdsitos de grasa corporal e incremento
de acidos grasos libres circulantes. La carnitina es un metabolito critico en la fisiopatologia
de la obesidad dada su participacion en el metabolismo de los &cidos grasos. La
disponibilidad incrementada de &acidos grasos libres promueve su oxidacion mediante la
Gnica via en su metabolismo, la B-oxidacion, proceso dependiente de carnitina. Las
acilcarnitinas son &cidos grasos unidos a carnitina, que fisiolégicamente permiten el

transporte de estos al interior de la mitocondria.

Cuando la capacidad de la maquinaria enzimatica de este proceso se ve rebasada, existe
un acumulo de acilcarnitinas y de intermediarios lipidicos (ceramidas y diacilglicerol) (50).
Estas moléculas inducen la activacion de vias de inflamacién que generan estrés del
reticulo endoplasmico, produccion de especies reactivas de oxigeno, interrumpen los
procesos de la via de sefializacion de insulina y por tanto las vias metabdlicas relacionadas

con el metabolismo intermediario (51).
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2. ANTECEDENTES
Metabolémica y MASLD en pacientes pediéatricos

Por su parte, basdndose en los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en la MASLD y EH,
ciertos estudios han intentado identificar biomarcadores utiles para predecir y actuar como
firmas de la MASLD y su estadificacién (52). Por lo que, han versado su atencion en la
metabolémica (tanto en métodos dirigidos como en los no dirigidos). Sin embargo, la
mayoria de los estudios se han centrado Unicamente en poblacion adulta, con un niamero

reducido en edad pediatrica (52-55).

Ademas, ninguno de estos estudios se realizé en poblaciones residentes de Latinoamérica,
donde la prevalencia de sobrepeso y obesidad infantil, asi como las comorbilidades

asociadas son las mas altas a nivel global (56).

El analisis metabolémico dirigido ha evaluado las alteraciones de aminoacidos y lipidos. En
nifios residentes en Los Angeles, CA, USA, se observé que la MASLD estaba asociada con
moléculas del metabolismo de acidos grasos, glutation y triptéfano (52). Por otra parte, en
nifios austriacos con obesidad grave (54) y nifios con obesidad en Estados Unidos (53), se
observé que los que padecian MASLD presentaban concentraciones mas elevadas de
aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) y acilcarnitinas de cadena corta en comparaciéon
con los nifios sin esta afectacion. Ademas, los modelos que incluian estos metabolitos han
demostrado tener una capacidad adecuada para identificar el MASLD en nifios (53,54)
independientemente de otras alteraciones metabdlicas como la resistencia a la insulina y la
obesidad. Jin y cols. realizaron un estudio en 39 adolescentes hispanos con obesidad y
esteatosis hepatica diagnosticada por resonancia magnética con espectroscopia en
quienes se determiné mediante un analisis metaboldomico no dirigido las concentraciones
de 7711 metabolitos, de los cuales 478 se asociaron con la presencia de MASLD
comparado con controles. Los metabolitos mayormente asociados fueron lipidos ademas
de una evidente desregulacion de las principales vias de aminoacidos, siendo la de tirosina
la mas representativa. Utilizando un enfoque no dirigido, consistente con lo anterior, en
nifos y adolescentes autoidentificados como hispanos con un IMC = Pc 85, se observé que
aquellos con MASLD presentan alteraciones en algunas vias de aminoacidos (BCAAs,

metabolismo de tirosina, metionina y cisteina) y del metabolismo lipidico (lipogénesis y
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metabolismo de &cidos grasos) (45). Este hallazgo ha sido descrito en otros estudios en
poblacion pediéatrica, que han asociado niveles elevados de tirosina con resistencia a la
insulina, particularmente con el indice de HOMA-IR. Este estudio muestra modulacién de
los niveles de este amino4cido una vez que los pacientes mejoraron su indice de masa

corporal posterior a un programa de intervencion de cambios en el estilo de vida (57).
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad es un problema de salud emergente en nuestro pais, dada su alta prevalencia
e incidencia temprana de comorbilidades como resistencia a la insulina y la MASLD. La
fisiopatologia de la obesidad y de sus comorbilidades se asocia de forma directa con
cambios metabdlicos progresivos que incluyen alteraciones en la disponibilidad y utilizacion
de los sustratos energéticos. La MASLD es una entidad con una fisiopatologia compleja
que involucra mudltiples factores genéticos, epigenéticos y ambientales. Estudios
transversales y longitudinales han descrito una asociacion entre la MASLD y el grado de
adiposidad, que es un fuerte predictor del desarrollo y la progresién de esta disfuncion
metabdlica. Existen a la fecha limitados marcadores bioquimicos que hayan mostrado
adecuada sensibilidad y especificidad para predecir la presencia de esteatosis y fibrosis
hepatica. De igual manera, los estudios de imagen no han sido estandarizados para esta
poblacion y algunos son inaccesibles. La biopsia hepatica sigue considerandose en la
actualidad como el estandar de oro para el diagnéstico de esteatosis, esteatohepatitis y
fibrosis, sin embargo, existen limitaciones de seguridad y éticas para su uso de manera
rutinaria en el ambito clinico-practico. En afios recientes, la creciente disponibilidad de
técnicas especializadas y el acceso al estudio de metabolitos end6genos que se consideran
marcadores del fenotipo bioldgico y que estan directamente relacionados con las sefiales
regulatorias que generan procesos de enfermedad y sus efectos, ofrece la posibilidad de
describir mecanismos fisiopatogénicos no conocidos. Existe escasa informacion
relacionada con fenotipos metabol6émicos en poblacién pediatrica que se hayan utilizado
para describir la MASLD, sin embargo resulta interesante explorar la utilidad que podrian

tener estas herramientas de alto rendimiento.
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4. JUSTIFICACION

