Universidad de Guanajuato
Campus Ledn

Divisién de Ciencias de la Salud
Departamento de Medicina y Nutricion

Licenciatura en Nutricion

DETERMINACION DEL POLIMORFISMO FGF-21 rs499765 Y
TM6SF2 rs58542926 EN POBLACION MEXICANA CON
ENFERMEDAD POR HiIiGADO GRASO NO ALCOHOLICO Y
SUJETOS SANOS

Tesis que para obtener el grado de
Licenciado en Nutricion presenta:

Karen Andrea Escoto Lopez

Dra. Maria Monserrat Lopez Ortiz
Directora de Tesis

Ledn, Gto. A 8 de Marzo de 2019.



INDICE

INTRODUCCION. ..ottt n e e aenas 1
MARCO TEORICO ...ttt e e e e e e e e anneeeas 2
JUSTIFICACION ...t en e 12
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...t 13
HIPOTESIS ..ottt ettt s seenn e ete e 13
OBUJETIVO GENERAL.....coi ettt e e e snaee e e e e nnneeeeeeen 13
OBUJETIVOS ESPECIFICOS ...t 14
MATERIAL Y METODOS ..ottt et n s 14
Tipo de eStudio. ..o 14
Poblacion de estudio..........oooiii i 14
Tamafo de la muUestra...... ..o 15
TIiPO de MUESTICO ... e e 15

Criterios de inClusSiON ..o i 15

Criterios de NO INCIUSION ... ..o e 16
Procedimiento metodolOgiCo. ..o 16
VariaDIES. .. 22
Analisis estadisStiCo.......couiii i 25
ASPECIOS BlICOS. ..ottt 26
[ O T 1 SR 26
RESULTADOS ...ttt et e et e e e et e e e e s st e e e e e ennteeeeeennnneeaeeennes 28

DISCUSION . ..o, 41



CONGCLUSION. ...t r e e e e e e e eeeas 44
RECOMENDACIONES ... ...t 44
BIBLIOGRAFIA. ...ttt 45
ANEXOS . ... 52



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

FIGURA 1. CLASIFICACION DEL HIGADO GRASO ........cccoovvveiereriieeeeeeees e 2
TABLA 1. GENES MODIFICADORES DEL NAFLD ......ccoooiiiiiiiieeeeeee e 6
FIGURA 2. ESTUDIOS GWAS SOBRE EL NAFLD ......ccooiiiiiiiiiiieeeee e 7
FIGURA 3. ESQUEMA DEL ROL TM6FS2 EN LA SINTESIS DEL VLDL.............. 8
TABLADE VARIABLES ... 22
TABLA DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES...............c.ccccoveveeeee . 24

TABLA 2.CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PARTICIPANTES DEL
ESTUDIO . ... o e 28

TABLA 3.CONSUMO ALIMENTARIO EVALUADO POR LA ENCUESTA SNUT EN LOS
PARTICIPANTES DEL ESTUDIO ....cooiiiiiiiiiiiiee e 30

GRAFICA 2. PREVALENCIA DE FGF-21 rs499765 EN SUJETOS CONTROL Y
SUJETOS CON NAFLD ..ottt 31

TABLA 4. CARACTERISTICAS GENERALES DE SUJETOS CONTROL Y SUJETOS
CON NAFLD, SEGUN LOS GENOTIPOS PARA FGF-21 rs499765.................... 33

TABLA 5. CONSUMO ALIMENTARIO EVALUADO POR SNUT EN LOS
PARTICIPANTES CON NAFLD DEL FGF-21rs499765..........cccccoiiiiiiiiiiiiinnn. 34

GRAFICA 3. PREVALENCIA DE TM6SF2 rs58542926 EN LA MUESTRA TOTAL DE
PARTICIPANTES ... e 35

GRAFICA 4. PREVALENCIA DE TM6SF2 rs58542926 EN SUJETOS CONTROL Y
SUJETOS CON NAFLD. ...t 35



GRAFICA 5. ASOCIACION DE TM6SF2 rs58542926 CON INSULINA EN SUJETOS
CONTROL Y SUJETOS CON NAFLD ... 36

GRAFICA 6. ASOCIACION DE TM6SF2 rs58542926 CON HOMA EN SUJETOS
CONTROL Y SUJETOS CON NAFLD ..ot 37

TABLA 6. CARACTERISTICAS DE SUJETOS CONTROL Y SUJETOS CON NAFLD,
SEGUN LOS GENOTIPOS PARA TM6SF2 rs58542926...........c....cccceeeeee.... 39

TABLA 7. CONSUMO ALIMENTARIO EVALUADO POR SNUT EN LOS
PARTICIPANTES CON NAFLD DEL TM6SF2 rs58542926..................c......... 40



INTRODUCCION

El higado graso no alcohdlico (Non Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD por sus siglas
en inglés) es definido como la acumulacion de grasa a nivel hepatico, en ausencia de
consumo excesivo de alcohol. Su patogenia es relacionada a la presencia de sindrome

metabdlico y obesidad .

La enfermedad es silenciosa y no se presentan sintomas, su diagnostico se realiza
principalmente por medio de biopsia hepatica o estudios de imagen; aunque se han
probado diversos biomarcadores séricos, para su diagnostico. Por lo que es una
entidad en la mayoria de los casos asintomatica, en las fases iniciales, por lo que los

sintomas pueden presentarse hasta etapas muy avanzadas de la enfermedad (57),

Se ha demostrado que, uno de los factores determinantes de esta patologia es la
genética del individuo, por lo que se ha identificado variantes genéticas asociadas al
desarrollo de esteatosis hepatica, tales como, los genes TM6SF2 y PNPLAS3, en los
cuales se han identificado polimorfismos en un sélo nucleétido que confieren en un

mayor riesgo hacia el desarrollo y progresion de la enfermedad @,

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es determinar la frecuencia de los polimorfismos
TM6SF2 rs58542926 y FGF-21 rs499765 en poblacion mexicana con higado graso no
alcohdlico debido que se ha observado que no hay informacion al respecto y que no se

han estudiado estos polimorfismos en esta poblacion de interés.



MARCO TEORICO

Las enfermedades digestivas representan de los problemas mas frecuentes en la
atencion sanitaria, mas de la mitad de los pacientes que acuden a consulta es por
motivos de este tipo de enfermedades como enfermedad celiaca, enfermedad de
Crohn, diverticulosis o diverticulitis, estreinimiento, diarrea, sindrome de intestino

irritable, reflujo gastroesofagico, litiasis biliar, hepatitis e higado graso no alcohdlico. ”

La enfermedad de higado graso no alcohdlico, conocido como NAFLD (Non Alcoholic
Fatty Liver Disease) por sus siglas en inglés se caracteriza por una excesiva
acumulaciéon de intrahepatica de lipidos mayor al 5% del peso total del higado;
comprende un amplio espectro de alteraciones que van desde la esteatosis simple
(esteatosis sin presencia de inflamacion), la cual confiere susceptibilidad a desarrollar
inflamacion en el tejido hepatico (Esteatohepatitis no alcohdlica o NASH por sus siglas
en inglés), que conlleva al deterioro de la estructura y fisiologia hepatica, caracterizada
por el desarrollo de fibrosis, progresando hasta cirrosis hepatica y/o carcinoma

hepatocelular (Ver Figura 1) %,
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Figura 1. Clasificacién del higado graso @

Se puede observar los tipos de higado, ademas que el 80-90% de la poblaciéon pueden presentar

esteatosis simple mientras que el 10-20% pueden presentar NASH.



Actualmente, NAFLD es una de las causas mas comunes de enfermedad hepatica
cronica y se ha descrito que el NAFLD se asocia de manera significativa con el
sindrome metabdlico y sus comorbilidades. También se ha encontrado que existe
relacion con sindrome de ovario poliquistico, enfermedades endocrinas, apnea del

suefio y reseccion pancreatoduodenal %7,

Ademas de los factores mencionados anteriormente, la microbiota intestinal tiene un
papel en el desarrollo de NAFLD. La permeabilidad intestinal tiene una funcién
importante en estimular una respuesta hepatica adaptativa dirigida a perseverar la
homeostasis frente a antigenos proveniente de la circulacion de la vena porta,

existiendo factores externos e internos .

Respecto a los factores externos, se sabe que un desequilibrio intestinal conocido como
disbiosis intestinal es el resultado de un aumento de patdgenos y la liberacion de
diversos mediadores como endotoxinas y patrones moleculares que contribuyen a la
inflamacion local y sistémica, ademas de estos cambios, el acceso a moléculas como
lipopolisacaridos, cuya liberacion en la circulacion portal produce una respuesta
inmunoldgica en el higado. Estos mediadores proinflamatorios que son producidos a
nivel luminal realizan cambios en las proteinas; como en la sintesis del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a, por sus siglas en inglés) mediada por la via factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB, por sus
siglas en inglés) aumenta la permeabilidad intestinal. También el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés) promueve la liberacion de
neutréfilos adheridos al endotelio vascular, siendo el resultado de radicales libres y

sintesis de oOxido nitrico, por lo que hay vasodilatacion local y permeabilidad intestinal
C)

Mientras que los factores internos que provocan disbiosis intestinal es por medio de
patologias como sindrome metabdlico o enfermedad de Crohn, pero también por medio
de alergias por alimentos con hipersecrecién de la inmunoglobulina E (IgE), que se

encuentra asociada con mecanismos proinflamatorios ©.



Asi que, los factores externos e internos circulan por la vena porta y son transportados
al higado y son distribuidos entre los espacios de células de revestimiento sinusoidal y
los hepatocitos, dado que estas moléculas son capaces de activar una serie de
cascadas de sefializacidon ocasionando respuestas proinflamatorias. Estos efectos
ocurren después de su interaccion con los receptores tipo Toll (TLR, Toll like receptors)
que se encuentran en las células de Kupffer del higado, estas células sintetizan y
liberan mediadores proinflamatorios como interleucina- 8 beta (IL-18) y TNF-a, por lo
tanto, hay hiperactividad de la NADPH oxidasa de las células de Kupffer, amplifican
estimulos de proliferacion o apoptosis que determinan el destino celular incluyendo las

vias de sefializacion de NF-kB y de las quinasas c-Jun N-terminal (JNK) ©.

La prevalencia del NAFLD a nivel mundial va del 10 al 30% en paises sub y
desarrollados siendo la enfermedad hepatica mas frecuente, observandose que un 50-
75% en personas con diabetes tipos Il, 50% con dislipidemia y un 90% en pacientes
con obesidad llegan a presentar NAFLD. Europa presenta una prevalencia del 12 a
18%, mientras que en Estados Unidos va del 27 a 38% 2. La prevalencia en México
es de 14 a 34% entre la edad de 15 y 80 afos llegan a presentar NAFLD,
incrementando su presencia 4.6 veces en poblacidén con obesidad. Se ha identificado
en la Ciudad de México el 22.8% de las personas con sindrome metabdlico padecen

higado graso no alcohdlico 379,

Por lo que, las personas con NAFLD no suelen percatarse de la enfermedad, debido a
que es en la mayoria de los casos asintomatica y frecuentemente presentan pruebas de
funcionamiento hepatico en rangos normales, por lo que a menudo es diagnosticada
por accidente, durante estudios de rutina; sin embargo el estandar de oro para su
correcto diagndstico y estratificacion es la biopsia hepatica; presentando el
inconveniente de ser un estudio invasivo y que confiere riesgos al paciente; sin
embargo existen métodos imagenoldgicos validados para establecer su diagndstico,
tales como la eleastografia transitoria, siendo un estudio no invasivo, disponible,

econdmico y brinda informacion util para diagndstico y seguimiento de la enfermedad
(15-17)



Las pruebas de funcidn hepatica sirven como biomarcador para detectar alteraciones
hepaticas, contando los niveles de ALT (Alanina aminotransferasa) y AST (Aspartato
aminotransferasa), pero pueden llegar a al carecer de suficiente sensibilidad o
especificidad para NAFLD (9.

Al ser NAFLD una entidad estrechamente relacionada a la obesidad, se ha
correlacionado muy bien algunos parametros de composicion corporal, como lo es un
incremento en las reservas de grasa corporal total, con el desarrollo de NAFLD, e
incluso como un factor de riesgo a la progresion de la enfermedad. Otros parametros
relacionados son los relacionados al sindrome metabodlico, tales como las

hiperglucemias resistencia a la insulina, dislipidemia y alteraciones en la tension arterial
(14)

Entre estos factores fisiopatolégicos vinculados con la presencia del NAFLD también se
encuentran las mutaciones del PNPLA3 y la carga genética (1) Existiendo evidencia de

que el componente genético influye en el NAFLD:

Un estudio en adultos con NAFLD cuyos parientes presentaban NASH, se descubrio

(29 Oftro estudio que se realizo para

una relacion entre 7 de las 8 familias estudiadas
corroborar fue en un grupo de nifios con NAFLD comparandose con sus padres y
hermanos, mientras tenian a otro grupo de nifilos con las mismas caracteristicas, pero
sin presentar NAFLD siendo también comparados. Encontrandose que NAFLD es mas
frecuente entre los nifios con padres y hermanos con la enfermedad que los que no la

padecen (59% a 78% contra 17% a 37%) (?>%?.

En Finlandia se estudi6 a gemelos monocigotos y dicigotos con obesidad mostrando
una correlacién de la ALT y niveles séricos de insulina, se demostré que fueron mas

altas en los gemelos monocigotos que en los gemelos dicigotos (23,

Ademas de los anteriores, la presencia de NALFD es mas frecuente en los hispanos
con un 45%, un 33% en caucasicos y un 24% en afroamericanos, presentandose que el
riesgo de enfermedades metabdlicas y las caracteristicas socioecondmicas estan

asociadas con la NAFLD, ya que reportaron que hubo diferencias en la distribucién de



la acumulacion de grasa y resistencia a la insulina, encontrando variacion en el
polimorfismo PNPLA3 .