La obesidad infantil representa un problema de salud emergente en nuestro pais. Existe
suficiente evidencia epidemiolégica que sustenta el panorama adverso del problema de
salud y las comorbilidades que limitaran de manera importante la calidad de vida y la
productividad de los futuros adultos jovenes con obesidad, asi como la mortalidad
prematura que se proyecta en las proximas generaciones. Las comorbilidades metabdlicas
registradas con mayor frecuencia en los nifios que acuden a la Clinica de Obesidad Infantil
del Hospital General de México son la adiposidad abdominal, la resistencia a la insulina, la
disfuncion metabdlica asociada a esteatosis hepatica (MASLD) y alteraciones en el espesor
de la intima media carotidea, ademas de otras no menos importantes como las limitaciones
funcionales y los trastornos psicoemocionales. Estos hallazgos sugieren que el dafio en los
diversos 6rganos inicia desde etapas muy tempranas, cuando no existe adn expresion
bioguimica de los marcadores de riesgo cominmente utilizados, y que describir fenbmenos
metabolémicos explicativos que nos ayuden a entender la progresion del dafio,
particularmente del parénquima hepatico, podria ser de gran utilidad. Estos biomarcadores
podrian ser probados en estudios longitudinales y de cohorte con la intencién de contribuir
al entendimiento de la enfermedad, asi como establecer indices predictivos de respuesta a

tratamiento, y eventualmente blancos terapéuticos.
5. OBJETIVO DEL ESTUDIO

El objetivo de este estudio fue identificar los fenotipos metabolémicos asociados a dos
estadios de progresion del MASLD (esteatosis hepatica y esteatosis hepéatica mas

fibrosis), en niflos con obesidad.

6. METODOLOGIA

6.1 Materiales y métodos
Disefio del estudio y participantes

Se realiz6 un estudio comparativo transversal derivado de un ensayo clinico aleatorizado
cuyo obijetivo principal fue evaluar diversas intervenciones respecto a la actividad fisica en
pacientes pediatricos con obesidad incluidos en un programa de intervencion

multidisciplinario centrado en cambios en el estilo de vida. Para el presente estudio, se
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analizaron solo los datos de los pacientes incluidos previos a ser sometidos a la
intervencion. Los pacientes fueron reclutados entre diciembre de 2018 y marzo de 2020,
cuando se declar6 la pandemia de COVID-19. A partir de ese momento, no fue posible
incluir mas paciente ya que las consultas externas y proyectos de investigacion
permanecieron suspendidos hasta marzo de 2022. Una vez levantado el confinamiento no

fue posible seqguir utilizando el equipo de Fibroscan®.

Niflos y adolescentes de entre 8 y 16 afios que no habian recibido manejo médico
previo y que fueron referidos a la Unidad de Bienestar Infantil del Hospital General de
México “Dr. Eduardo Liceaga” fueron incluidos. La obesidad se definié usando las graficas
publicadas por la Centers of Disease Control (CDC) y sus Criterios de Prevencion (indice
de masa corporal (IMC = al percenti 95 ajustado a edad y género)
(https://www.cdc.gov/nchs/data/series/sr_11/sr1l 246.pdf), y Unicamente pacientes
clasificados con obesidad Grado 1 fueron incluidos (IMC <120% por encima del percentil
95 ajustado a edad y a género) (58). Entre los criterios de exclusién se consideraron la
obesidad Clases 2y 3, obesidad de origen genético u endécrino, enfermedades sistémicas,
dislipidemia familiar, consumo de alcohol, y lesion hepatica inducida por alcohol o

medicamentos. Se descartaron otros antecedentes de enfermedades hepéticas.

El estudio fue aprobado por los Comités de Investigacion, Etica y Bioseguridad para
la Investigacion en Humanos del Hospital General de México, Dr. Eduardo Liceaga)
(Numero DI/17/311/03/028) y registrado en ClinicalTrials.gov (NCT03552367). Los padres
y los nifios proporcionaron su consentimiento informado y asentimiento por escrito,
respectivamente. Este ensayo se llevd a cabo de acuerdo con las Declaraciones de Helsinki
de 1975y 2013, y se adhiri6 a las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Conferencia
Internacional de Armonizacion. Todos los datos de los pacientes fueron protegidos de

conformidad con la Ley de Transferencia y Responsabilidad de Seguro Médico (HIPAA).
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6.2 Mediciones
Antropometria

Las mediciones fueron realizadas por pediatras y nutriblogos entrenados posterior a
un procedimiento de estandarizacion. El peso corporal total se midié con los participantes
vestidos con ropa ligera y se utilizd6 una bascula mecénica de columna (al 0.1 kg mas
cercano); la estatura de pie se midio utilizando un estadibmetro estandar montado en la
pared (al 0.1 cm mas cercano). La circunferencia de la cintura se midio en el punto medio
entre el Ultimo cartilago costal y la cresta iliaca anterosuperior con una cinta métrica de fibra
de vidrio no flexible al final de la exhalacién. La composicion corporal se determiné
utilizando el analizador de composicién corporal modelo 101 353 (hasta 0.1 kg) (Jawson
Medical Co, Gyeonggi-do, Republica de Corea) después de un periodo de ayuno de 12
horas. Se registré la presion arterial mediante un esfigmomanoémetro digital, tras un reposo
de quince minutos y utilizando un tamafio de manguito adecuado al brazo de los nifios y
adolescentes. Un endocrin6logo pediatrico explord y definié las evaluaciones puberales
segun los estados mamario, genital y pabico tanto para nifios como para nifias y basadas
en la estadificacion de Marshall y Tanner (59). El IMC se calcul6 conforme a la ecuacién de

Quetelet.

Evaluacion Bioquimica

Tras 12 horas de ayuno, se obtuvo una muestra sanguinea venosa con la finalidad
de medir las concentraciones de alaninoaminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), gamma glutamiltranspeptidasa (GGT), colesterol total (CT),
lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), y triglicéridos
(TG) usando equipos disponibles en el mercado. Para calcular el indice de Matsuda, se
llevaron a cabo curvas de tolerancia oral a la glucosa usando 1.75 g/kg de peso corporal de
glucosa anhidra (teniendo como limite superior 75 g). Las muestras fueron recolectadas a
los 0, 30, 60, 90 y 120 minutos, y se determinaron niveles de glucosay de insulina. El indice
fue calculado aplicando la siguiente férmula: 10 000/ (glucosa en ayuno [mg/dL] x insulina
en ayuno [mU/L]) x (glucosa media x insulina media) (60). El indice de HOMA-IR fue
calculado empleando la férmula sefialada a continuacion: (insulina en ayuno [mU/L] x

glucosa en ayuno [mg/dL]/405 (61). El nivel de glucosa fue evaluado enziméaticamente
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mediante reactivos disponibles en el mercado. La insulina fue medida usando

inmunoensayos para insulina Bio-Plex Pro de Bio-Rad (Hercules, CA, EE. UU.).

Los niveles de triglicéridos, el colesterol total, y la lipoproteina de alta densidad fueron
analizados mediante métodos enzimaticos estandarizados, y la lipoproteina de baja

densidad fue calculada usando el método de Friedewald.