Después de la publicacion de la secuencia del genoma humano, Lander se enfocd en
categorizar la variacion del ADN humano, creando una hipétesis acerca del “comun de
enfermedad/variante comun” (CD/CV), proponiendo la susceptibilidad de la enfermedad
relacionandose con los efectos combinados a los multiples polimorfismos, por lo que las

personas afectadas tienen una relacién con los alelos causales en comun ® (Ver tabla

1):

Los modificadores genéticos de NAFLD

Metabolismo de la glucosa y ENPP1; IRS1; SLC2A1; TCF7L2; PPARG.
resistencia a la insulina
Importacion o sintesis de lipidos hepaticos:
SLC27A5. LPIN1
Esteatosis Exportacion u oxidacién de lipidos hepaticos en
esteatosis: PNPLA3; NR112; PPARA; PEMT; MTTP;
APOC3; APOE.
Estrés oxidativo: HFE; GCLC; GCLM; ABCC2; SOD2.
Esteatohepatitis Respuesta a la endotoxina: TLR4, CD14.
Citocinas: TNF; IL6.
Fibrosis KLF6
Tabla 1. Genes modificadores del NAFLD ©

ENPP1= Ectonucleotide Pyrophosphatase 1, IRS1= Insulin receptor substrate 1, SLC2A1= Solute Carrier
Family 2 Member 1, TCF7L2= Transcription Factor 7 Like 2, PPARG = Peroxisome Proliferator Activated
Receptor Gamma, SLC27A5= Solute Carrier Family 27 Member 5, PNPLA3= Patatin-like phospholipase
domain-containing protein 3, NR1I2= Nuclear Receptor Subfamily 1 Group | Member 2, PPARA=
Peroxisome Proliferator Activated Receptor Alpha, PEMT= Post-editing machine translation, MTTP=
Microsomal triglyceride transfer protein, APOC3= Apolipoproteina C-lll, APOE= apolipoproteina E, HFE=
hemocromatosis hereditaria, GCLC= Glutamate-cysteine ligase catalytic, GCLM = Glutamate-Cysteine
Ligase Modifier, ABCC2= ATP Binding Cassette Subfamily C Member 2, SOD2= Superoxide dismutase 2,
mitocondrial, TLR4= Toll-like receptor 4, CD14= cluster of differentiation 14, TNF= tumor necrosis factor,

IL6= Interleucina-6, KLF6= factor 6 Kruppel-like.

Se ha identificado varios factores genéticos relacionados con el desarrollo de
enfermedad hepatica, atribuyéndose que los polimorfismos de un solo nucleétido
PNPLAS3, NCAN, y LYPLAL1 (Lysophospholipase-like 1) se encuentran vinculados con



https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=2ahUKEwi4mev_8YvdAhVEPq0KHS-DCr8QFjAAegQIABAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fgene%2F2729&usg=AOvVaw0I7etzmpwzQpz8wIf_5kIN

el desarrollo de la esteatosis, inflamacion lobular y/o fibrosis, observandose que al
sustituir la isoleucina a metionina en la posicion 148 del rs738409 del gen PNPLAS3, se
relaciona con el aumento de grasa hepatica, progresando a fibrosis hepatica y al

carcinoma hepatocelular 1%242%

El estudio de asociaciéon del genoma (Genomewide association studies, GWAS) ha
demostrado el papel que realiza PNPLA3 sobre la enfermedad, identificando como un
gen importante para su desarrollo. Se resaltan tres estudios importantes demostrados
con diferente color (Ver figura 2), encontrando los genes vinculados con el NFALD, pero
en los tres concuerdan que el gen mas sobresaliente es el PNPLA3 con el desarrollo de
la enfermedad, examinado la acumulacion de triglicéridos a nivel hepatocelular junto
con indices bioquimicos en poblacion adulta como pediatricos analizando los niveles de

ALT y AST (628
Autor:
Speliotes

- &
NCAN

Figura 2: Estudios GWAS sobre el NAFLD.
Abreviaturas: ALT, alanina aminotransferasa; CPN1, cadena catalitica de carboxipeptidasa; HSD17B13,
17-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa 13; GCKR, proteina reguladora de glucoquinasa; LYPLALT,
proteina 1 similar a lisofosfolipasa;, NCAN, proteina nucleo neurocana; PPP1R3B, subunidad reguladora
3B de proteina fosfatasa; PNPLA3, proteina 3 que contiene dominio de fosfolipasa tipo patatina; TRIB1,

tribbles homédlogo 1 .

TM6SF2

Se han realizado estudios acerca de la variante E167K del gen Transmembrana 6 super
familia miembro 2 (Transmembrane 6 superfamily member 2, TM6SF2) que esta
relacionado a esteatosis y alteracion de los lipidos hepaticos, aminotransferasas séricas

y lipoproteinas llegando alterar la expresion del gen TM6SF2, causando inflamacién y



fibrosis #79. La variante se encuentra sustituida de una adenina a una guanina en el

nucledtido codificante 499, que sustituye al glutamato con lisina 9.

En un andlisis univariante, se observd que el TM6SF2 rs58542629 se encuentra
relacionada con la presencia de NAFLD, debido que el TM6SF2 rs58542629 es
mediada por los alelos T de los triglicéridos y colesterol siendo relacionada con el
aumento de triglicéridos hepaticos, por lo que predispone a la fibrosis hepatica,

mientras que los alelos C promueven la excrecion de VLDL %37

Para entender la funcion bioldgica y los mecanismos patdgenos de la enfermedad
relacionados con TM6SF2 que se expresa en el reticulo endoplasmatico (RE) y en el
complejo de Golgi, se especula que actua bajo la proteina de transferencia de
triglicéridos microsomal (MTTP por sus siglas en inglés) para facilitar la lipidacion de la
particula de VLDL naciente mediante la transferencia de lipidos neutros. La sintesis de
VLDL (Ver figura 3) comienza en (RE) con la adicion contranslacional de fosfolipidos
apo B. Posteriormente se afade TG a la particula de VLDL que va requerir MTTP, asi
que la particula de VLDL parcialmente lipidada se empaqueta en vesiculas de COP Il y

se exporta al complejo de Golgi. Siguiendo los siguientes pasos:

1. TM6SF2 promueve esta lipidacién, transportando lipidos neutros a la particula de
VLDL mediante la transferencia de lipidos a MTTP.

2. Después a LD neutro en la luz del RE

3. O directamente a la particula VLDL naciente

4. y 5. Alternativamente, TM6SF2 podria participar en la transferencia de lipidos a la

particula en el camino hacia dentro del complejo de Golgi *?3%.
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Figura 3. Esquema del rol TM6FS2 en la sintesis del VLDL (4

Un estudio en ratones demostré que la inactivacion del gen conduce a la acumulacion
de lipidos en los enterocitos, otro sitio de expresiéon de TM6SF2 y de sintesis/secrecion
de lipoproteinas que contienen apoB. Por razones no claras, los lipidos se acumulan en
el estroma de las vellosidades del intestino delgado, encontrando que la expresion de
TM6SF2 es alta en las tres regiones del intestino delgado, en contraste con otras
proteinas implicadas en la absorcion de lipidos. Por lo que TM6SF2 puede tener una
actividad independiente de su funcion en la formacion de lipoproteinas que contienen
apoB. (9,

FGF-21

Mientras que el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) es un miembro de la
superfamilia que se expresa principalmente en el higado y en el timo, siendo este ultimo
en menor medida. Es una hormona hepatica que tiene una amplia gama de acciones
endocrinas desempefiando un papel importante en la regulacién de funciones de tejido
y o6rganos con relevancia endocrina, como también siendo un regulador en los
procesos metabdlicos. Se ha visto que es un regulador endégeno importante para el
metabolismo sistémico de glucosa y lipidos, llegandose a demostrar que FGF-21
mejora la captacion de glucosa a través de la insulina en los ratones y en adipocitos

humanos in vitro 738,

Los niveles séricos de FGF-21 aumentan en ratones y humanos con sobrepeso y
obesidad. Estudios previos han relacionado la elevacion de FGF-21 con dano hepatico
cronico, sobre todo en la acumulacién de grasa en el higado y aumento de triglicéridos
y disminucion del colesterol HDL, por lo que se puede utilizar como un biomarcador de
NAFLD 739

Se realizé un estudio en poblacion China determinando las caracteristicas clinicas del
NAFLD, siendo indice de masa corporal (IMC), gamma glutamil transpeptidasa (GGT),
alanino aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) y los niveles de
proteina FGF-21, este ultimo se ha encontrado como un biomarcador para detectar

sindrome metabdlico y diabetes tipo Il. Se encontré que el polimorfismo rs499765 se



encuentra co-relacionado con el biomarcador de los niveles de la proteina en suero y

las diferentes variantes modifican la cantidad de FGF-21 en suero %,

Un estudio de Sookoian S, Castafo G y et al se incluyeron 361 sujetos, de los cuales
fueron 135 controles y 226 con NAFLD compartiendo las mismas caracteristicas. El
objetivo del estudio era demostrar que el gen TM6SF2 modula la gravedad de la
enfermedad. Se les realizO examenes de sangre y aplicando los lineamientos de
acuerdo al National Cholesterol Educatios Program Adult Treatment Panel Ill de Scott
M, Diane B, Clark L, et al ®*? y un analisis de prueba genotipica relacionandose con el
gen TM6SF2. Sin embargo se encontré que el gen no se encuentra asociado con los
grados de avance de la enfermedad (P=0.027). Por lo que concluyeron que el gen
TM6SF2 se encuentra asociada con un pequefio efecto sobre las probabilidades de la

enfermedad 7.

Krawczyk M, Rau M y et al con 515 pacientes con NAFLD entre los cuales 320
pacientes se les realizo una biopsia hepatica, ensayos en PCR para las variantes
PNPLA3, TM6SF2 y MBOATY. Los resultados que se obtuvieron fueron que los
portadores de los alelos PNPLA3 y TM6SF2 mostraron aumento de AST y ALT
(P<0.05). ElI PNPLAS3 se relacion6 con los grados de esteatosis (P<0.001) y los estadios
de fibrosis (P<0.001), mientras que el TM6SF2 solo con los grados de esteatosis
(P=0.003) “7.

Mientras que Luukkonen P, Zhou Y y et al reclutaron 90 pacientes entre ellos sometidos
a cirugia bariatrica. Una semana previa a la cirugia se les realizo mediciones
antropomeétricas y pruebas sanguineas. Se dividié el grupo basandose en su genotipo
(TM6SF2 E147K, TM6SF22EK/KK'y TM6SF2EE), observandose que existe correlacion
con las vias de acidos grasos, trigliceridos y metabolismo VLDL. Llegando a concluir

que los genes se encuentran relacionados con las vias de lipidos (P= <0.001) 4.

En la investigacion de Musso G, Cipolla U y et al se evalué el pacto del polimorfismo
TM6SF2 en el metabolismo postpandrial de lipoproteinas, oxidacion de los nutrimentos

en pacientes con NAFLD. Conté con 120 pacientes, de los cuales 60 fueron personas

10



sanas y los otros 60 con NAFLD. En conclusién el polimorfismo se asocia con la

oxidacion de nutrimentos, glucosa y niveles lipidicos (P= 0.006) 2.

Los investigadores Eslam M, Mangia A y et al asociaron los exomas del polimorfismo
TM6SF2 E167K como determinante de la esteatosis hepatica en NAFLD. El analisis se
realizé en 3260 pacientes con enfermedad hepatica viral, no virales y pacientes sanos.
Se encontré que en los sujetos con NAFLD presentaron alteraciones en los lipidos
séricos y en la esteatosis hepatica (p= 0.02), reduciendo la expresién de proteinas de
transferencia de triglicéridos microsomales. Por lo que se concluyé que el gen

promueve la esteatosis y alteraciones lipidicas (44),

11



JUSTIFICACION

NAFLD tiene una alta prevalencia en México y a nivel mundial, siendo la mas comun
entre las enfermedades hepaticas, los mecanismos fisiopatolégicos de ésta no se han

esclarecido.

Por lo general, NAFLD es una entidad benigna, sin embargo, algunos sujetos presentan
riesgo incrementado sobre la progresidon de la enfermedad, aumentando la morbi
mortalidad asociada a esta entidad; por lo que se ha estimado que en poblacion
estadounidense, NAFLD se posiciona como la tercera causa para la indicacion de
trasplante hepatico, lo que ocasiona una gran utilizacién de recursos economicos al

sector salud.

Por lo anterior, y dado el incremento a nivel mundial y en México de la prevalencia de
sobrepeso y obesidad, y sus comorbilidades asociadas como lo es la NAFLD, es
importante identificar los factores de riesgo a desarrollarla, para asi esclarecer los
mecanismos moleculares, que favorecen la instauraciéon de esta enfermedad y su
progresion; siendo asi que se han propuesto polimorfismos de un solo nucleétido como
variantes asociadas al desarrollo de NAFLD, independientemente de otros factores. El

polimorfismo en PNPLA3 se ha relacionado con la instauracion y progresion de NAFLD.

Es de suma importancia identificar estas variantes genéticas y su prevalencia en esta
poblacion de pacientes en el ambito de nuestro pais, debido a que la evidencia en
México es limitada, ademas de que, identificar la frecuencia de estas alteraciones
genéticas, abre paso al desarrollo de nuevos tratamientos y abordajes para detectar
una enfermedad y utilizarla como biomarcador que permita su diagndstico preventivo,
siendo menos invasiva que otros biomarcadores, pero dependiendo de las alteraciones

genéticas de la poblacion.

En el estudio de las variantes de riesgo, es siempre relevante identificar las posibles
asociaciones con los fenotipos caracteristicos de las enfermedades, en este caso

NAFLD, siendo aqui donde el profesional de la nutricion puede contribuir mediante las
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determinaciones y mediciones que apoyen desde el aspecto clinico la relevancia con el

aspecto genético.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Los polimorfismos de riesgo del gen TM6SF2 rs58542926 y FGF-21 rs499765 son
mas prevalentes en personas con higado graso no alcohdlico en comparacién con

sujetos sanos en poblacion mexicana?

HIPOTESIS
Hipotesis de trabajo

Las personas con higado graso no alcohdlico presentan una mayor prevalencia de los
polimorfismos de riesgo del gen TM6SF2 rs58542926 y FGF-21 rs499765 que se
asocia con el desarrollo de esteatosis en comparacion con sujetos sanos en poblacion

mexicana.
Hipotesis nula

Las personas con higado graso no alcohdlico no presentan una mayor prevalencia de
los polimorfismos de riesgo del gen TM6SF2 rs58542926 y FGF-21 rs499765 que se
asocia con el desarrollo de esteatosis en comparacion con sujetos sanos en poblacion

mexicana.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de los polimorfismos del gen TM6SF2 rs58542926 y FGF-21
rs499765 en una cohorte de pacientes con higado graso no alcohdlico y su relacion con

el desarrollo de esteatosis hepatica en comparacién con sujetos sanos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conocer la frecuencia de los polimorfismos del gen TM6SF2 rs58542926 y FGF-
21 rs499765 en una cohorte de pacientes con higado graso no alcohdlico y
sujetos sanos.

e Correlacionar la presencia de los polimorfismos del gen TM6SF2 rs58542926 y
FGF-21 rs499765 con el desarrollo de esteatosis hepatica de pacientes con
higado graso no alcohdlico en comparacién con sujetos sanos con:

e Parametros bioquimicos (Glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL)
y niveles séricos de alanina aminotransferasa y aspartato
aminotransferasa (ALT y AST).

¢ Resistencia a la insulina determinada por el indice HOMA-IR.

 Indice de masa corporal (IMC).

e indice cintura-cadera (ICC).

e Masa grasa y masa libre de grasa obtenidas por la composicién corporal
mediante impedancia bioeléctrica.

e Ingestion de energia y nutrimentos por medio del cuestionario de
frecuencia de alimentos “Sistema de Evaluacién de Habitos y Consumo de
Nutrimentos” (SNUT).

e CAP y kPa obtenidos por el estudio de eleastografia transitoria (FibroScan
Echosens®).