Evaluacién de la esteatosis hepatica y fibrosis

La presencia de esteatosis y fibrosis hepética fue estimada usando elastografia
transitoria (FibroScan® Echosens, Paris, Francia). El parametro de atenuacién controlado
(CAP) fue empleado para detectar acumulacién grasa en el parénquima hepatico y se utilizd
el transductor "M" de 3.5 MHz (diametro 7 mm) 6 el transductor "XL" de 2.5 MHz (diametro
10 mm) si se encontraba tejido adiposo muy grueso. Los pacientes fueron colocados en
posicion supina, y el examinador colocO el transductor en la piel de los espacios
intercostales, mirando verticalmente al I6bulo derecho del higado. El punto de corte para
predecir la esteatosis fue CAP = 225 dB/m (41). La rigidez del higado se midié en kPa. La
fibrosis se diagnostico utilizando el punto de corte propuesto por Nobili y colegas de =5.1
kPa (62). Los datos de CAP (dB/m) y kPa reportados fueron la mediana de 10 mediciones
obtenidas por un solo investigador hepat6logo altamente calificado en la metodologia y bajo
las mismas condiciones; sélo fueron considerados como validos los resultados con un rango

intercuartil inferior al 30.

Se clasificaron tres grupos segun las anomalias hepéticas encontradas mediante
Fibroscan®: no MASLD (nifios sin esteatosis ni fibrosis), MASLD (nifios con esteatosis y sin

fibrosis) y MASLD + fibrosis (nifios con esteatosis y fibrosis).

Determinaciones metabolémicas dirigidas

Se llevd a cabo un andlisis de metabolomas especificos, incluyendo glucosa,
carnitina libre, acilcarnitinas (AC2, AC3, AC4, AC5, AC5:1, AC6, ACS8, ACS8:1, AC10,
AC10:1, AC10:2, AC12, AC12:1, AC14, AC14:1, AC140H, AC16, AC16:1, AC16:10H,
AC160H, AC18, AC18:1, AC18:10H, AC18:2 y AC180H), arginosuccinato (ASA) y 12 L-
amino&cidos (alanina, glicina, arginina, metionina, prolina, arginina, valina, leucina,

fenilalanina, tirosina, citrulina y ornitina). Lo anterior se logré utilizando un espectrometro de
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masas en tdndem (MS-MS) Quattro Micro APl (MicroMass, Cary, NC, EE. UU.). Todos los
procedimientos para la preparacibn de muestras y el andlisis MS-MS se realizaron
utilizando un kit NeoBase no derivatizado (PerkinElmer, Waltham, MA, EE. UU.) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. El suero se sec6 en papeles de filtro y se perforaron discos
individuales de cada punto utilizando un punzén de 3 mm. Se utiliz6 un disco por pocillo.
Usando una pipeta multicanal, se agregaron a cada pocillo 190 pL de solucién de extraccion
que contenia una mezcla de los respectivos estandares internos marcados con is6topos
estables. La placa se cubrié con papel de aluminio, se agité a 650 x g y se incubé durante

30 minutos a 30°. Finalmente, la placa se coloc6 en el muestreador automatico para su

analisis. Todos los resultados se expresaron en uM.

6.3 Andlisis Estadistico

Para describir la poblacion estudiada se estimaron la media y las desviaciones
estandar (DE) para las variables continuas. Para evaluar las diferencias entre los grupos
(no MASLD, MASLD, MASLD + fibrosis) se realizaron pruebas de ANOVA, exactas de
Fisher, y se aplicaron pruebas post hoc de Bonferroni para identificar las diferencias entre
los grupos. Las concentraciones de metabolitos y los datos bioquimicos se normalizaron en
medianas, se transformaron en raiz cuadrada o cubica y se escalaron en rango. Se realiz6
un analisis discriminante de minimos cuadrados parcial (PLS-DA) para identificar la
discriminacién entre grupos (no MASLD versus MASLD, no MASLD versus MASLD +
fibrosis y MASLD versus MASLD + fibrosis). Se obtuvieron gréficos de proyeccién de
importancia variable (VIP) para visualizar los metabolitos que més contribuyeron a la
discriminacién de muestras, y se crearon mapas de calor basados en las puntuaciones VIP
para visualizar las diferencias entre las concentraciones de metabolitos de los grupos y los

datos bioquimicos.

Finalmente, se construyeron modelos de regresion logistica considerando como
variables independientes los metabolitos y datos bioquimicos con puntuaciones VIP >1.5
(se probaron diferentes combinaciones de estas variables), y los grupos MASLD (no
MASLD vs MASLD, y no MASLD vs MASLD + fibrosis) como variables dependientes. Para
evaluar si diferentes conjuntos de metabolitos y datos bioquimicos podian identificar los

grupos de MASLD y MASLD + fibrosis, se estimaron caracteristicas operativas del receptor
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(&reas bajo la curva ROC). Para definir el fenotipo metabolémico se seleccionaron modelos

con un namero reducido de metabolitos y un area bajo la curva adecuada.

Se consideré significativo un valor de p <0.05. Los analisis se realizaron utilizando

MetaboAnalyst 5.0 y Stata version 15.

7. RESULTADOS
7.1 Caracteristicas de la poblacién de estudio

Se incluyeron un total de 74 nifias y nifios en el estudio. El 52.7% fueron nifias con una
media de edad fue de 11.74 + 2.52 afos; mientras que en los nifios la media fue de 10.66
+ 1.71 afios. De los participantes el 59.5% tuvieron diagnéstico de MASLD (s6lo estatosis
hepatica) y el 21.6% de MASLD + fibrosis.

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los participantes de
acuerdo al grupo de diagnéstico (no-MASLD, MASLD, MASLD + fibrosis). Se encontraron
diferencias significativas entre los grupos en las siguientes variables: circunferencia de
cintura, ALT, CAP, kPa, prolina y alanina. La circunferencia de cintura, la concentracion de
ALT y el CAP fueron menores en el grupo no-MASLD respecto a los otros dos grupos. Por
otro lado, el kPa, la prolina y la alanina fueron menores en los grupos no-MASLD y MASLD,

en comparacion con el grupo MASLD + fibrosis.
7.2 Fenotipo metabolémico de acuerdo a la progresion de MASLD

A continuacion, se presentan los resultados respecto a la identificacion de los fenotipos
metabolémicos para los grupos MASLD y MASLD + fibrosis considerando como grupo de
referencia al no-MASLD.

e Fenotipo metabolémico MASLD

En la figura 1 se muestran los resultados obtenidos de los andlisis realizados para identificar
el fenotipo metabolémico de nifios con MASLD. En la figura 1a se observa que los nifios
con MASLD tienen concentraciones mas elevadas de AC10, AC8, AC4, AC18:2, ornitina,
acido arico y ALT que nifios sin este diagndstico. La figura 1b muestra que el andlisis de

PLS-DA discrimind dos clusters en los dos grupos de estudio que se incluyeron (no-MASLD
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vs MASLD). Posteriormente, el andlisis VIP identificé que el ASA, la AC5:1, la glicina, la

arginina y la citrulina son las variables que mejor discriminan a los grupos con un puntaje

VIP mayor a 1.5 (Figura 1c). Finalmente, se compararon los siguientes cinco modelos con

diferentes combinaciones de los metabolitos que mostraron un puntaje VIP>1.5. (ver tabla

2).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los participantes

No-MASLD MASLD MASLD + Fibrosis
Variable n=14 n=44 n=16 Valor p
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Edad (afios) 10.46 £ 1.39 11.31 £ 2.39 11.69+2.24 0.32
Duracion de la obesidad (afios) 473 +4.28 5.57£4.12 4.15+2.60 0.49
Peso (kg) 51.80 £ 10.42 61.58 + 14.08 62.54 + 13.22 0.053
Talla (cm) 142.69 + 7.54 148.55 £ 10.43 150.11 £ 11.55 0.12
IMC z-score 1.88 £ 0.17 2.05+0.29 2.07£0.41 0.17
Circunferencia de cintura (cm) 80.63 £ 9.37 87.48 + 8.26 88.85 + 8.59 0.023 ab
Masa corporal magra (kg) 36.16 £4.78 41.17 £7.39 41.71 £8.43 0.72
Masa corporal grasa (kg) 15.03 £ 6.27 19.82 +7.29 20.45 +5.54 0.061
Tension arterial sistélica (mmHg) 103.54 + 9.30 105.56 + 9.78 108.30 + 14.32 0.49
Tension arterial diastdlica (mmHg) 66.67 + 8.36 69.40 + 7.21 69.25 + 11.25 0.60
Glucosa (mg/dL) 89.30 +5.43 89.44 + 8.55 94.00 +6.07 0.17
Acido urico (mg/dL) 5.03+1.21 5.58 £ 0.96 5.92£0.98 0.36
Colesterol total (mg/dL) 158.61 + 28.32 158.82 + 24.86 158.87 + 26.16 0.46
Triglicéridos (mg/dL) 141.07 £ 61.20 168.68 + 86.37 149.68 + 108.30 0.72
C-HDL (mg/dL) 39.07 + 3.88 38.88 +8.42 37.75+7.10 0.38
C-LDL (mg/dL) 102.30 + 22.98 100.95 + 17.89 105.75 + 22.43 0.28
ALT IU/L 18.38 £ 4.94 29.02 + 19.02 36.81 + 25.57 0.014 ab
AST IU/L 23.84£3.78 26.88 £8.73 31.00 £ 13.11 0.22
GGT IU/L 16.15 £ 5.36 19.28 £ 8.67 20.06 £ 9.69 0.69
Insulina IU/L 16.53 + 11.11 18.34 £ 9.6 21.46 £8.23 0.29
HOMA-IR 3.63+249 4.20 +2.27 5.00 £ 1.99 0.23
Matsuda-ISI 3.48 £2.53 3.23+222 2.07 £1.07 0.051
CAP dB/m 176.60 + 45.03 279.69 + 37.90 287.06 + 56.17 <0.001 ab
kPa 3.97 £ 0.59 3.91+0.72 6.25+ 1.80 <0.001°
Glicina 100.81 + 22.85 100.39 + 16.90 103.83 + 16.90 0.31
Arginina 29.23+4.85 29.01 £4.00 31.89 +6.59 0.10
Citrulina 9.23+1.72 9.39+1.46 9.41+2.29 0.45
Prolina 63.12 £ 8.69 67.56 + 16.18 81.29 +21.18 0.005°
Alanina 115.77 £ 23.38 119.43 £ 18.86 137.54 £ 20.19 0.014 be
ASA 1.75+0.14 1.73+0.20 1.81+0.22 0.39
Tiglylcarnitine (C5:1) 0.03385 + 0.004 0.03333 + 0.0054 0.03375 £ 0.005 0.28
Estadio puberal de Tanner n (%) n (%) n (%) p
Prepubertad 8 (57.1) 17 (38.6) 4 (25.0) 0.526
Pubertad temprana 3(21.4) 15 (34.1) 6 (37.5)
Pubertad avanzada 3(21.4) 12 (27.3) 6 (37.5)

a Diferencia significativa entre no-MASLD y MASLD

b Diferencia significativa entre no-MASLD y MASLD + Fibrosis

c Diferencia significativa entre MASLD y MASLD + Fibrosis



Figura 1. Perfil de metabolitos séricos y parametros bioquimicos en nifios con

MASLD en comparacion con el grupo sin MASLD
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En la figura 1d, se observan las areas bajo la curva de estos modelos. No se encontraron
diferencias significativas entre las areas bajo la curva construidas, por lo que se seleccioné
el modelo 4 que incluyé cuatro variables y un area bajo la curva aceptable (AC5:1 + glicina
+ arginina + ALT). Los coeficientes para este modelo fueron: Pr (y = 1|x) = 1.31 - 1.043
AC5:1 - 2.093 Glicina — 1.427 Arginina + 4.096 ALT

Derivado de lo anterior, se observé que el fenotipo metabolémico de nifios con MASLD se
caracterizd por concentraciones bajas de AC5:1, glicina y arginina y concentraciones
elevadas de ALT.

¢ Fenotipo metabolomico MASLD + fibrosis

En la figura 2a se pueden observar los metabolitos que tuvieron mayores y menores
concentraciones en nifios con diagnéstico de MASLD + fibrosis. Aquellos con este
diagnostico tuvieron concentraciones mas elevadas de fenilalanina, tirosina, GGT, acido
arico, prolina, alanina, arginina, leucina, ornitina, carnitina, acilcarnitinas de cadena media
(AC8, AC10:2, AC6 y AC10), carnitina, ASA, ALT y AST que los nifios clasificados en el
grupo de no-MASLD. De acuerdo al PLS-DA, los dos grupos (no-MASLD y MASLD +
fibrosis) se separaron en dos clusters (Figura 2b). Las variables que discriminaron mejor a
los grupos fueron la ALT, la prolina, la alanina, el indice Matsuda y la AST (puntaje VIP>1.5)
(Figura 2c). Una vez identificados estos metabolitos y parametros bioquimicos, se

evaluaron los modelos con diferentes combinaciones de variables (ver tabla 2).