MATERIAL Y METODOS

a) Tipo de estudio
Observacional, comparativo, correlacional, de corte transversal prospectivo.
b) Poblacién de estudio

Poblacién de 18 a 60 afios con y sin padecimiento de NAFLD.
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c) Tamano de la muestra

Para estimar la muestra del protocolo se utilizé la siguiente féormula:

N*ij*g
& = 2 2
A N-1)+Z2*p*q

Donde:
>N=156 2> p=8% —2>9=92% —>d=5% ->2Z=1.9

Se eligio esta formula debido a que se conoce el nimero de pacientes que asisten en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) a
consulta de higado graso al afio siendo un numero de 156 aproximadamente. Ademas,
se investigo la frecuencia de los polimorfismos en articulos, encontrandose que en el
estudio de Sookoian S, Castafio G, Scian R, et. al; 2015% presentan una poblacion
361 pacientes adultos argentinos, 135 fueron sujetos control y 226 fueron sujetos con
NAFLD, con un porcentaje del 8% de frecuencia del alelo menor del polimorfismo
rs58542926 en el gen TM6SF2.

El intervalo de confianza es del 95% y la precision de la estimacion para el nivel de
confianza es del 5%. Por lo que se requiere una muestra de 78 individuos sanos y 78

con NAFLD. Considerando un porcentaje de pérdidas del 10%.

d) Tipo de muestreo

No probabilistico por conveniencia.

e) Criterios de inclusion

Casos: NAFLD

e Hombre/Mujer de 18 a 60 afios

e Diagnosticados con NAFLD medido por eleastografia transitoria (FibroScan
Echosens®).

e Ausencia de consumo excesivo de alcohol evidenciado por cuestionario
AUDIT
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e IMC de >25 kg/m?
Controles: Sanos

e Hombre/Mujer de 18 a 60 afios

e Con un grado de esteatosis 0, evidenciado por elastrografia transitoria
(FibroScan Echosens®)

e Ausencia de consumo excesivo de alcohol evidenciado por cuestionario
AUDIT

e IMC < 24.9 kg/m?

f) Criterios de no inclusién

e Diagnosticados con diabetes

e Mujeres embarazadas

e Virus de hepatits Bo C

¢ Enfermedades autoinmunes

¢ Alguna otra enfermedad hepatica

e Medicamentos hepatotdéxicos de manera cronica (Prednisona, Valproato,
etc.)

e Consumo de acido ursodesoxicolico, selenio metionina, metadoxina,
omega 3 en presentacion farmacoldgica, prebidticos, vitamina E u alguno
farmaco suplementos para disminuir el grado de esteatosis.

e Farmacos hipoglucemiantes.

¢ Recibiendo tratamiento nutricional para sobrepeso/obesidad o NAFLD.

g) Procedimiento metodolégico
1. Se presentd y aprobd el proyecto ante el comité de ética del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ) con el folio
GAS-1897-16/19-1.
2. Se invité a poblacién abierta a participar en el estudio y se les comentd que si

conocian a personas interesadas en participar les comentaran que asistieran
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al departamento de gastroenterologia para conocer mas informacion sobre
proyecto.

. Se les entregd el consentimiento informado (ANEXO 1) donde se explico en
qué consistia el protocolo, lo que se planeaba realizar con sus muestras
sanguineas y en qué consistia su aceptacion voluntaria para participar en el
estudio cumpliendo con las normas y estandares éticos en investigacion
humana.

. Una vez que el paciente aceptd participar, la pasante de nutricion, cité a los
participantes en el laboratorio de Gastroenterologia del INCMNSZ, y ahi se
les entregd el “Cuestionario auto aplicable AUDIT para consumo de alcohol”
(ANEXO 2) “¥ el cual cuenta con 10 preguntas y cada respuesta tiene un
puntaje que va del 0 al 4, al obtener un resultado mayor de 8 significa que el
sujeto tiene un alto consumo de alcohol. Estos resultados se capturaron en la
base de datos.

. Una vez aceptados por el criterio de ausencia de consumo excesivo de
alcohol evidenciado por cuestionario AUDIT; la pasante les agendd una
fecha para la toma de muestra y realizé los preparativos de material y equipo
para la misma en el laboratorio. Se les solicitd que se presentaran a la toma
de muestra sanguinea en ayuno de 12 horas, se tomaron 3 muestras en el
laboratorio de Gastroenterologia del INCMNSZ con la ayuda de MC Maria
Sarah Sixtos Alonso y el cDr Niko Alain Cruz Sancén.

. Obtenidas las muestras se dejaron reposar entre 10 a 15 minutos y después
se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm para extraer suero, plasma y
leucocitos colocandolos en 3 tubos eppendorf de 1.5 ml cada una etiquetada

conforme a la fecha, tipo de muestra y numero de identificacion del paciente.

7. Se congelaron las muestras a -70° C previamente para la extraccién del ADN.

8. Se realizaron determinaciones de glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL,

LDL, ALT, AST del suero de las muestras obtenidas previamente, para ello se
descongelan las muestras a -4°C hasta su medicion. El dia de la medicion se
mantuvieron las muestras en hielo para conservarlas estables durante el

proceso de medicidn, en el cual se agregan 200 puL de una muestra de suero

17



a cada recipiente adaptado al equipo COBAS c¢c111 junto con los reactivos
correspondientes que miden cada parametro anteriormente mencionados por
medio de colorimetria. Una vez obtenidos los resultados se les entregaron al
investigador encargado.

9. De las mismas alicuotas de suero, tratadas como se describié en el punto
anterior, se realizdé un ensayo inmuno enzimatico (ELISA), utilizando el kit de
Human Insulin de Millipore, para determinar la cuantificacion de los niveles de
insulina, fue revelado mediante el lector de microplacas EPOCH 2, de la
compania Biotek. Los resultados se expresaron en Ul/mL, el cual se utilizd
para determinar resistencia a la insulina mediante el indice HOMA-IR,
ingresando los datos de glucosa e insulina a una a una calculadora web.
(https://www.mdcalc.com/homa-ir-homeostatic-model-assessment insulin-
resistance).

10.La pasante de nutricién pesé y midié la talla del paciente por medio de una
bascula con estadimetro marca SECA, la circunferencia de cintura y cadera
por medio de una cinta métrica marca Lufkin, estandarizada por la nutridloga
del departamento de gastroenterologia con nivel ISAK 1 4 Las mediciones
se hicieron por triplicado con un margen de error de <0.5 cm y en la bascula
0.1 kg. Una vez obtenidos el peso, la talla, circunferencia de cintura y cadera,
se calculé el IMC (indice de masa corporal) dividiendo el peso en kilogramos
entre talla en metros (m) al cuadrado, clasificando al paciente de acuerdo a
los puntos de corte de IMC de la OMS *? y el ICC (indice cintura-cadera)
dividiendo cintura en cm entre cadera en cm. Y se realizé una impedancia
eléctrica para conocer su composicion corporal por medio del equipo RJL
Systems modelo QUANTUM IV 2009, que cuenta con una corriente eléctrica
de 50 KHz. Se pidié al paciente que se quitara el material de metal que
portara, que se presentara con 4 horas de ayuno y que se colocara en
posicion supina sobre la camilla, mientras las pasantes de nutricion le
colocaron los electrodos en la mano, muieca, pie y tobillo y se realizo la
medicién y se anoto los resultados de reactancia, resistencia y angulo de fase

para obtener los resultados e ingresarlos en el programa del equipo
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mencionado y obtener los resultados de masa grasa en kilogramos, masa
grasa en porcentaje, masa libre de grasa en kilogramos y masa libre de grasa
en porcentaje. Estos resultados se pasaron a la base de datos.

11.Después de realizar las mediciones anteriores, la pasante de nutricion solicitd
las citas para los participantes en la clinica de higado en INCMNSZ para que
les realizaran el estudio de eleastografia transitoria (FibroScan Echosens®).

12.El dia de la cita, las pasantes de nutricion les aplicaron a los participantes, un
cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos “Sistema de Evaluacion
de Habitos y Consumo de Nutrimentos” (SNUT) (ANEXO 3) *° creado por el
Instituto Nacional de Salud Publica y validado en poblacion mexicana; el cual
consta de 104 items de facil comprension para el paciente en el cual registran
su consumo de alimentos por dias, semanas o al mes, marcando el numero
de veces que consume los alimentos enlistados divididos en 10 grupos. Este
cuestionario no pudo ser aplicado a todos los participantes del estudio por
falta de tiempo y solo se aplicaron a 13 pacientes. Posteriormente los datos
obtenidos se ingresaron al software SNUT, que reportd el consumo de
kilocalorias totales por dia, porcentaje y gramos de hidratos de carbono,
lipidos y proteinas por dia; estos datos fueron capturados en la base de
datos.

13. Una vez que el paciente contesto la encuesta SNUT, se acompané al estudio
de eleastografia transitoria (FibroScan Echosens®), que evalua la presencia
de higado graso (Grado 1, 2 o 3) medido por CAP por medio de ondas
ultrasonicas a través de la grasa hepatica, a mayor grasa hay mayor
puntuacion del CAP que va de los 100 dB/m a > 400 dB/m, por lo que < 238
dB/m= grado 0 (S0), 238 a 260 dB/m= grado 1 (S1), 260 a 290 dB/m= grado 2
(S2) y >290 dB/m= grado 3 (S3). También mide fibrosis hepatica (Grado 1, 2,
3 y 4), genera una pantalla de video una imagen a la onda elastica, esto es
porque el higado es elastico y se presenta con un valor de rigidez hepatica
medido en kilopascales (kPa). Los valores de elasticidad que detecta el
equipo van de los 2.5 a 75 kPa, en el que <7.6 kPa= FO-F1 (Grado 0-1), 7.7-
9.4 kPa= F2 (Grado 2), 9.5-14 kPa= F3 (Grado 3) y >14 kPa = F4 (Grado 4).

19



De la interpretacidon de resultados se encargd el médico en turno entregando

los resultados por escrito al paciente y al investigador.

Técnica de extraccion de ADN estandarizada por el laboratorio de gastroenterologia del

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran:

14.A la par de la extraccion de sangre para obtener suero, con la misma puncion

se recolectaron dos tubos de 4 mL con anticoagulante, centrifugados 10

minutos a 3000 rmp, para separar los componentes sanguineos, y se extrajo

mediante pipeta desechable la capa de leucocitos, la cual se mantuvo a -

80°C, hasta su procesamiento. Al momento de procesar se descongelé en

hielo una alicuota de la capa de leucocitos, para la extraccion de ADN

gendmico para la determinacion del polimorfismo mencionado mediante PCR

tiempo real. Se utiliz la siguiente metodologia:

a.

J-

k.

En un tubo de 15 mL adicional 1.5 mL de sangre total y 1.5 mL de
TKM1 con tritdn. Agitar en vértex por 2 minutos. (Repetir 3 veces).
Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante y resuspender en 1.5 mL de TKM1 sin triton

(Repetir 3 veces).

. Agitar hasta disolver el botén y centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante y resuspender totalmente el botén en 500 pL
de TKM2 mas 30 pL de SDS al 10%.

Digestion: Dejar reposar por 10 minutos a 55°C hasta que quede
transparente, en caso de que no sea asi, dejar 5 minutos mas.

Agregar 300 pyL de NaCl 6M. Mezclar por vortex.

Centrifugar 11500 rpm por 5 minutos.

Dividir sobrenadante en 2 tubos eppendorf aproximadamente 525 uL
cada uno.

Aplicar 900 uL de ETOH hasta que se llene.

Agitar por inversion, obteniendo las hebras de ADN suspendidas

Centrifugar 12000 rpm por 10 minutos a 4°C.

m. Decantar ETOH sin desprender el boton.
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. Lavado: Aplicar 700 yL de ETOH al 75% frio para eliminar el exceso de
sales. Mezclar con vortex.

. Centrifugar 14000 rpm por 5 minutos a 4°C.

. Decantar sobrenadante sin desprender el boton y quitar el exceso de
gasa.

. Colocar los tubos eppendorf en el Speed Vac por 10 a 15 minutos.
Resuspender el ADN en 200 a 250 uL de agua inyectable.

. Reposar por 3 horas a 652C

Refrigerar

. Realizar la secuenciacién en PCR de tiempo real, se siguio la siguiente
metodologia:

i. Descongelar las muestras en una capa de hielo, a la par con los
reactivos correspondientes para el analisis del polimorfismo a
estudiar.

ii. Prender el equipo LightCycler 2.0 de Roche® y programar el
analisis siguiendo las instrucciones del fabricante de los
reactivos:

1. Desnaturalizacion a 95°C de un 1 ciclo en 10 minutos.
2. Amplificacion a 60°C de 45 ciclos de 1 minuto.
3. Melthing Curve: 95°C de 1 ciclo de 1 minuto
40°C de 1 ciclo de 1 minuto.
85°C en continuo en 30 segundos
4. Cooling program a 40°C de 1 ciclo en 30 segundos.

iii. Programar chequeo al equipo para comprobar que se encuentre
en buen funcionamiento.

iv. Calcular la cantidad de agua (H.O) especial para PCR, mix,
sonda (FGF-21 rs499765 o TM6SF2 rs54582629) y cloruro de
magnesio (MgCl,) y la cantidad de ADN de acuerdo al numero
de muestras a analizar, obteniendo una sumatoria total de 13 L

entre los reactivos de PCR y la cantidad de ADN.

21



vi.

Vii.

viii.

X.

De acuerdo con el calculd de los reactivos anteriores (H20, mix,
sonda y MgCly), pasar las cantidades a un tubo eppendorf,
mezclarlos y roturarlo como “mix” y la fecha en que se preparo.
De acuerdo al numero de muestras a analizar, colocar en cada
capilar especial para el equipo LightCycler 2.0 de Roche® la
cantidad de mix preparado previamente mas la cantidad de ADN
Centrifugar los capilares en 2 segundos y colocarlos en un
carrete especial para el equipo LightCycler 2.0.

Colocar el carrete e iniciar el analisis de PCR en tiempo real y
esperar 1 hora aproximadamente para observar los resultados.
Identificar los alelos de riesgo que se desean estudiar de
acuerdo a cada polimorfismo.

Anotar los resultados obtenidos.

15. Una vez que se concluyeron las mediciones y determinaciones se capturaron

los resultados en una base de datos para su posterior analisis estadistico.

16.Se analizaron los resultados obtenidos y redactaron las conclusiones del

estudio.