Los resultados de la comparacion de las curvas ROC se muestran en la figura 2d; el modelo
3 obtuvo la mayor area bajo la curva (0.82). Sin embargo, la diferencia con el area bajo la
curva del modelo 2 (0.81) no fue significativa y considerando que uno de criterios para elegir
el mejor modelo era un numero reducido de variables, se eligio el modelo 2 que incluyd ALT
+ prolina + alanina + indice Matsuda. Los coeficientes para este modelo fueron: Pr(y = 1|x)
= 0,283 + 0,625 ALT + 1,07 Prolina — 1,98 Ala - 2,98 indice de Matsuda.
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Figura 2. Perfil de metabolitos séricos y parametros bioquimicos en nifios con

MASLD + fibrosis en comparacion con el grupo sin MASLD
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disminuidas, respectivamente.
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o Diferencias entre los fenotipos metabolomicos de MASLD y
MASLD + fibrosis

Una vez identificados los fenotipos de MASLD y MASLD + fibrosis, se evaluaron las
diferencias entre estos dos grupos. En la figura 3 se puede observar que el grupo de MASLD
+ fibrosis tuvo concentraciones mayores de metionina, leucina, tirosina, glicina, alanina,
prolina, arginina, fenilalanina, ornitina, citrulina, carnitina, AC5:1, acilcarnitinas de cadena
media (AC6, AC8 y AC10:2), AC18, ALT, AST y GGT respecto al grupo de MASLD (figura
3a). Mediante el PLS-DA, se identificaron dos clusters (Figura 3b) y de acuerdo al analisis
VIP, la alanina, la prolina, la ALT, el indice Matsuda y la AST fueron las variables que mejor

discriminaron a los grupos (puntaje VIP>1.5) (figura 3c)

Figura 3. Diferencia entre el perfil de metabolitos séricos y parametros

bioquimicos en nifios con MASLD y MASLD + fibrosis.
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Tabla 2. Modelos de regresidon logistica evaluados para identificar los diversos
fenotipos con MASLD

Modelo propuesto Area bajo la curva
Fenotipo MASLD
Modelo 1: argininosuccinato + AC5:1 + glicina + arginina + citrulina 0.64
Modelo 2: Modelo 1+ ALT 0.68
Modelo 3: AC5:1 + glicina + arginina + citrulina + ALT 0.68
Modelo 4: AC5:1 + glicina + arginina + ALT 0.69
Modelo 5: glicina + arginina + ALT 0.69
Fenotipo MASLD+fibrosis
Modelo 1: ALT+ prolina + alanina 0.73
Modelo 2: ALT+ prolina + alanina + Indice de Matsuda 0.80
Modeol 3: ALT+ prolina + alanina + Indice de Matsuda + AST 0.82
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8. DISCUSION

En el presente estudio, se describieron los fenotipos metaboldmicos asociados con
dos etapas de la progresion de MASLD (MASLD (esteatosis hepética) y MASLD + fibrosis
(esteatosis hepética mas fibrosis)) en niflos mexicanos con obesidad comparados con
aquellos con obesidad, pero sin MASLD. En base a los modelos de regresion logistica,
MASLD se asoci6 con un fenotipo caracterizado por un incremento en las concentraciones
de ALT, y concentraciones de arginina, glicina y AC5:1 (tiglilcarnitina) disminuidas. Por otro
lado, MASLD + fibrosis, una etapa de progresion de MASLD, se asoci6é con un fenotipo
caracterizado por concentraciones aumentadas de ALT, prolina y alanina, y un indice de
Matsuda disminuido. Esta firma metabdlica también identificé niflos con MASLD + fibrosis
de aquellos en el grupo con MASLD. Una huella metabélica encontrada en nifios afectados
por MASLD + fibrosis en el presenta estudio, se caracteriz6 por disponibilidad aumentada
de aminoécidos circulantes.

De manera general, los andlisis VIP identificaron otras diferencias en los metabolitos
entre grupos; sin embargo, se intentd seleccionar un conjunto reducido de metabolitos y
datos bioquimicos capaces de discriminar a los grupos con MASLD y MASLD + fibrosis que
puedan tener alguna utilidad en la préactica clinica.

La ALT es el marcador de dafio hepatico mayormente utilizado para tamizaje de
MASLD, EH, y fibrosis hepéatica en adultos y nifios (63—65). Sin embargo, existen casos de
nifios con MASLD y niveles normales de ALT (65), lo que pone en evidencia que pudieran
existir limitaciones en la sensibilidad de la ALT para tamizaje de MASLD. En el presente
estudio la ALT fue un biomarcador consistente en la discriminacién del grupo sin MASLD y
los otros dos grupos, sugiriendo eventos fisiopatolégicos evolutivos en la progresion de
MASLD (MASLD y MASLD + fibrosis). Ademas, observamos que la ALT discriminé entre el
grupo de MASLD + fibrosis y el de MASLD, lo que significa que esta enzima aumento
conforme la MASLD progreso y el dafio hepético avanzé. Por lo tanto, seleccionamos a la
ALT como parte del fenotipo metabdlico de MASLD y de MASLD + fibrosis.

Aungue la elevacion de la ALT es parte de los fenotipos de MASLD y MASLD +
fibrosis, otros metabolitos actuaron como huellas metabdlicas en cada grupo. El fenotipo
MASLD incluyé concentraciones disminuidas de arginina, glicina, y AC5:1. El &rea bajo la
curva ROC de este modelo estuvo por debajo de 0.70, y los puntajes VIP estuvieron por

debajo de 2.0, por lo que la participacion de estos metabolitos fue insuficiente para
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identificar el fenotipo MASLD. A pesar de lo anterior, otros estudios han encontrado
alteraciones en algunos de estos metabolitos. La arginina es esencial en el ciclo de la urea
y es un precursor del 6xido nitrico (NO) (66), la creatina, y las poliaminas (67).
Adicionalmente, este aminoacido regula procesos inflamatorios mediante la activacién del
sistema del glutation, que induce la regulacion a la alta de la piruvato carboxilasa, con la
consecuente disminucién de la produccion de especies reactivas de oxigeno. La via de la
arginina NO sintasa (NOS) mejora la secrecién y la sensibilidad de la insulina; en
consecuencia, la regulacién a la baja del metabolismo de la arginina se ha asociado con
dafio endotelial y resistencia a la insulina (68). No existe suficiente evidencia publicada de
una desregulacion del metabolismo de la arginina en casos de MASLD, sin embargo, las
concentraciones disminuidas en los pacientes incluidos en el presente estudio podria
sugerir alteraciones en el metabolismo de la glucosa y la insulina, mismas que se
correlacionan con esteatosis hepatica y obesidad (69). Por otra parte, la glicina participa en
la sintesis del glutation y en la regulacion de su expresion génica, entre otras funciones
(70). Concentraciones bajas de este aminoacido podrian condicionar limitacién en la
sintesis de glutatibn y con esto peroxidacion de las membranas celulares con el
consiguiente dafio celular. Algunos estudios han evidenciado que concentraciones bajas de
glicina se asocian con alteraciones cardiometabdlicas en adultos y nifios (71,72). La
evidencia cientifica muestra consistencia con lo encontrado en nuestro estudio en relacion
a menores concentraciones de glicina en nifios con sobrepeso y MASLD en comparacion
con nifios con sobrepeso, pero sin MASLD (73). Ademas, en un andlisis metabolémico no
dirigido realizado en adolescentes hispanos con MASLD residentes en EE. UU., se
evidencié una desregulacién en el metabolismo de la glicina (74).

La AC5:1 es una acilcarnitina de cadena corta derivada del metabolismo de la
isoleucina (75). Dado que los acidos grasos libres (en forma de acil-CoA) son incapaces de
penetrar la membrana mitocondrial interna, la carnitina presente en la membrana externa
se une con los grupos acilos para formar acilcarnitinas. De esta manera, los acidos grasos
son transferidos hasta la membrana interna, accediendo asi a los complejos procesos
enzimaticos de la B-oxidaciéon. Cuando los complejos enzimaticos de esta via se saturan,
los productos derivados de su oxidacion incompleta, particularmente acilcarnitinas, tienden
a acumularse e inducir estrés mitocondrial y alteraciones en la via de sefalizacion de la
insulina (76,77). Estudios han evidenciado concentraciones bajas de AC5:1 en sujetos con
enfermedades inflamatorias intestinales (78) y concentraciones mas elevadas en pacientes

adultos con sindrome metabdlico (79). Sin embargo, ningun estudio ha caracterizado las
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concentraciones de AC5:1 en nifios con MASLD; por lo tanto, se necesitan méas estudios

que puedan ayudarnos a entender este hallazgo.

En relacion al fenotipo metabdlico encontrado en nuestros pacientes con MASLD +
fibrosis, se detecté ademas de un aumento de ALT, un aumento de prolina y alanina y una
disminucion del indice de Matsuda. La prolina es esencial en la estructura y funcion de las
proteinas y es un componente principal de la coladgena (80,81). La fibrosis hepatica es la
acumulacién excesiva de proteinas en la matriz extracelular (MEC), principalmente
coldgena, y es una consecuencia de la lesion hepatica crénica y de la inflamacién (82), que
se describe en la evoluciéon de la MASLD (83). Si bien la prolina es un componente
estructural importante de las proteinas, sus funciones en la regulacién del estrés celular,
como osmolito, como quelador de metales y como antioxidante han sido bien reconocidas.
Su relevancia en la homeostasis del sistema de oxido-reduccion intra mitocondrial, involucra
un incremento en su sintesis que participa directamente en la oxidacion de nucleétidos
reducidos de piridina (NAD[P]H) mediada por la activacién de la Aldehido deshidrogenasa
18A1 (ALDH18A1) y/o de Pirrolina carboxilato reductasa 5 en cualquiera de sus tres
isoformas (PYCR1,2 o 3). De manera contraria, la degradacién de la prolina esta mediada
por la activacion de la prolina deshidrogenasa 1 (PRODH) y la Aldehido deshidrogenasa
4A1 (ALDH4Al); la primera actia como donador de electrones a la Flavina Adenina
Dinucledtido (FADY, mientras que la Gltima reduce la Nicotinamida Adenina Dinucledétido
(NADY. (ver figura 4). Estos mecanismos han sido han sido propuestos también como
mecanismos fisiopatoldgicos en el contexto de mutaciones oncogénicas en algunos tipos
de tumores, y sindromes hipomielinizantes (84,85). Se ha sugerido que la reduccion del
glutamato a prolina mediada por PYCR1 es un mecanismo que mantiene la homeostasis
de oxido-reduccién mitocondrial en microambientes hostiles como la hipoxia e inflamacién,
al favorecer una relacion NADH/NAD* baja, lo que induce un desacoplamiento del Ciclo de
Krebs y la cadena respiratoria, que permite ademas de la sintesis de ATP, producir
precursores anabdlicos como el aspartato. Este mecanismo explica la sobrevivencia de
células tumorales en condiciones de hostilidad, ya que el aspartato (igual que el piruvato)
puede promover la proliferacion celular aun cuando la fosforilacion oxidativa esté bloqueada
(86,87). Modelos in vitro, y animales han demostrado la capacidad que tiene la prolina para
guelar especies reactivas de oxigeno, particularmente oxigeno y radicales hidroxilo, y como

la suplementacion reduce el estrés oxidativo y previene la apoptosis (88).
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Figura 4. Relevancia de la Prolina como modulador de a homeostasis Redox
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La MASLD es una condicion gue puede asociarse de manera exclusiva a la
acumulacién de lipidos a nivel hepatico, aunque se ha descrito la posibilidad de evolucién
a esteatohepatitis, la cual se caracteriza por esteatosis aunada a inflamacién lobular,
fibrosis y dafio hepatocelular. La fibrosis es una condicién que refleja un proceso de
remodelacién dinamico, con reclutamiento de células inflamatorias, depdsito de colagena y
otros componentes de matriz extracelular (CME). Durante el dafio hepatico agudo, las
células apoptéticas son remplazadas mediante el proceso de regeneracion hepatica;
cuando existe una exposicion cronica al insulto, la capacidad de regeneracién se va
perdiendo de manera gradual, prevalece la presencia de hepatocitos apoptéticos (que
vierten sus contenidos los cuales quedan expuestos al sistema inmune, generando un
mayor grado de inflamacion) y se observa una pérdida de la arquitectura de las células
endoteliales de los sinusoides con pérdida de las fenestraciones; este fenémeno favorece
la adherencia de los macréfagos en estas células, perpetuando la secrecién local de
citocinas proinflamatorias (89,90). La células de Kupffer (CK), y los macréfagos circulantes