17.Se entregaron los resultados a los participantes del estudio por medio de

correo electronico o personalmente.

h) Variables

Tabla de variables:

Tabla de variables

Unidad
Variable Clasificacion Tipo Escala Indicador de
medida
Glucosa Dependiente | Cuantitativa Razon mg/dL mg/dL
Triglicéridos Dependiente | Cuantitativa Razon mg/dL mg/dL
I I
Co tif:?ro Dependiente | Cuantitativa Razon mg/dL mg/dL
HDL Dependiente | Cuantitativa Razon mg/dL mg/dL
LDL Dependiente | Cuantitativa Razon mg/dL mg/dL
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Unidad

Variable Clasificacion Tipo Escala Indicador de
medida
ALT Dependiente | Cuantitativa Razon U/L U/L
AST Dependiente | Cuantitativa Razon U/L U/L
Resistenciaa | 1, ondiente | Cualitativa | Nominal Unidad Unidad
la insulina
*<18.5 Kg/m? =
bajo peso.
*18.5 Kg/m? a
24.9 Kg/m? =
peso normal
*25 Kg/m? a
29.9 Kg/m? =
sobrepeso
*30 Kg/m? a
IMC Dependiente | Cualitativa Ordinal 34.9 Kg/m? = Kg/m?
obesidad grado
I
*35 Kg/m? a
39.9 Kg/m? =
obesidad grado
Il
*>40 Kg/m? =
obesidad grado
111
Hombre
Androide: 21.0
Iz:(IjC:raCIZEJ(r;a)- Dependiente | Cualitativa Ordinal Gme:::;;; <1.0 Cm
Androide: 20.8
Ginecoide <0.8
Masa grasa Dependiente | Cuantitativa | Proporciéon % %
Masa libre de Dependiente | Cuantitativa | Proporciéon % %
grasa
CAP Dependiente | Cuantitativa Razén dB/m dB/m
Kilopascales Dependiente | Cuantitativa Razén kPa kPa
(kPa)
Ingestlor’m de Dependiente | Cuantitativa Razon Kcal/dia Kcal/dia
energia
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Unidad
Variable Clasificacion Tipo Escala Indicador de
medida
Hidratos de Dependiente | Cuantitativa Razon g/dia g/dia
carbono
Proteina Dependiente | Cuantitativa Razon g/dia g/dia
Lipidos Independiente | Cuantitativa Razon g/dia g/dia
CAP Dependiente | Cuantitativa Razon dB/m dB/m
Kllozakaps:)a les Dependiente | Cuantitativa Razdén kPa kPa
Frecuenc!a del Dependiente | Cuantitativa | Proporcion % %
alelo de riesgo

i) Tabla de operacionalizacion de variables

Variable Operacionalizacién o definiciéon
Fuente primaria de energia y principal intermediario del metabolismo
Glucosa (49)
Triglicéridos | Nombre que se le da las grasas saturadas en los analisis clinicos ©?.

Colesterol total

Lipido que se encuentra de manera natural en el cuerpo, también es

precursor de las hormonas esteroideas, vitamina D y acidos biliares
(49)

Son lipoproteinas pequenas y densas, que transportan colesterol

HDL desde los tejidos al higado 9.

DL Lipoproteinas pequefias y menos densas. Un alto nivel de LDL puede
provocar arteroesclerosis 4%,
Enzima aminotransferasa que se encuentra en varios tejidos

AST sobretodo en corazon, higado y tejido muscular. Altos niveles puede
ser que existan dafios hepaticos 9.

ALT Enzima aminotransferasa que se encuentra en mayor cantidad en el

higado. Altos niveles expresan dafio hepatico “9.

Resistencia a
la insulina

Elevacion de insulina que produce una disminucién a la sensibilidad
de eliminar glucosa mediada por insulina. 7.

IMC

Estimaciéon que se obtiene al dividir peso entre estatura elevada al
cuadrado. Se considera a sujetos desnutridos con un IMC menor de
18.5, normal de 18.5 a 24.9 y sobrepeso/obesidad mayor de 25 ©?.

Indice cintura-
cadera

Determina la distribucion de grasa de grasa androide o ginecoide. La
distribucién androide se ha relacionado con mayor riesgo para el
desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas debido a la
acumulacién de grasa visceral %,
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Variable

Operacionalizacion o definicion

Masa grasa

Es la cantidad de grasa localizada en el tejido adiposo subcutaneo,
representando la reserva energética del organismo 2.

Masa libre de
grasa

Representa el peso del organismo después de restarle la masa grasa
e incluye hueso, musculo esquelético, visceras y agua, tanto extra
como intracelular ®¥.

Ingestion de
energia

Ingestion de alimentos y bebidas que contienen macronutrimentos vy
energia, determinado por el cuestionario de frecuencia de alimentos
“Sistema de Evaluacién de Habitos y Consumo de Nutrimentos”
(SNUT) %,

Hidratos de
carbono

Compuestos formados por carbono, hidrégeno y oxigeno mas
abundantes en la naturaleza y los mas consumidos por los seres
humanos, determinado por el cuestionario de frecuencia de alimentos
“Sistema de Evaluaciéon de Habitos y Consumo de Nutrimentos”
(SNUT) ®2,

Proteina

Moléculas formadas por aminoacidos unidos por enlaces peptidicos,
determinado por el cuestionario de frecuencia de alimentos “Sistema
de Evaluacién de Habitos y Consumo de Nutrimentos” (SNUT) 2.

Lipidos

Grupo de sustancias quimicas capaces de mezclarse entre si,
formado por ceras, grasas, esteroles y carotenoides, determinado por
(el cuestionario de frecuencia de alimentos “Sistema de Evaluacién de
Habitos y Consumo de Nutrimentos” (SNUT) °¥.

CAP

Ondas ultrasénicas que evaluan la presencia de higado graso por
medio de la grasa hepatica, a mayor grasa hay mayor puntuacion del
CAP.(%%

kPa

Presenta el valor de rigidez hepatica medido en kilopascales (kPa).
Mientras mas rigidez existe en el higado es mas probable de
presentar fibrosis hepatica. ®®

Frecuencia del
polimorfismo

Variacion alélica entre los individuos y diversidad en las especies 7.

j) Analisis estadistico

Inicialmente se realiz6 un analisis exploratorio de los datos para identificar que

estuvieran completos y correctos, posteriormente se probd la normalidad de las
variables (Glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL, AST, ALT, IMC, ICC,

ingestion de energia, hidratos de carbono, proteinas, lipidos, CAP y kPa) (Prueba de

Kolmogorov-Smirnov). Se reportaron medias y desviaciones estandar (medianas y
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rangos intercuartilicos si la distribucion no es normal); asi como frecuencias y
porcentajes para la estadistica descriptiva (Resistencia a la insulina, masa grasa, masa

libre de grasa y frecuencia de polimorfismo).

Para el analisis comparativo se realizd la prueba chi cuadrada, y se desarrollé un
analisis de regresion multiple, y un analisis por modelo general lineal. Lo anterior con
una significancia estadistica de p<0.05, en el paquete estadistico de Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS, por sus siglas en inglés) version 25 (IBM, Chicago, IL,
USA. 2017).

k) Aspectos éticos

Se les entregd a los pacientes un consentimiento informado con el folio GAS-1897-
16/19-1 ante el comité de ética del INCMNSZ, siendo parte de un protocolo de
investigacion. Se explico en qué consiste el protocolo y las mediciones a realizar; en
éste se especifica que el sujeto decide aceptar de manera voluntaria su participacion
en el estudio y menciona, que sus datos personales son confidenciales, siguiendo los
lineamientos de la Ley federal de proteccién de datos personales, la norma oficial
mexicana NOM-012-SSA3-2012 y los lineamientos para protocolos de investigacion,
ademas de que las muestras se obtendran acorde con la Declaracion de Helsinky. Se
le entregara una copia del consentimiento informado al paciente y el original se anexara

a la historia clinica de cada paciente °4%%:69.

RECURSOS

RECURSOS HUMANOS

PNL Karen Andrea Escoto Lépez
LN. Niko Alain Cruz Sancén
Dra. Maria Monserrat Lépez Ortiz

MC Maria Sara Sixtos Alonso

RECURSOS FINANCIEROS

Recursos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran
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MATERIALES

Computadora

Ipad mini segunda generacion

Calculadora cientifica “Casio”

Impresora

Cinta con métrica marca Lufkin

Bascula con estadimetro marca SECA
Impedancia bioeléctrica RJL Systems

Agujas vacutainer

Tubos ependorf

Tubos para muestra de sangre

Pipetas de plastico

Elastografia transitoria (FibroScan Echosens®)
Bascula analitica

Centrifuga clinica y micro

Analizador de quimica clinica (COBAS c111).
Kit de Human Insulin de millipore

Equipo EPOCH 2

Reactivos para la extraccion de ADN en leucocitos

Reactivos para medicion de PCR
LightCycler 2.0 Roche®

Capilares para LightCycler 2.0 Roche®
Carrete para LightCycler 2.0 Roche®
Papel de maquina

Pluma

Tinta para impresora

Rotulador “Sharpie”
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RESULTADOS

Se incluyeron un total de 41 participantes con edad entre los 18 a 60 afios que
acudieron al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran; de los
cuales 18 sujetos fueron controles y 21 sujetos presentaron NAFLD. Dos pacientes no
contaron con el estudio de elastrografia transitoria (FibroScan Echosens®), por lo que
39 pacientes fueron diagnosticados con o sin presencia de NAFLD. El 73.2% (n=30)
fueron mujeres, y el 26.8% (n=11) fueron hombres, el 66.7% (n=12) de los sujetos
control fueron mujeres mientras que el 33.3% (n=6) fueron hombres, el 81% (n=17) de
los sujetos con NAFLD fueron mujeres y el 19% (n=4) fueron hombres. Las

caracteristicas generales se muestran en la tabla 2.

Tabla 2.- Caracteristicas generales de los participantes del estudio.

Variable M ”‘;:i’ Z ;)"ta’ Control (n=18) | NAFLD (n=21) | Valor
; % * DE % * DE de P
x *DE

Sexo (%)

e Femenino 73.2 66.7 81 0.308
e Masculino 26.8 33.3 19

Edad (afios) 4328+236 | 2965+933 | 3852+12.74 | 0.003
Peso (kg) 8515+399 | 63.74+1410 | 80.06+14.90 | 0.000
Talla (cm) 16167 +1.40 | 163.97 +10.18 | 161.25+6.74 | 0.834
IMC (kg/m?) 3243+132 | 2365+4.75 | 3082+576 | 0.000
IccC 0.87 % 0.02 0.91+0.06 081+0.09 | 0505
Masa grasa (%) 4084+160 | 2818+996 | 38.71+851 | 0.000
Musculo libre de 5916 +1.62 | 71.82+9.96 | 61.29+851 | 0.000

grasa (%)

185.80 +
CAP (dB/m) 316.61 + 14 20 615 291.85+48.01 | 0.000
44.50 (35.50 - 44.50 (38 —
kPa 0) 40 (36 — 47) 56.50) 0.010
Glucosa (mg/dl) 95.08 +2.73 | 8454+10.88 | 89.41+1053 | 0.000
Triglicéridos (mg/dl) 15‘13;88\2:10;)'07 - éé;é,?? 13?'13577(_%‘:)37 0.000
Colesterol total 196.15 (161.81 | 160.16 (14632 | 167.41 (14371 |
(mg/dl) _ 203.49) _ 198.25) _214.13) '
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Variable "”“‘(’jfj f)°ta’ Control (n=18) | NAFLD (n=21) | Valor

"+ DE X * DE X * DE de P

HDL (mg/di) 444 g3(.%é§01 - 52.0579(.4;2.;12 - 40.3528(;2)72 1 5,000
LOL (mg/d) 134.1758('2%.)37 - 100.19327(2:.)66 ST ?155:7(_22)79 0005
AST (UIIL) 231 ;(.:) ;.)60 - 19.9;)6(.; e;.)sz - 23.2;)8(;3 ?)_)35 =
Rk T
Insulina (uU/mL) 9-8119(.?29)7 - 8-7185(.3-5))4 - 9.9168(;.28)3 1 0363
HOMA-IR 2-43 .(116;5 - 1.8(; (315?5 - 2_2(; .(715;0 = | o403

x = DE y Medianas (Rango Intercuartilico). P-valor, prueba T de student, U de Mann Whitney y prueba de
X% NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Diseasse, IMC= indice de masa corporal, ICC= indice de
cintura/cadera, CAP= Coeficient Attenuated Parameter (por su siglas en inglés) kPa= Kilopascal, HDL=
Lipoproteina de alta densidad, LDL= Lipoproteina de baja densidad, AST= Aspartato aminotransferasa,

ALT= Alanina aminotransferasa.

Se realizé una comparacion entre los sujetos control y los que presentaron NAFLD;
encontrandose una diferencia significativa en la edad (p=0.003) presentandose mayor
en los participantes con NAFLD, asi mismo el peso (p= 0.000), IMC (p=0.000), masa
grasa (p=0.000), CAP (p=0.000), kPa (p=0.010), glucosa (0.000), triglicéridos (p=0.000),
LDL (p=0.045) y ALT (p=0.002) se mostraron superiores en los sujetos con NAFLD.
Mientras que los valores de HDL (p=0.000) y masa libre de grasa (p=0.000) se

mostraron mas altos en los sujetos sanos.

En cuanto al resultado del consumo de energia (kilocalorias/dia) y macronutrimentos,
s6lo un sujeto control contaba con los resultados por lo que no fue posible realizar una
comparacion entre ambos grupos. A continuacion, en la tabla 3 se presentan de forma

descriptiva los resultados obtenidos del grupo NAFLD.
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Tabla 3.- Consumo alimentario evaluado por la encuesta SNUT en los

participantes del estudio.

NAFLD (n=12)
Variable
x *DE
Energia (Kcal/dia) 1911 (1790.27 — 2345.67)
Hidratos de carbono (g/dia) | 261.12 (186.56 — 324.70)
Proteina (g/dia) 68.66 (63.90 — 74.55)
Lipidos (g/dia) 91.76 (80.29 — 118.43)

x £ DE y Medianas (Rango Intercuartilico). NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Diseasse.

1.- Caracteristicas de los polimorfismos FGF-21 rs499765y TM6SF2 rs58542926.

1.1.- FGF-21 rs499765

Se determind la variacidon genética que presenta FGF-21 rs499765 (CC, GG, GC) en 34
pacientes; la frecuencia encontrada en los sujetos del grupo control fue de: el 33.3%
(n=5) fueron CC, 13.3% (n=2) fueron GG y 53.3% (n=8) fueron GC. Mientras que en
sujetos con NAFDL: el 27.8% (n=5) fueron CC, 27.8% (n=5) fueron GG y 44.4% (n=8)
fueron GC. Se observa que existe una mayor prevalencia del genotipo GC (50%),
seguida del genotipo CC (29.4%) siendo el genotipo de riesgo y una menor frecuencia

del genotipo GG (20.6%) en la muestra total, como se presenta en la grafica 1.

Grafica 1.- Prevalencia de FGF-21 rs499765 en la muestra total de participantes.
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En la Grafica 2 se observa una alta frecuencia del genotipo GC en ambos grupos,
mientras que el genotipo CC es mas frecuente en el grupo control y el genotipo GG es

mas frecuente en el grupo con NAFLD.

Grafica 2.- Prevalencia de FGF-21 rs499765 en sujetos control y sujetos con
NAFLD
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De acuerdo con la prueba de X2 comparando la presencia y ausencia de NAFLD con
cada uno de los genotipos, se encontrd6 que, para FGF-21 rs499765 no es

estadisticamente significativa la relacién (X?=1.021, p=0.600).

En la tabla 4 se presentan las caracteristicas de cada grupo de acuerdo al tipo de
genotipo; no se encontré significancia estadistica en las comparaciones. El grupo
control con genotipo CC, 60% (n=3) fueron mujeres y 40% (n=2) fueron hombres, en
cambio el grupo con NAFLD, 80% (n=4) fueron mujeres y 20% (n=1) fue un hombre. En
el grupo control, el genotipo CC que es el de riesgo, mostré valores altos en edad, talla,
ICC, musculo libre de grasa, triglicéridos, LDL y HOMA-IR. El grupo NAFLD presenté
altos valores de talla, ICC, CAP y HDL.

Para el genotipo GG, en el grupo control 50% (n=1) fue una mujer mientras que 50%
(n=1) fue un hombre y el grupo NAFLD 60% (n=3) fueron mujeres y 40% (n=2) fueron
hombres. El genotipo GG del grupo NAFLD presentd valores altos en peso, IMC,
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musculo libre de grasa, kPa, colesterol, LDL, insulina y HOMA-IR. En cambio en el
grupo control del genotipo GG, se presentaron valores elevados en peso, kPa, glucosa,
AST, ALT e insulina. Ver tabla 4.

En el grupo control, el genotipo GC, 87.5% (n=7) fueron mujeres y el 12.5% (n=1) fue
un hombre en; y en el grupo con NAFLD, 87.5% (n=7) fueron mujeres y el 12.5 (n=1)
fue un hombre. En el grupo con NAFLD del genotipo GC mostraron valores altos en
edad, masa grasa, CAP, triglicéridos, AST y ALT. Mientras el grupo control presentd
valores elevados de edad, IMC, masa grasa, CAP, glucosa, colesterol y HDL. Ver tabla
4,
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Tabla 4.- Caracteristicas generales de sujetos control y sujetos con NAFLD, segun
los genotipos para FGF-21 rs499765.

Controles (n=15)

NAFLD (n=18)

. X+ DE X DE Valor
Variable cC cC de P
(s | GG (=2) | GC(n=g) (s | G6(=5) | 6C(=8)
Frecuencia del
genotipo 33.3% 13.3% 53.3% 27.8% 27.8% 44.4%
(%)
Sexo (%)
«  Femenino 60 50 875 80 60 875 0.767
«  Masculino 40 50 12,5 20 40 12,5
i} 2680 * 2450 % 2737 % 30.60 42.60 = 4438
Edad (afios) 476 353 6.07 15.07 12.09 1104 | 0576
58.54 ¢ 61152 5088 + 7954 % 8454 & 8063 %
Peso (kg) 10.77 19.30 13.76 17.63 24.44 8.95 0.737
16540+ | 16450+ | 16256 | 16430% | 16320% | 16037 %
Talla (cm) 13.57 13.43 8.89 5.89 7.25 7.83 0.415
2 2133 % 2223 % 22511 29312 31542 31.36 ¢
IMC (kg/cm’) 2.05 3.48 3.55 5.51 8.19 2.95 0.656
icC 1.02 0 086013 | 0.96+0.13 | 0.80£0.09 | 0.83£0.11 | 0.930
; 2110+ 24651+ 28.26 % 3714 % 36.93 % 4051 %

Masa grasa (%) 7.40 3.32 2.85 10.45 11.71 7.04 0.643
Musculo libre de 78.90 £ 75.35 + 71.74 £ 62.86 + 63.08 + 59.49 + 0.643
grasa (%) 7.40 332 2285 10.45 11.71 7.04 :

171.33 165 180.50 303.20 302.40 316 +
CAP (dB/m) +14.57 50.91 £3132 +3533 +67.03 5184 | 0956
‘Pa 38(33- | 43(36- [38(31.25- | 52(34.50~ | 56 (4450 — | 48 (3925~ | (..
38) 43) 49.75) 151.50) 82.50) 50.75) :
8537 % 85.97 ¢ 86.42 ¢ 85.97 ¢ 84.24 ¢ 95.82 ¢
Glucosa (mg/di) 12.72 3.93 11.03 12.02 5.25 9.40 0.275
104.39 8410 | comrgs_ | 12811 132.28 152.12
Triglicéridos (mg/dl) | (64.05— | (60.58— 65.67) 89.63— | (87.35- | (112.61— | 0.971
150.97) 84.10) : 175.08) 163.90) 160.44)
Colestorol fofal 160.46 145.82 169.67 157.86 208.55 183.64
el (145— | (137.56— | (12626— | (137.14— | (17528— | (164.18— | 0.308
g 184.28) 145 82) 195.73) 261.06) 227.36) 195.29)
56.15 49.46 61.86 47 81 4257 36.51
HDL (mg/dl) (42.05- | (4330- | (45.83- | (31.23— | (3355- | (3241— | 0.108
62.14) 49.46) 72.57) 195.89) 69.27) 45.78)
100.87 87.87 98.32 47.81 14717 127.43
LDL (mg/dl) ®370- | (7881- | (7690- | (37.23— | (100.09- | (11655— | 0.578
119.68 87.87) 119.92) 61.50) 165.84) 154.80)
100.87 87.87 98.32 47 81 147.17 127.43
LDL (mg/dl) ©370- | (7881— | (7690- | (37.23- | (100.09- | (11655— | 0.578
119.68) 87.87) 119.92) 61.50) 165.84) 154.80)
19.70 32.40 17.40 21.40 17.80 2710
AST (UIL) (1655— | (1950— | (1505— | (16.80— | (17.35— | (23.37— | 0.285
21.75) 32.40) 24 52) 22.25) 23.35) 31.35)
15.01 22.25 16.80 22.70 2550 40.50
ALT (UIL) (1370— | (16.80 - | (13.50— (7 - (1655— | (25.85— | 0.281
25.90) 22.25) 19.20) 24.45) 27.45) 47.50)
. 6.86 (5.73 | 7.61(642 | 7.44(6.38 | 8.92(7.91 | 12.01(8.70 | 9.15 (6.19
Insulina (uU/mL) —27.14) ~7.61) _1499) | —1578) | —1657) | -2073) | %798
- 170 (110 | 1.60 (1.40- | 1.60 (1.20 | 2.10 (1.60 | 2.40 (1.85 | 2.05(1.58
HOMA-IR _ 5.30) 1.60) — 4.10) _ 3.25) _ 3.45) _435 | 09
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x + DE y Medianas (Rango Intercuartilico). P-valor por modelo lineal general univariado y prueba de X2,
CC= Citosina/citosina, GG= Guanina/guanina, GC= Guanina/citosina, IMC= indice de masa corporal,
ICC= indice de cintura/cadera, CAP= Coeficient Attenuated Parameter (por sus siglas en inglés) kPa=
Kilopascal, HDL= Lipoproteina de alta densidad, LDL= Lipoproteina de baja densidad, AST= Aspartato

aminotransferasa, ALT= Alanina aminotransferasa. NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Diseasse.

En la tabla 5 se presenta los resultados de la encuesta SNUT del grupo NAFLD, el
consumo de energia (kilocalorias/dia) e hidratos de carbono fue mas alto en los
portadores del genotipo GG mientras que el consumo de proteina y lipidos fue elevado

en el genotipo CC.

Tabla 5.- Consumo alimentario evaluado por SNUT en los participantes con
NAFLD del FGF-21 rs499765.

NAFLD (n=10)
, x+DE
Variable oC GG Go
(n=23) (n=1) (n=6)
. , 1907.82 (1419.43 — 2389.86 2067.39 (1588.06-
Energia (Kcal/dia) 1907.82) (2389.86) 4608.20)
Hidratos de carbono 260.24 (167.86 — 347.38 310.42 (158.10 —
(g/dia) 260.24) (347.38) 830.24)
Proteina (g/dia) 68.23 (55.82 - 68.23) | 65.42 (65.42) 64'5;12(()5497';9 B
Lipidos (g/dia) 106.44 + 48.00 73.51 (73.51) 92.08 + 28.16

x £ DE y Medianas (Rango Intercuartilico). NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Diseasse

Cuando se realizé la correlacion de la frecuencia del polimorfismo FGF-21 rs499765
con las variables que presentaron distribucién normal evaluadas en los participantes del
estudio, se encontré6 que el indice de cintura/cadera no presenta significancia
estadistica (p= 0.075) pero parece haber una correlacion negativa moderada (r =-0.429)
con el polimorfismo FGF-21 rs499765, por lo que menor frecuencia del polimorfismo

hay mayor ICC.

Mientras que, cuando se realiz6 la correlacion de la frecuencia del polimorfismo FGF-21
rs499765 con las variables que no presentaron distribucién normal evaluada en los

participantes del estudio, no se encontraron correlaciones con el polimorfismo.
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1.2.- TM6SF2 rs58542926.

Se determind la variacidon genética que presenta TM6SF2 rs58542926. (CC y CT) en 39
pacientes, siendo el 77.8% (n=14) fueron CC y 22.2% (n=4) fueron CT en sujetos
control, mientras que el 85.7% (n=18) fueron CC y 14.3% (n=3) fueron CT en sujetos
con NAFLD. En la muestra estudiada no se encontré el genotipo TT. Se observa que el
genotipo de riesgo CT es menos frecuente en ambos grupos (17.1%) como se muestra
en la grafica 3 mientras que el genotipo CC (82.9%) es mas frecuente; en cuanto a
cada grupo, hay mayor frecuencia del genotipo CC en sujetos control (77.8%) y NAFLD
(85.7%) que el genotipo CT en sujetos control (22.2%) y NAFLD (14.3%) mostrandose

en la grafica 4.

Grafica 3.- Prevalencia de TMG6SF2 rs58542926 en la muestra total de

participantes.
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Grafica 4.- Prevalencia de TM6SF2 rs58542926 en sujetos control y sujetos con
NAFLD.
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De acuerdo con la prueba de X? comparando la presencia y ausencia de NAFLD con
cada uno de los genotipos, se encontr6 para TM6SF2 rs5842926 no es

estadisticamente significativa la relacion (X?=0.415, con p=0.520).

Se encontré una relacidn estadisticamente significativa entre el TM6SF2 rs58542926
con la insulina (p=0.016) y el HOMA-IR (p=0.033) en los participantes con y sin NAFLD
como se presentan en las grafica 5 y 6, también se mostr6 una tendencia a la

significancia estadistica para las variables triglicéridos (p=0.064) y HDL (p=0.077).

Grafica 5.- Asociacion de TM6SF2 rs58542926 con insulina en sujetos control y
sujetos con NAFLD.
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Grafica 6.- Asociacion de TM6SF2 rs58542926 con HOMA en sujetos control y

sujetos con NAFLD.
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En cuanto al genotipo de riesgo CT, el grupo control presenté 75% (n=3) de mujeres, y
solo un sujeto era del sexo masculino, mientras que 100% (n=3) fueron mujeres en el
grupo NAFLD. El grupo control presenté mayores valores de edad, peso, talla, IMC,
ICC, masa grasa, triglicéridos, HDL, AST, ALT, insulina y HOMA-IR. Mientras que en el

grupo con NAFLD mostré alto valor en musculo libre de grasa. Ver Tabla 6.

Mientras que en el genotipo CC, 64.3% (n=9) fueron mujeres y 35.7% (n=5) hombres en
grupo control, mientras que 77.8% (n=14) fueron mujeres y el 22.2% (n=4) hombres en
sujetos con NAFLD. EI grupo control del genotipo CC mostrd valores superiores en
masa libre de grasa, CAP, kPa, glucosa, colesterol total y LDL, en cambio al grupo con
NAFLD del genotipo CC presentd altos valores en edad, peso, talla, IMC, ICC, masa
grasa, CAP, kPa, glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL, AST, ALT, insulina y
HOMA-IR. Ver tabla 6.
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Tabla 6.- Caracteristicas de sujetos control y sujetos con NAFLD, segun los
genotipos para TM6SF2 rs58542926.

Controles (n=15) NAFLD (n=15)
Variable x * DE x * DE Valor
CcC cT CcC cT de P
(n=14) (n=4) (n=18) (n=3)
Frecuencia del
genotipo 77.8% 22.2% 85.7% 14.3%
(%)
Sexo (%)
e Femenino 64.3 75 77.8 100 0.308
e« Masculino 35.7 25 22.2 0
Edad (afios) 28.54 = 8.81 33.25 + 11.44 38.83 + 12.84 36.67 £ 14.64 | 0.488
Peso (kg) 61.67 +11.95 71+ 20.44 81.17 + 13.35 73.73+24.74 | 0.844
Talla (cm) 163.39 £ 11.95 166 £ 14.53 162.12 £ 6.81 156.33 £ 4.16 | 0.395
IMC (kg/cm?) 22.96 £ 2.93 26.06 £ 8.97 30.89 £ 4.95 30.40£10.93 | 0.317
icc 0.88 + 0.07 0.95 + 0.01 0.82 +0.09 0.76 + 0.01 0.232
Masculo "(‘Z/o’f degrasa | 73154922 65.30 + 14.99 60.58 + 8.19 64.60+11.10 | 0.180
CAP (dB/m) 186.50 £ 28.18 183 £ 41.90 295 + 48.72 274 + 48.38 0.537
kPa 42 4(2%'(7)? - 39 (33 - 39) 466(2%8? - 37(31-37) | 0.752
Glucosa (mg/di) 85.08 * 9.41 82.65 + 16.78 90.46 + 10.58 83.14 £ 9.39 0.568
o 84.52 86.52 138.08 128.11
Triglicéridos (mg/dl) | 4 37 "50969) | (55.27 - 112.51) | (81.08 - 156.81) | (99.69— 128.11) | 0:064
160.98 (139.09 — | 156.96 (149.11 — | 174.61 (144.41 — | 161.75 (138.86 —
Colesterol total (mg/dl) 20é.73) 18;53) 22(§.56) 161( 75) 0.951
48.87 (44.32— | 50.15(43.99— | 41.16(33.41— | 40.32 (38.70
HDL (mg/dl) 57.40) 89.40) 56.84) 40.32) 0.077
101.22 (79.44 — | 100.90 (90.56 — | 126.34 (80.20— | 93.16 (84.58 —
LDL (mg/d!) 139.65) 110.54) 160.32) 93.16) 0.824
19.80 (15.97 — | 23.40 (19.02— | 24.05(2012— | 21.40 (16.10 —
AST (UIL) 25.35) 30.17) 30.45) 21.40) 0.749
2050 (17.7— | 20.80 (19.02— | 27.45(19.82— 2270 (12—
ALT (UIlL) 24.7) 30.17) 42.40) 22.70) 0.663
. 8.59 (5.94 — 22.29 (7.64 — 10.11 (7.93 — 8.92 (4.88 —
Insulina (uU/mL) 12(.59) 40.(35) 19.(18) 8.(92) 0.016
] 1.70 (1.25— 4.20 (1.33— 2.35 (1.80 1.60 (1.10
HOMA-IR 2.65) 10.15) 3.95) 1.60) 0.033

X + DE y Medianas (Rango Intercuartilico). P-valor por modelo lineal general univariado y prueba de X*.
CC-= Citosinalcitosina, CT= Citosina/timina, IMC= indice de masa corporal, ICC= indice de cintura/cadera,
CAP= Coeficient Attenuated Parameter (por sus siglas en inglés) kPa= Kilopascal, HDL= Lipoproteina de
alta densidad, LDL= Lipoproteina de baja densidad, AST= Aspartato aminotransferasa, ALT= Alanina

aminotransferasa. NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Diseasse.