dependientes de monocitos (MCDM) son mediadores importantes de inflamacion,
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fibrogénesis vy fibrinolisis que van condicionando el desarrollo de Esteatohepatitis (EH). En
condiciones normales, las CK tienen funciones relacionadas con el aclaramiento de
microorganismos Yy la homeostasis tisular y carecen de receptores CX3CR1 y CCR2; sin
embargo, en condiciones patoldgicas éstas son remplazadas por monocitos denominados
Ly-6C", CD11b", MHC 119, CX3CR1*. Estudios en modelos animales han evidenciado que
el reclutamiento de monocitos CCR2+ desde la médula 6sea promueve la acumulacion de
monocitos con capacidad de producir citocinas proinflamatorias que median el desarrollo
de fibrosis (91,92). Posteriormente, existe activacion de las células hepaticas estelares
(CHE) que tienen la capacidad de expresar nuevos receptores como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas, factor de crecimiento y transformacion f (TGF- B) y a-actina de
musculo liso (a-SMA), lo que le confiere su capacidad fibrogénica. La especializacion de
estas células es secundaria al estimulo de células de Kupffer y de macréfagos Ly-6C". El
fenotipo proinflamatorio de estos macro6fagos muestra una estrecha relacion con diversos
subtipos de células T que secretan también IL-6, TNFa, IL-18, IL-12, e IL-23 y que participan
en el desarrollo de esteatohepatitis. Se ha evidenciado que la produccién de IL-17 por
células T-17, facilita la transicibn de esteatosis simple a esteatohepatitis (93). La
internalizacién de cuerpos apoptéticos en CHE estimula la produccion de TGF-f que induce
la produccion de colagena tipo 1, que es componente fundamental de las cicatrices que se
forman en el parénquima. Por otro lado, se ha demostrado que al mismo tiempo se induce
su transformacion fenotipica a miofibroblastos. Una matriz extracelular alterada puede a su
vez inducir la expresion de genes pro apoptoticos en los hepatocitos y una regulacion a la
alta de Fas/FasL, lo cual exacerba el proceso de fibrogénesis (89).

La prolina es una molécula clave en la homeostasis del estado de oxido-reduccién,
compensa las necesidades de modulacién de la actividad reductora en el ciclo de Krebs y
fosforilacion oxidativa, protegiendo a los sistemas biolégicos del estrés oxidativo; este
mecanismo se ve sustentado ademas por su capacidad para neutralizar especies reactivas
de oxigeno y evitar asi apoptosis en condiciones de alta demanda metabdlica, como puede
ser la inflamaciéon que genera la acumulacion de grasa intrahepética. Por otro lado, se
requiere una tasa elevada de disponibilidad de prolina dado su requerimiento para la
sintesis de colagena en los casos en los que se manifiesta evolucion de esteatosis a
fibrosis. La prolina muestra una participacion relevante en los mecanismos fisiopatogénicos
asociados al desarrollo de fibrosis hepatica. En el presente estudio, el modelo de prediccion
para el estado de MASLD+ fibrosis que sugiere la interaccion de prolina, alanina, indice de

Matsuda y ALT explican el fenédmeno de estrés oxidativo que representa la esteatosis
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asociada a inflamacion y fibrosis, su asociacion con una limitada sensibilidad a la insulina
secundaria a resistencia a insulina, ademas del depésito de colagena que sugiere el
Fibroscan. Dado que la sintesis de coldgena requiere cantidades elevadas de prolina, este
aminoacido y la hidroxiprolina se han sugerido como biomarcadores de la fibrosis hepética
(94).

Por otro lado, la alanina es un aminoacido con multiples funciones biolégicas, como
la sintesis de glucosa, la sintesis de ureay la sintesis de la proteina hemo, entre otras (95).
Los estudios en nifios con MASLD no han encontrado diferencias en las concentraciones
de alanina en comparacién con los controles. Sin embargo, estudios en poblacion adulta
han reportado aumento de alanina en pacientes con MAFDL (73) y MASLD + fibrosis (75).
La elevacion de ALT coincide con el aumento de las concentraciones séricas de alanina,
prolina y otros aminoacidos en el grupo MASLD + fibrosis, lo que apoya la canalizacion
metabdlica de aminoacidos para su uso en la gluconeogénesis, que es una respuesta
compensatoria ante la resistencia a la insulina que se describe en este grupo. Los
aminodcidos involucrados aportan sus esqueletos de carbono para sintetizar metabolitos
intermediarios del ciclo de Krebs. La glicina al igual que la alanina y la hidroxiprolina son
aminoacidos que pueden formar piruvato, el cual por efecto de la piruvato carboxilasa,
puede ser convertido a oxalacetato y entrar directamente al ciclo de Krebs. La arginina y
prolina producen alfa-cetoglutarato que puede incorporarse de igual manera al ciclo de
Krebs. Los aminoacidos de cadena ramificada, valina e isoleucina, producen succinil-CoA
y se incorporan al mismo ciclo. Todos estos metabolitos intermediarios son utilizados para
la sintesis de moléculas reductoras que posteriormente seran transferidas a la cadena
respiratoria y a su reaccion final con el oxigeno para formar H,O y energia libre para formar
complejos fosfato de alta energia. Por otro lado, cuando por un exceso de aporte de
aminoacidos en la dieta o por recambio de proteinas en los tejidos se excede la capacidad
de sintesis proteica, se genera una acumulacion de substratos intermediarios del ciclo de
Krebs, que condiciona exceso de Oxalacetato. El oxalacetato puede ser dirigido al ciclo de
la gluconeogénesis al ser convertido en fosfoenolpiruvato y posteriormente glucosa. (ver
figura 5). (77).
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Figura 5. Aminoé&cidos involucrados en el ciclo de Krebs y en la gluconeogénesis

Hidroxiprolina Lactato

Serina
Cisteina
Treonina \
Glicina
\

Triptéfang ———— Alanina €«———— Piruvatoc —— AcetilCoA

Piruvato
Fosfoenolpiruvato carboxilasa
carboxicinasa v

Glucosa e Fosfoenolpiruvato <@fmmmms  Oxaloacetato

h

Tiosina s Fumareeo
Fenilalanina
A J
Aspartato
Citrato
Isoleucina
Metionina Succinil-CoA
Valina COz
Alfacetoglutarato