La Tabla 7 presenta los resultados de la encuesta SNUT del grupo NAFLD, los
portadores del genotipo CT mostraron consumir mas energia (kilocalorias/dia), hidratos

de carbono y proteina mientras que en el genotipo CC consumen mas lipidos.
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Tabla 7.- Consumo alimentario evaluado por SNUT en los participantes con
NAFLD del TM6SF2 rs58542926.

NAFLD (n=13)
Variable x * DE

CT (n=11) CC (n=2)

Energia (Kcal/dia) 1911.40 (1761.71 — 2382.94) | 1864.26 (1769.17 — 1864.26)

Hidratos de carbono (g) | 261.12 (164.82 — 341.08) 241.98 (203.84 — 241.98)

Proteina (g) 68.66 (63.91 — 77.88) 65.28 (55.28 — 65.28)

Lipidos (g) 89.06 (78.15 — 122.33) 94 .42 (93.64 — 94.42)

x £ DE y Medianas (Rango Intercuartilico). NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Diseasse.

Al realizar la correlacion de la frecuencia del polimorfismo TM6SF2 rs58542926 con las
variables que presentaron distribucion normal evaluada en los participantes del estudio,

se encontré que no se presentaron correlaciones con el polimorfismo.

Cuando se realizo la correlaciéon de la frecuencia del polimorfismo TM6SF2 rs58542926
con las variables que no presentaron distribucion normal evaluada en los participantes

del estudio, se encontré6 que no se presentaron correlaciones con el polimorfismo.
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DISCUSION

En el presente estudio se determiné la frecuencia de los polimorfismos FGF-21
rs499765 y TM6SF2 rs58542926 en la poblacibn mexicana con presencia de NAFLD,
debido a que la evidencia es incierta a cerca del rol que desempefnan estas variantes

genéticas sobre la enfermedad de higado graso no alcohdlico.

Los pacientes con grado O fueron el 48.72% de la poblacion en total, el 33.33% de
dichos pacientes presentaron genotipo CC, el 53.33% fueron genotipo GC y el 13.33%
fueron genotipo GG del gen FGF-21 rs499765. Mientras con el gen TM6SF2
rs58542926, el 78.95% fueron genotipo CC y el 21.05% fueron genotipo CT. No se

encontro genotipo TT.

Los pacientes con enfermedad de higado graso no alcohdlico con grado 1 de esteatosis
fueron el 15.38% de la poblacion en total, de los cuales, el 66.67% presentaron
genotipo CC y el 33.33% fueron genotipo GC del gen FGF-21 rs499765. El gen
TM6SF2 rs58542926 obtuvo un 66.67% de genotipo CC y el 33.33% fueron genotipo
CT.

Mientras que el porcentaje de los pacientes con grado 2 fue del 12.82% del total de la
poblacién, se presentd en el gen FGF-21 rs499765, el 75% fueron genotipo GC vy el
25% fue genotipo GG. El gen TM6SF2 rs58542926 presentd un 100% de genotipo CC.

Y los pacientes con grado 3 fueron del 23.08% de la poblacion en total, el 33.33%
presentaron genotipo CC, el 44.44% fueron genotipo GC y el 22.22% fueron genotipo
GG del gen FGF-21 rs499765. Mientras con el gen TM6SF2 rs58542926, el 88.89%
fueron genotipo CC y el 11.11% fueron genotipo CT.

Por lo que, el FGF-21 rs499765 genotipo GC se presenté con mayor frecuencia en los
sujetos sanos; hallazgo que coincide con los estudios de Salehi MH, et al %) Proarios
Mahecha. Y, et al ©®” que reportaron que los pacientes sanos fueron los que
presentaron mayor frecuencia de este polimorfismo, incluso en el segundo estudio,

incluyeron poblacion mexicana con caracteristicas parecidas a la del presente estudio
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con resultados similares a los reportados, aunque en ellos mencionan que hubo una
correlacion con la concentracion triglicéridos séricos, asi mismo, Salehi MH ®®) et al
encontré que dichos niveles fueron significativamente mayores en los sujetos controles
como se observd en el presente estudio, por lo que el genotipo CC eleva los niveles de
FGF-21 siendo bueno, mientras que el genotipo GG disminuye los niveles de FGF-21

por lo que el genotipo de riesgo es el GG.

En cuanto a las variantes de riesgo rs499765 y rs838133 del FGF-21 que estudié Chu.
AY, et al ©®? se reporté una mayor frecuencia de estas variantes en pacientes con
diabetes tipo 2 y obesidad, probablemente los resultados fueron distintos a los del
presente estudio ya que se excluyeron personas con diabetes tipo 2. Ademas asociaron
un mayor consumo de proteinas en el grupo con diagndstico de diabetes y obesidad.
Aunque en este estudio se evalu6 el consumo de macronutrimentos; dichos resultados
no pueden ser comparados con el presente estudio debido a las diferencias entre las
poblaciones estudiadas y la insuficiencia de los datos, aunque con base en los
resultados obtenidos hay una tendencia de los pacientes con NAFLD a un mayor

consumo de kilocalorias totales.

Jiang S, et al ®” reportd una asociacion significativa del FGF-21 rs499765 con la
presencia de NAFLD e incluso llegd identificar que rs499765 puede ser un factor de
riesgo en individuos sin diabetes, para desarrollar NAFLD e incluso se relacioné con la
obesidad, e identificd que el alelo C tiene un mayor riesgo en NAFLD ademas que la
variacion genética esta asociada a las concentraciones séricas de ALT y AST. Con
referencia a lo anterior, en el presente estudio los pacientes que presentan niveles
elevados de ALT y AST son del genotipo GC del grupo NAFLD, concordando con los

hallazgos de Jiang S, et al ©7).

En cuanto al TM6SF2 rs58542926 se presentdé mayormente en sujetos controles
comparando lo que dice Sookoian S, et al “9), Krawczyk, M, et al “Vy Ehrhard. N, et al
37 quienes determinaron una asociacion de NALFD con la variante genética. Aunque
Sookoian S et al “?, reportd una mayor prevalencia de esta variante genética en los

sujetos con NAFLD; concluy6 que una expresion reducida de TM6SF2 se relaciona con
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| 4V quienes

un alto grado de esteatosis y fibrosis, que concuerda con Krawczyk, M, et a
mencionan que el polimorfismo TM6SF2 se asocié con aumento de fibrosis en
presencia de factores no genéticos como el consumo de alcohol o enfermedad
hepatica; por lo que en el presente estudio no se llegd presentar asociacion de fibrosis
por medio de los valores kPa, siendo el marcador para detectar fibrosis en la

eleastografia transitoria (FibroScan Echosens®).

El estudio de Musso G, et al “®

identific6 una mayor frecuencia del alelo CC (64%) y
menor de CT (34%) y so6lo un 2% de TT en sus participantes e incluso demuestra que
no hubo una relacion entre el polimorfismo y la enfermedad, siendo resultados
parecidos al presente estudio; Anstee. QM, et al © comenta que los hispanos tienen
una menor frecuencia de llegar a presentar la variante de riesgo. Musso G, et al “?
determind el consumo de macronutrimentos y observd que no hay una relacion entre
las diferentes variantes de TM6SF2 rs58542926, sin embargo el genotipo de riesgo por
si mismo favorece a la resistencia a la insulina. En el presente estudio se observaron
diferencias significativas en insulina y HOMA-IR cuando se desarrollé6 el modelo lineal
general univariante por presencia o ausencia de NAFLD y los dos genotipos de
TM6SF2 rs58542926, pero se contradice con los resultados reportados por Smagris E,
et al ®® esto debido que demostrd que el peso corporal y la resistencia a la insulina no
se encuentran alterados en humanos en presencia de este polimorfismo y la expresion

del TM6SF2 no se relaciona con el estado nutricional.

Los autores Sookoian et al “?, Eslam CM, et al *», mencionan que los niveles séricos
de transaminasas no se asociaron con la presencia del rs58542926 al igual que el
presente estudio; solo Krawczyk, M, et al “" asocio las variantes de TM6SF2 con el

aumento de la actividad de las aminotransferasas.

Los limitantes que este estudio presentod fueron el nUmero de muestra reclutada, debido
al elevado costo del buffer, determinando los genotipos de los polimorfismos FGF-21
rs499765 y TM6SF2 rs58542926 de 30 a 40 muestras. Por lo que no tener el recurso
financiero solo se pudo determinar la frecuencia de los polimorfismos a 40 sujetos. Por
falta de tiempo la encuesta SNUT, so6lo se aplicd a 13 personas, por lo que aumentar el

numero de aplicaciones se hubieran obtenido datos completos.
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CONCLUSION

Existe poca frecuencia de los alelos de riesgo de FGF-21 rs499765 y TM6SF2
rs58542926 en los grupos de casos y controles. La variacion genética de FGF-21
rs499765 (CC, GG, GC) en los 34 pacientes fue mas alta en el genotipo GC, seguido
del CCy finalmente del GG en el grupo control, mientras que en sujetos con NAFDL se
obtuvo una mayor frecuencia del genotipo GC, los genotipos GG y CC obtuvieron el

mismo porcentaje.

La variacion genética de TM6SF2 rs58542926 (CC y CT) en los 39 pacientes, presento
mayor frecuencia el genotipo CC en sujetos control, observando el mismo resultado en

el grupo con NAFLD. En la muestra estudiada no se encontré el genotipo TT.

Por lo tanto, la muestra de poblacion mexicana incluida en este estudio, presenta un
menor riesgo de tener los genotipos de riesgo de FGF-21 rs499765 y TM6SF2
rs58542926 sin diferencias entre los participantes con enfermedad por higado graso no

alcoholico y sujetos sanos.

RECOMENDACIONES

Se requiere un mayor numero de muestra, para establecer la frecuencia a nivel nacional
y evaluar los desenlaces clinicos, de acuerdo a cada genotipo. Debido que se observo
que los sujetos con NAFLD no presentan riesgos de tener el genotipo de riesgo de los
genotipos FGF-21 rs499765 y TM6SF2 rs58542926 por lo que se continuara con las
recomendaciones clinicas adecuadas para estos pacientes, pero se continuara

investigando.
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ANEXOS
ANEXO 1

= >

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:
(ELABORACION: 06/11/2017)
Investigador principal:

Direccion del investigador: Avenida Vasco de Quiroga 15, Col. Belisario Dominguez
Seccion XVI, Del. Tlalpan, C.P. 14080, Ciudad de México.

Teléfono de contacto del investigador: ; Emergencias: 5523674884
Investigadores participantes:

e PLN Karen Andrea Escoto Lépez.
¢ LN Niko Alain Cruz Sancén.
e Dra. Maria Monserrat Lépez Ortiz

e MC Maria Sara Sixtos Alonso

INTRODUCCION:

Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento, pregunte al

investigador sobre cualquier duda que tenga.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud, la
Declaracién de Helsinki y a las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision

Nacional de Bioética.
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Para decidir si participa o no en este estudio, usted debe tener el conocimiento
suficiente acerca de los riesgos y beneficios con el fin tomar una decision informada.
Este formato de consentimiento informado le dara informaciéon detallada acerca del
estudio de investigacion que podra comentar con su médico tratante o con algun
miembro del equipo de investigadores. Al final se le pedira que forme parte del proyecto
y de ser asi, bajo ninguna presion o intimidacion, se le invitara a firmar este

consentimiento informado.

Procedimiento para dar su consentimiento: Usted tiene el derecho a decidir si quiere
participar en esta investigacion, y se puede solicitar todo el tiempo que requiera para
considerar esta invitacion. El investigador le explicara ampliamente los beneficios y
riesgos del proyecto sin ningun tipo de presidén y tendra todo el tiempo que requiera
para pensar solo o con usted decida consultarlo para decirle al investigador acerca de
su decision. Esta decisiéon no tendra efecto alguno sobre su atencién médica en el

Instituto. Al final de esta explicacion, usted debe entender los puntos siguientes:

l. La justificacion y los objetivos de la investigacion.

Il. Los procedimientos que se utilizaran y su propdsito, incluyendo la
identificacion de que son procedimientos experimentales.

I, Los riesgos 0 molestias previstos.

V. Los beneficios que se pueden observar.

V. Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para el sujeto.

VI. Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda
sobre los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados
con la investigacion y el tratamiento de la materia.

VIl. La libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de
participar en el estudio, sin que por ello los prejuicios se cree que continuar
con la atencion y el tratamiento.

VIIl. La seguridad de que no va a identificar al sujeto y que se mantendra la
confidencialidad de la informacion relativa a su privacidad.

IX. El compromiso de proporcionar informacién actualizada obtenida durante el

estudio, aunque esto podria afectar a la disposicion para continuar su
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participacion.

X. La disponibilidad de tratamiento médico y compensacion a que legalmente
tiene derecho, en el caso de que ocurran dafnos causados directamente por la
investigacion. Puede solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario

antes de dar una decision final en los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPAR Y DESCRIPCION DEL PROYECTO

Estimado
Sr.(a)

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion le invitan a participar en este
estudio de investigacion que tiene como objetivo: Determinar la prevalencia del
polimorfismo FGF-21 del gen TM6SF2 en una cohorte de pacientes con higado
graso no alcohdlico y su relacion con el grado de esteatosis hepatica en

comparacion con sujetos sanos.

La duracién del estudio es: Una sola visita.

El numero aproximado de participantes sera:

Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes caracteristicas:

o Edad entre 18-60 anos.

e indice de masa corporal mayor de 25 Kg/m2 y menor de 35 Kg/m2.

e Diagnéstico de enfermedad de higado graso no alcohélico (NAFLD) con
elastografia transitoria (Fibroscan Kpa (> 7; CAP (= 220 db/m); en ausencia
de consumo cronico/dependencia de alcohol evidenciado por cuestionario
AUDIT sobre habitos de consumo de alcohol que se le proporcionara para
que lo conteste.

e Grado de fibrosis < 4 por eleastografia transitoria (Fibroscan)
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PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

El estudio que sera evaluado es: Determinar la frecuencia de los polimorfismos del
gen TM6SF2 rs58542926 y FGF-21 rs499765 en una cohorte de pacientes con
higado graso no alcohdlico y su relaciéon con el grado de esteatosis hepatica en

comparacion con sujetos sanos.

Su probabilidad para ser asignado a uno de los grupos antes mencionado es:
50%.

Su participaciéon en el estudio consiste en: Una sola visita al Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) en el que nos brindara una
muestra de sangre para estudiar los polimorfismos del gen TM6SF2 rs58542926 y FGF-
21 rs499765.

Los procedimientos del estudio incluyen la realizacion de:
Mediciones visita de escrutinio.

1. Entrevista para llenado de historia clinica: enfocada a valorar su estado de salud
actual, uso de medicamentos y suplementos alimenticios, diagndstico médico y
valorar su elegibilidad para participar en el estudio.

2. Cuestionario de consumo de alcohol AUDIT: Enfocado a preguntarle la
frecuencia, la cantidad y las reacciones que usted presenta derivadas a su
consumo de alcohol.

3. Cuestionario de actividad fisica GPAQ: en el cual usted respondera preguntas
enfocadas a su actividad fisica diaria

4. Mediciones antropométricas: Determinacion de peso, talla (estatura), indice de
masa corporal (IMC) y circunferencia de cintura.

5. Evaluaciéon de composicion corporal mediante impedancia bioeléctrica: Usted se
colocara en posicion supina (acostado boca arriba), y se le colocaran 4
electrodos (parches), 2 en su mano y 2 en su pie del mismo lado del cuerpo,
posteriormente seran colocados unos cables en cada uno de los electrodos y con

ello mediremos su conductiblidad eléctrica mediante un impedanciémetro (usted
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no sentira ningun tipo de descarga eléctrica ni nada por el estilo), y mediante ello
conoceremos su porcentaje de grasa corporal y masa libre de grasa.

6. Elastografia transitoria: Usted se colocara en posicion supina (acostado boca
arriba), se utiliza el dispositivo FibroScan Echosens® posicionado en un espacio
intercostal (En el espacio entre las costillas, mas cercano a la posicion del
higado) por el cual una onda de 50-MHz que pasa a través del higado mediante
un pequefo transductor, determinando asi el grado de fibrosis (Presencia de
dafo hepatico similar a una cicatriz) y esteatosis (presencia de grasa en el
higado). Lo que sentira durante el estudio es una ligera presion en el punto
donde se coloca la sonda, no causa dolor.

7. Cuestionario de frecuencia de consumo SNUT: Enfocado a la frecuencia de

consume de alimentos mensuales, semanales 0 dias.

Se procedera a una toma de muestra sanguinea en la que se determinara:

8. Hemoglobina glucosilada A1c: Tipo de hemoglobina que se ve incrementada en
porcentaje con respecto a la normal, en estados donde se elevan los niveles de
glucosa en sangre.

9. Pruebas de funcionamiento hepatico: Medicion de los niveles de bilirrubina total
(BT), directa e indirecta; alanino aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST) y de Gamma glutamil transpeptidasa (GGT). En la
mayoria de los casos los valores de ALT, AST, GGT y BT se incrementan
cuando hay presencia de dafo al higado (por presencia de grasa, inflamacién y/o
presencia de tejido tipo cicatriz en el higado)

10.Perfil de lipidos: Mediciéon de los niveles de colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL, colesterol VLDL vy Triglicéridos; mediante una muestra
sanguinea.

11.Glucosa basal: Medicion de los niveles de glucosa en sangre, mediante la
extraccion de una muestra sanguinea.

12.Insulina basal: Medicion de los niveles de insulina, mediante una muestra
sanguinea.

13.PCR tiempo real para el analisis de los polimorfismos TM6SF2 rs58542926 y del
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FGF-21 rs499765.

Se le realizara una llamada telefénica en un lapso de 7 dias anteriores a la fecha de su
préxima visita, para confirmar su asistencia a la visita siguiente y determinar, en caso
de que fuese necesario, una visita extemporanea en caso de algun efecto adverso que

reporte.

Las responsabilidades de los participantes incluyen: Apegarse lo mas posible a las

recomendaciones sobre toma de muestra sanquinea, asi como todo cambio en

tratamiento médico habitual, domicilio, teléfono o direccidén de correo electrénico.

RIESGOS E INCONVENIENTES

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,
sefala que la obtencion de muestras bioldgicas representa un riesgo minimo dentro de
la investigacion. Los riesgos de la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de
sangrado ligero o moreton en el sitio de la puncion, mareo o sensacion de desmayo y
raramente puede producirse puncion arterial. El personal que extraera la muestra

sanguinea esta entrenado para ello, lo que minimizara los riesgos de complicaciones.

No existe riesgo de ningun tipo durante la realizacion de la antropometria, impedancia

bioeléctrica y elastografia transitoria (FibroScan Echosens®).

Los datos acerca de su identidad y su informacion médica no seran revelados en
ningun momento como lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccién de datos clinicos
usted no enfrenta riesgos mayores a los relativos a la proteccion de la confidencialidad

la cual sera protegida mediante la codificacidon de las muestras y de su informacion.
BENEFICIOS POTENCIALES
Los beneficios potenciales esperados son:

e Brindar informacién para futuras investigaciones.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS
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El costo de los estudios de laboratorio, antropométricos, elastografia transitoria y
composicidon corporal; asi como la atencidn médica y nutrioldgica; que forman parte del

protocolo aqui presentado, NO le generaran costo alguno.

COMPENSACION

Si sufre lesiones como resultado de su participacion en este estudio, nosotros le
proporcionaremos el tratamiento inmediato y lo referiremos, en caso de ameritarlo, al
especialista médico que requiera. No contamos con presupuesto para financiar
compensaciones por lesiones. El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion,

Salvador Zubiran no brinda ningun tipo adicional de compensacion para cubrir el dafio.
ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

Su participacion es voluntaria. Sin embargo, usted puede elegir no participar en el
estudio; en el caso de la enfermedad de higado graso de origen no alcohdlico no existe
tratamiento medicamentoso aprobado para su tratamiento que sea basado en la
evidencia cientifica. EI cambio en el estilo de vida es fundamental en cualquier intento
por revertir la evoluciéon de ésta enfermedad, por lo que en caso de que no desee
continuar en el protocolo se le referira a la clinica de higado graso del INCMNSZ, en

donde recibira atencién médica y orientacidn nutricional para su seguimiento.
ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted puede solicitar los resultados de sus examenes clinicos y de las conclusiones del

estudio al **. El obtener los resultados finales del proyecto puede tomar varios meses.
PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Su participacion es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, no se afectara su
relacion con el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién, Salvador Zubiran
(INCMNSZ) o su derecho para recibir atencién médica o cualquier servicio al que tenga
derecho. Si decide participar, tiene la libertad para retirar su consentimiento e
interrumpir su participacion en cualquier momento sin perjudicar su atencion en el

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, Salvador Zubiran (INCMNSZ).Se le
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informara a tiempo si nueva informacion es obtenida que pueda afectar su decision para

continuar en el estudio.

Cada sujeto tiene el derecho a dejar de participar en el estudio de manera voluntaria
en cualquier momento; adicionalmente los investigadores pueden interrumpir la
participacion en el estudio en cualquier momento de algun participante, si el
investigador lo considera necesario por alguna razon, tal como lo puede ser la

presencia de algun efecto adverso.
CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION.

Su nombre no sera usado en ninguno de los estudios. Las muestras bioldgicas
obtenidas no contendran ninguna informacion personal y se codificara con un numero
de serie para evitar cualquier posibilidad de identificacion. Por disposicion legal las
muestras bioldgicas, incluyendo la sangre, son catalogadas como residuos peligrosos
biolégico-infecciosos y por esta razon durante el curso de la investigacion su muestra
no podra serle devuelta. Es posible que sus muestras biolégicas asi como su
informacion médica y/o genética puedan ser usadas para otros proyectos de
investigacion analogos relacionados con la enfermedad en estudio. No podran ser
usados para estudios de investigacidon que no estén relacionados con condiciones
distintas a las estudiadas en este proyecto. Sus muestras podran ser almacenadas por

los investigadores hasta por maximo un aio posterior a la recoleccion de la muestra.

Los cddigos que identifican su muestra estaran solo disponibles a los investigadores
titulares, quienes estan obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos codigos
seran guardados en un archivero con llave. Solo los investigadores tendran acceso.
Existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de su
participacion en el estudio. Su confidencialidad sera protegida como lo marca la ley.
Sera mantenida asignando coédigos a su informacion. El cédigo es un numero de
identificacion que no incluye datos personales. Ninguna informacion sobre su persona

sera compartida con otros sin su autorizacién, excepto:

- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha

sufrido una lesién y requiere tratamiento de emergencia); o
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- Es solicitado por la ley.

Monitores o auditores del estudio podran tener acceso a la informacion de los

participantes.

Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccion de su material
biolégico y de su informacion. Todas las hojas de recoleccion de datos seran guardadas
con las mismas medidas de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran

acceso a los datos que tienen su nombre.

El Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion aprobd la realizacién de éste estudio. Dicho comité es quien revisa, aprueban
y supervisa los estudios de investigacion en humanos en el Instituto. En el futuro, si
identificamos informaciéon que consideremos importante para su salud, consultaremos
con el Comité de ética que supervisan este estudio para que decidamos la mejor forma
de darle esta informacion a usted y a su médico. Ademas, le solicitamos que nos
autorice recontactarlo, en caso de ser necesario, para solicitarle informacién que podria

ser relevante para el desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en
publicaciones o presentaciones médicas. Su nombre y otra informacién personal seran

eliminados antes de usar los datos.

Si usted lo solicita su médico de cabecera sera informado sobre su participacion en el

estudio
IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con Karen
Andrea Escoto Lépez en el INCMNSZ (teléfono: 4775620412 ext. 2706-2716).

Si usted tiene preguntas a cerca de sus derechos como participante en el estudio,
puede hablar con el Presidente del Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ (Dr.
Arturo Galindo Fraga. Teléfono: 54870900 ext. 6101).

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
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He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que
he tenido y todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el

estudio, estoy de acuerdo con todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos
generales, particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han

sido explicados a mi entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras bioloégicas (sangre) para
ser utilizadas en este estudio. Asi mismo, mi informacion médica y biolégica podra ser

utilizada con los mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el
proyecto requiere colectar informacion adicional o si encuentran informacion relevante

para mi salud.
Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.

Por favor responda las siguientes preguntas:

re

Sl NO
(marque (marque
por por
favor) favor)
a. ¢Ha leido y entendido el formato de consentimiento 0O O
informado, en su lengua materna?

b. ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir O O

este estudio?

c. ¢Ha recibido usted respuestas satisfactorias a todas sus 0O O
preguntas?
d. ¢Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha O O

tenido el tiempo suficiente para tomar la decisiéon?
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Si NO
(marque (marque
por por
favor) favor)

¢ Entiende usted que su participacion es voluntaria y que es 0O O

libre de suspender su participacion en este estudio en

cualquier momento sin tener que justificar su decisién y sin

que esto afecte su atencion médica o sin la pérdida de los

beneficios a los que de otra forma tenga derecho?

¢ Entiende los posibles riesgos, algunos de los cuales son aun 0O O

desconocidos, de participar en este estudio?

¢Entiende que puede no recibir algun beneficio directo de O O

participar en este estudio?

¢Ha discutido usted otras opciones de tratamiento con el 0O O
meédico participante en el estudio y entiende usted que otras

opciones de tratamiento estan a su disposicion?

¢(Entiende que no estd renunciando a ninguno de sus O O
derechos legales a los que es acreedor de otra forma como

sujeto en un estudio de investigacion?

¢Entiende que el médico participante en el estudio puede 0O O
retirarlo del mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que
usted no siguid los requerimientos del estudio o si el médico
participante en el estudio considera que meédicamente su

retiro es en su mejor interés?

¢.Entiende que el estudio puede ser suspendido por el 0O O

patrocinador del estudio en cualquier momento?

¢ Entiende que usted recibira un original firmado y fechado de 0O O
esta Forma de Consentimiento para sus registros personales?
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Declaracién del paciente: Yo,

declaro que es mi

decision participar como sujeto de investigacion clinica en el estudio. Mi participacion es

voluntaria.

Se me ha informado que puedo negarme a participar o terminar mi participacion en
cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios.
Si suspendo mi participacion, recibiré el tratamiento médico habitual al que tengo
derecho en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(INCMNSZ) y no sufriré perjuicio en mi atencion médica ni en futuros estudios de
investigacion. Yo puedo solicitar informacion adicional acerca de los riesgos o
beneficios potenciales derivados de mi participacion en este estudio. También puedo

obtener los resultados de mis examenes clinicos si asi los solicito.

Si tengo preguntas sobre el estudio, puedo ponerme en contacto con Karen Andrea
Escoto Lopez (tel. 4775620412).

Debo informar a los investigadores de cualquier cambio en mi estado de salud (por
ejemplo, uso de nuevos medicamentos, cambios en el consumo de tabaco) o en la

ciudad donde resido, tan pronto como sea posible.

He leido y entendido toda la informacion que me han dado sobre mi participacion en el
estudio. He tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las preguntas
han sido respondidas a mi satisfaccion. He entendido que recibiré una copia firmada de

este consentimiento informado.

Tengo claro que en caso de tener preguntas sobre mis derechos como sujeto de
investigaciéon clinica en este estudio, problemas, preocupaciones o dudas, y deseo
obtener informacidén adicional, o bien, hacer comentarios sobre el desarrollo del
estudio, tengo la libertad de hablar con el presidente del Comité de Etica en
Investigacion del INCMNSZ (Dr. Arturo Galindo Fraga tel: 54870900. ext. 6101).
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Nombre del / de la Participante Firma del / de la Participante

Fecha

Coloque la huella digital del participante sobre esta linea si no sabe escribir

Nombre del representante legal (si aplica) Firma del representante legal

Fecha
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Nombre del Investigador

Fecha

Firma del Investigador que explicd el documento

Nombre del Testigo 1

Fecha

Relacion con el participante:

Firma

Direccion:

del

Testigo

1
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Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2

Fecha

Relacién con el participante:

Direccion:

Lugary Fecha:

(El presente documento es original y consta de 9 paginas)
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ANEXO 2

DLl

Cuestionario autoaplicable AUDIT para consumo de alcohol.