Propionato

00,
Histidina
Prolina . » Glutamato
Glutamina
Arginina

Tomado de (77)

La resistencia a la insulina presente en el MASLD (61) esta asociada a un aumento
de la tasa gluconeogénica, la cual participa en la progresion de la esteatosis hepatica a la
fibrosis (78). El aumento de ALT, prolina y alanina y la disminucién del indice de Matsuda
fueron caracteristicas de los nifios con MASLD + fibrosis en el presente estudio, que
discriminaron a este grupo de los sujetos sin MASLD y con MASLD, lo que indica que estas
variables reflejan cambios especificos que podrian ser consecuencia de la progresion de
MASLD a fibrosis. En consonancia con nuestros hallazgos, un estudio realizado en una
poblacion de adultos mexicanos con obesidad (96) evidenci6 que un conjunto de
aminoécidos, que incluia alanina y prolina, predecian el indice de Matsuda y la MASLD, lo
gue sugiere que estos aminoacidos desempefian un papel en el desarrollo de la resistencia

a la insulina y el dafio hepético. Con base en nuestros resultados, parece que esta firma
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metabolica caracterizada por mayores concentraciones de alanina y prolina y menor indice
de Matsuda esta presente desde la infancia. La mayoria de los estudios metabol6émicos
realizados en niflos con MASLD no han evaluado la presencia de fibrosis y, segin nuestros
resultados, es importante separar la esteatosis hepatica de la esteatosis mas fibrosis. A
este respecto, con un enfoque no dirigido, Kordy et al. (52) observaron que los nifios con
EH vy fibrosis tenian una firma metabolémica diferente a la de aquellos con esteatosis
simple, caracterizada por alteraciones en el metabolismo de un carbono, aumento del estrés
oxidativo y disfuncién mitocondrial.

Desde un punto de vista practico y clinico, parece imperativo generar herramientas
diagnésticas para detectar oportunamente las alteraciones hepaticas en nifios con
obesidad, ya que los pocos estudios a largo plazo disponibles han demostrado que la
remision de EH en nifios y adolescentes que participaron en un programa de intervencion
fue de solo el 30% en los casos que no recibieron suplementacion, ni medicacion; en
aquellos con suplementacion, la remision fue del 58% y, con medicacion, fue del 41% (97).
Dado que sabemos que el dafio progresivo del parénquima hepético caracteriza estas
alteraciones, y que la regresion del dafio puede no ser completa, consideramos la
necesidad de realizar un cribado intencionado y precoz de esta comorbilidad en pacientes
pediatricos con obesidad para reforzar las estrategias de intervencion. También es
imperativo aunar esfuerzos para tratar de describir mecanismos fisiopatoldgicos que nos
ayuden a comprender el fendbmeno y proponer potenciales moléculas diana para el
desarrollo de terapias especificas.

El presente trabajo debe tener en cuenta algunas limitaciones. En primer lugar, el
tamafio de la muestra es pequefio. Sin embargo, fue suficiente para identificar fenotipos
metabdlicos que concuerdan con los hallazgos de otros estudios y con la fisiopatologia de
la MASLD, aungque estos metabolitos atn no se utilicen de forma rutinaria. Por otro lado, no
se realizé una biopsia hepatica, que sabemos que es el estAdndar de oro para diagnosticar
esteatosis y fibrosis hepatica; no obstante, el FibroScan® se ha propuesto como un método
no invasivo, indoloro, fiable y reproducible para diagnosticar dafio hepatico en nifios y
adolescentes (39). La rigidez, que se determina mediante elastografia transitoria y se
considera una consecuencia del proceso fibrético, esta estrechamente relacionada con los
hallazgos histol6gicos en nifios con fibrosis (40,62,98). Aunque no pudimos evaluar la
presencia de EH debido a la falta de biopsias hepaticas, la esteatohepatitis se ha descrito
como una etapa de progresion en el MASLD que puede o no estar asociada a la fibrosis.

De manera interesante, un estudio previo realizado principalmente en nifios latinos
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residentes en Estados Unidos, revel6 que todos los nifios con EH también presentan fibrosis
(32). Otra limitacion es que pudo haber existido un sesgo de seleccién, ya que varios
participantes fueron remitidos a la Clinica de Obesidad de la Unidad de Bienestar Infantil
debido a comorbilidades relacionadas con la obesidad. Teniendo en cuenta las limitaciones
mencionadas, nuestros resultados parecen ser indicativos del enfoque patolégico de un
sistema bioldgico, y sin duda se necesitan mas estudios para evaluar si estos metabotipos
pueden utilizarse como biomarcadores fiables en otros contextos y en otras poblaciones.
Ademas, seria interesante evaluar, mediante estudios de intervencion longitudinales, si las
firmas metabolémicas encontradas en este estudio se modifican a medida que mejoran las
alteraciones hepaticas o si persisten cuando no se observa regresion del dafio hepatico.
Una fortaleza de este estudio es que todos los pacientes pertenecian a la Clasel de
obesidad (lo que proporciona validez interna), tenian antecedentes genético-ambientales
similares y presentaban duraciones de su proceso de obesidad. Ademas, evaluamos el
metabolismo de la glucosa mediante el indice de Matsuda, que refleja con mayor exactitud
la sensibilidad hepética y muscular a la glucosa en comparacién con los que consideran
una determinacién aislada en sangre. Adicionalmente, éste parece el primer estudio dirigido
a identificar un metabotipo para las etapas de la MASLD en nifios mexicanos con obesidad.

9. CONCLUSIONES

Con base en los hallazgos encontrados, el fenotipo MASLD cambia a medida que avanza
esta disfuncién y que implic6 basicamente un cambio en la utilizacion de ciertos
aminoacidos. La evaluacion de ALT, prolina, alanina y el indice Matsuda podrian
considerarse potenciales firmas metabdlicas de MASLD + fibrosis en nifios que viven con
obesidad. Sin embargo, son necesarios mas estudios para ampliar el conocimiento sobre
las alteraciones metabdlicas en MASLD con el fin de prevenir e identificar esta patologia
desde la infancia, asi como sus comorbilidades, con la intencién de mejorar el abordaje e
intervenciones que permitan preservar la salud hepatica en nifios y adolescentes que viven

con obesidad.
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