PACIENTE: Debido a que el uso del alcohol puede afectar su salud e interferir con
ciertos medicamentos y tratamientos, es importante que le hagamos algunas preguntas
sobre su uso del alcohol. Sus respuestas seran confidenciales, asi que sea honesto por

favor.it-Marque una X en el cuadro que mejor describa su respuesta a cada pregunta.

beber una vez habia

Preguntas 0 1 2 3 4
1. ¢Con que Unao . 4 o mas
. De 2 a 3 mas
frecuencia consume menos | De 2 a4 veces veces
_ Nunca vecesstea la
alguna bebida veces al mes astela
. semana
alcohdlica? al mes semana
2. ;Cuantas
consumiciones de
bebidas alcohdlicas 100
. 102 304 506 De7a9 .
suele realizar en un mas
dia de consumo
normal?
3. ¢Con qué
. Menos .
frecuencia toma 6 o A diario
) . de una .
mas bebidas Nunca | Mensualmente | Semanalmente | o casia
vez a
alcohdlicas en un solo diario
) mes
dia?
4. ,Con qué Menos A diar
. iario
frecuencia en el curso y de una y | t . | t .
del tltimo afio ha sido unca vez al ensualmente emanalmente | o casia
incapaz de parar de mes diario
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empezado?

5. ¢Con qué
frecuencia en el curso Menos .
- ~ A diario
del ultimo afno no de una ,
Nunca Mensualmente | Semanalmente | o casia
pudo hacersglo que vez al o
diario
se esperaba de usted mes
porque habia bebido?
6. ¢ Con qué
frecuencia en el curso
del ultimo afo ha Menos o
, A diario
necesitado beber en de una .
Nunca Mensualmente | Semanalmente | o casia
ayunas para vez al o
. diario
recuperarse después mes
de haber bebido
mucho el dia anterior?
7. ¢Con qué
frecuencia en el curso
del ultimo afo ha Menos o
, A diario
tenido remor- de una .
o Nunca Mensualmente | Semanalmente | o casia
dimientos o vez al o
o diario
sentimientos de culpa mes
después de haber
bebido?
8.;,Con qué Menos Ao
frecuencia en el curso de una laro
- ~ Nunca Mensualmente | Semanalmente @ o casia
del ultimo afo no ha vez al o
podido recordar lo mes diario

que sucedio la noche
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anterior porque habia
estado bebiendo?

9. ¢ Usted o alguna

otra persona ha Si, pero noist-en Si, el
resultado herido No el curso del ultimo
porque usted habia ultimo afo afo
bebido?

10.¢Algun familiar,
amigo, medico o

profesional sanitario

haist-mostrado Si, pero noistrien Si, el

preocupacion por un No el curso del ultimo
ANEXO | consumo de bebidas ultimo ano ano
3 alcohdlicas o le ha

sugerido que deje de
CUEST beber?
IONARI
o Total
VALID

ADO DE FRECUENCIA DE CONSUMO SNUT

Insbiuto Nacional de Salud Pablica

Centro de Salud en Investigacion Poblacional

Cuestionario de Frecuencia de Consumo

Hombre del Packenis

Apslido Patermo Apelido Matemo Moanibrein ]

Hombre del Entrevistador

Hombre del Revisar

M. da identificackn dal Fackrte

Fecha Ll L Lt ]
Dia Mean ]

Edad a8l Pacients (& anod cumphdos ) 70

Durante &l afo previo a este dia LCon que recusncia conswume ysted producios lacieoa?

Por favor mdique con une cruz, en la columna de frecuenca, la oposn que consslens mas cercana
A sy renlicad

Encusstador Por favor Bene &l circula (na o tache | 7 o b colurra de la derechs & Aumess corespondenis
= la Feriescdra do crrmsmurma recerada



ALIMENTO
FRUTAS

FRECUENCIA DE CONSUMO

VEC
ES
AL

MES

i-3

VECESALR
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Durante &l afio previo a este dia. ,Con qué frecuencia consumit usted huevos, cames y
embutidos?
Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencias, [a opeidn que considers mas

cEercana a su realidad.

FRECUENCIA DE CONSUMD

ALIMENTO 1 ey [ vee [ vecesiun ecesi
EMEUTIDOS ] s WP L
UMa | MES
VEZ
JeUNCal AL 1-3 1 A ] 6 ! -3 | &5 ]
o] veEs | L] 14 % LH 7 [ ] ]
L]
26 | HUEWVO DE GALLINA G D D O O D O D O

2l = 1O10101010]1010]|1010(0

» [amocawe |0 |00 [0[0]0[0]0]O

R oo ololololo|lololo|lo]|O
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Curante & ano previo a este dia j Con qué frecusncia consumio usiea verduras?
Por favor indigue con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcidn gue considers mas
CETCana A su realidad.

FRECUENCIA DE CONSUMD

ALIMENTO wen | vec | vecesawa VECES AL
VERDURAZ o5 | Es SEMANA DA
DE aL
UMA | MES
VEZ
INUNCA] AL 1-3 1 e 54 1 23 4.5 L]
1] MES (] 3 14 [E1] 11 @ 11 [ 1]
]
UN JITOMATE EN
#lsasaosusaoo |10

u |wurrnocavere (YO (OO O[O0 ]1O0]1010

| Semavevenooras | | |O (OO OO 12|90

2 gz [OD|O (OO0 [O10]10]0]10

| Eiores o QlO|O10]0|1010]10]|0]0

5 | cHILES DE LATA OI1O0I1O010101010101010

s | uNELOTE oliolioliolie]liolo]lie][e]]e




Durante & afio previo a este dia_ ; Con gud frecusncia consumid usted leguminosas?
Por faver indique con una cnuz, en i columna de frecuencias, @ opcidn que considers mis
CETCANS & U reaidad

FRECUENCIA DE CONSUMD

ALIMENTO 1:.;' HEE: u:;:gsn_.l. 'H'Et[E-IL
DE AL
UMA | MES
VEX
PoUCAl AL 1.1 L] 24 56 1 23 &5 ]
= If‘}s = ™ o [ L m & [
® | R DO DD DD
o | = O OO0

ALIMENTO

WEN | VEC VECES & LA VECES AL
CEREALES o3 ES VAR ]
DE AL
UMA | MES
VEZ
|raumcal AL 11 1 4 | = i 23 | &5 L]
|| = ™ - m * m L] Ll

-

b
i
:
R
v
o
v
J

D[]

o
v
o
)
@)
v
o)
o)
o

@ |ovsowooraess | YO OO [ OD[D][OD

m fuwrurosgarmez (IO IDIODIDIODIDIODIODID
m fuwearoeaves [ CXLCDLIDIDDIDDIDDIDDIDIDI0)

gEseraamielislislislislislislieliel (e




Durants & afo previo & este dia. ; Con qus frecusncia consumio usisd golosinas o postres 7
Por favor ndigue con una cnuz, &n la columna de frecosncias, |8 Opocion Que CONSIGEnE MG
cEfcans 8 su reabdsd.

FRECUENCIA DE CONSUMOD

ALIMENTO
e e VECESA LA ot
AL

ALIMENTO MEN | VEC VECESA LA WECES AL
BEEIDAS o5 | ES SEWAN Dé
DE Al
A | MES
Ve
fomcal a b 1 24 | 54 1 23 | &5 &
[ LES =4 [&]] L] [L)] L] m L] L
]
UM REFRESCO DE
| couueDuNo D[]

@ | petenco slislisliolieliolieliolielle

u | WIRECT (O[O0 (0(0[D]D]0]0

=l io]lieliololielioliolie] e

# |l TEREIOD OO0 O[O ]O[ODD]D




Durante & aflo previo & este dia.  Con qué frecuencia consumid usted grasas v qué tpo de acede
Por favoer indigue con una cruz, en la columna de frecuencias, la opcion que considens mas
CErCaNnG & su realided,

FRECUENCIA DE CONSUMO
ALIMENTO

MEN | VEC VECESALA VECES AL
DE AL
UNA | MES
VEZ2
|oumcal AL 3 i Fo i 2 | & ¢
| VES | = % (U L]} L] n L] W
]
wjreemoemz - 1OO010]0]101010]10]010

o
o
o
o
o
o
o
o
o

u |acemeosemso. | ()

3 | ACEITE DE OLVA

%l O[O0 ]O0[0O|0]10|0|0]|O

e O[O0 ]10[O0|1010|010]0

“lrase OO0 10 (000000




Durante & afo previo & £3te dia. jCon gué Mecuencia consumid usted de 0% anioilos MEIcanos
Qe 3 ENiiSAN @ contnuacion?

Por favor indigue con una oruz, en & columna de frécuencias, la opcibn que considers més
CETCENE & U reaidad

FRECUENCLA DE CONSUMOD

ALIMENTO MEW | VEC VECES A LA VECES AL
DE AL
UMA | MES
VEZ
[HuNCal AL 1-3 1 4 58 1 3 | &8 &
1% VE3 12 3 (L] (] L] i L1} -}

]

wi lmncoarmstor ||| |O]O

L ity Q1010100010000

Por favor, indigue cualquisr otro alimento que usied consumid al Menos una vez por semana y ques
no encontrd enfre igs alimentos anteriones, ademas de esta lista, al afio previo a este dia.

FRECUENCLA DE CONSUMOD

ALIMENTO VECES ALA VECES AL
SEMANA DA
i 24 L7 ] 1 23 & g
e | mlwm|o]lm]|m
OI1O0(0]10(10]|0]10

v
o
o
o
o

Q10

v
™y
L
v
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L
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Yy
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Yy
o)

J
o
o

Q101010




i Cudntas cucharaditas de azicar i agrega usied a sus alimentos, a lo largo del dia? Tome &n
cuenta o que l& pone al calé, licuado, &tc.
cucharaditas.

c L& agrega usted sal a sus alimenios antes de prabarios?
- Mo

L5 come usted & pelejo del poka?
L [ N

L 5& come usied & gorang de |a came?
- Na

iCuantos meses del aflo pasado consumid usted vilaminas?

L] i-2 32 5.8 T8 8-10 112

LCudl o cubles?

LCusntos messs del oo patado consumish usted supements de calcio?

o 1-2 34 5.8 T-B =510 11-12

£ Cudl 0 cubles?

i Considers usted que su aimentacion ha cambiado durante &l ulima afio?

Si Mo _ i {Si, a1 ha cambiado, praguntar:)

i Porgua?
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Upprersidad e

Dra. Maria Montserrat Lopez Ortiz
Presente

Por acuerdo con el Dr. Tonatiuh Garcia Campos, Director de la Division de Ciencias de la Salud
del Campus Ledn, se le ha designado como Vocal del examen para obtener el grado de la
Licenciatura en Nutricién y que sustentara la C. Karen Andrea Escoto Lépez.

La modalidad de la titulacién sera por medio de la presentacion de tesis que con el titulo de
“Determinacién del polimorfismo FGF-21 rs499765 y TM6SF2 rs58542926 en poblacion
mexicana con enfermedad por higado graso no alcohdlico y sujetos sanos”, ha completado y
es satisfactorio de acuerdo al Director de trabajo.

Por lo anterior le solicito revise la tesis del alumno que acompafa al presente y nos informe
mediante su voto si procede la realizacion del examen de titulacion.

Su participacion en este proceso es de la mayor importancia para la Misién de la Universidad
por lo que deseo expresarle mi agradecimiento por su valiosa colaboracién en la evaluacion del
trabajo y la realizacion del examen de titulacion.

Sin otro particular me es grato reiterarle la seguridad de mi mas alta consideracion.

Atentamente

La Verdad Os Hard Libres
Lebn, Gto a 14 de enero de 2019
La Secretaria Académica de la Division

“ R o LAl Ci
Mtrh. Cipriana Caudillo Cisneros €

“SRVESE 51 R
LS AD

WIS N

Para los sinodales: '
Mi voto en relacién con el trabajo de Titulacion es: A@V C)"’) c | vi0

birmo: 7 AT F (oA

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION DE CIENCIAS DE LA SALUD CAMPUS LEON
Blvd. Puente Milenio No. 1001 Fraccién del Predio San Carlos C.P. 37670 Tel. (477) 267 49 00 Ext. 3648
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Por acuerdo con el Dr. Tonatiuh Garcia Campos, Director de la Divisién de Ciencias de la Salud
del Campus Leén se le ha designado como Presidente del examen para obtener el grado de la
Licenciatura en Nutricién y que sustentard la C. Karen Andrea Escoto Lépez.

La modalidad de la titulacion sera por medio de la presentacion de tesis que con el titulo de
“Determinacién del polimorfismo FGF-21 rs499765 y TM6SF2 rs58542926 en poblacién
mexicana con enfermedad por higado graso no alcohdlico y sujetos sanos”, ha completado y
es satisfactorio de acuerdo al Director de trabajo.

Por lo anterior le solicito revise la tesis del alumno que acompafia al presente y nos informe
mediante su voto si procede la realizacién del examen de titulacién.

Su participacién en este proceso es de la mayor importancia para la Misién de la Universidad
por lo que deseo expresarle mi agradecimiento por su valiosa colaboracién en la evaluacién del
trabajo y la realizacién del examen de titulacién.

Sin otro particular me es grato reiterarle la seguridad de mi mas alta consideracién.

Atentamente
La Verdad Os Hard Libres

Ledn, Gto a 14 de enero de 2019
La Secretaria Académica deda Divisién|

Mi voto en relacion con el trabajo de Titulacién es: &{Dﬂ!wv

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION DE CIENCIAS DE LA SALUD CAMPUS LEON
Bivd. Puente Milenio No. 1001 Fraccion def Predio San Carlos C.P. 37670 Tel. (477) 267 49 00 Ext, 3648
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Py

Dr. Niko Alain Cruz Sancén
Presente

Por acuerdo con el Dr. Tonatiuh Garcia Campos, Director de la Division de Ciencias de la Salud
del Campus Ledn se le ha designado como Secretario del examen para obtener el grado de la
Licenciatura en Nutricion y que sustentara |a C. Karen Andrea Escoto Lépez.

La modalidad de la titulacion serd por medic de la presentacion de tesis que con el titulo de
“Determinacién del polimorfismo FGF-21 rs499765 y TMG6SF2 rs58542926 en poblacidn
mexicana con enfermedad por higado graso no alcohdlico y sujetos sanos”, ha completado y
es satisfactorio de acuerdo al Director de trabajo.

Por lo anterior le solicito revise la tesis del alumno que acompafia al presente y nos informe
mediante su voto si procede la realizacion del examen de titulacién.

Su participacion en este proceso es de la mayor importancia para la Mision de la Universidad
por lo que deseo expresarle mi agradecimiento por su valiosa colaboraciéon en la evaluacion del
trabajo y la realizacion del examen de titulacién.

Sin otro particular me es grato reiterarle la seguridad de mi mas alta consideracion.

Atentamente
La Verdod Os Hara Libres i
Ledn, Gto a 14 de enero de 2019 :
La Secretaria Académica de la Divisién

ra. Cipriana Caudillo Cisneros - .

Para los sinodales: é C/
Mi voto en relacién con el trabajo de Titulacion es: 14 ??Dro aclo

Firma: w

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION DE CIENCIAS DE LA SALUD CAMPUS LEON
Bivd. Puente Milenio No. 1001 Fraccitn del Predio San Carlos C.P. 37670 Tel. (477) 267 49 00 Ext. 3648
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