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INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad con cifras epidémicas en todo el mundo, que trae
consigo distintas comorbilidades metabdlicas como el higado graso no alcohdlico
(HGNA). En México, el 72.5% de la poblacién presenta sobrepeso u obesidad, por lo
que, considerando que se estima que alrededor del 70% de estas personas tiende a
desarrollar HGNA, no es de extrafiar que esta condicion sea cada vez mas prevalente
en este pais, significando una enfermedad hepética crénica con un riesgo de muerte
asociado del 12% de quienes la padecen, en un periodo promedio de 10 afios. Sin
embargoa, el alza de obesidad también afecta a los menores, teniendo entre sus
consecuencias que el HGNA es actualmente el mayor problema hepético en nifios y
adolescentes a nivel mundial, derivando en estadios tempranos de insuficiencia
hepética, cirrosis o hepatocarcinoma (Ledn-Mimila, 2017; Betancourt-Garcia, et al,
2016; Hernandez, et al, 2016).

El HGNA es una enfermedad progresiva y cronica que se compone de dos entidades,
la esteatosis hepéatica simple (EHS) en donde existe una acumulacién de
triacilglicéridos y la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), que ademas del
almacenamiento de lipidos presenta un estado de estrés oxidativo e inflamacién
cronica; esta segunda entidad es la parte patdogena de la enfermedad, la cual en
estadios avanzados puede resultar en la pérdida de la funcion del higado llevando a
algunos pacientes a requerir un trasplante. Lo anterior se complica con las pocas
herramientas, inespecificas e invasivas, que se tienen para su diagnostico (CENATRA,
2016; Vega-Badillo, 2016; Patel, et al, 2016).

No obstante, a pesar de la importancia que ha tomado esta entidad hepatica en los
altimos afos, aun existen muchas interrogantes acerca de los mecanismos
moleculares implicados en el progreso de EHS a EHNA o sus diferencias en el cuadro
clinico; por esta razén, la investigacion se ha encaminado hacia la identificacién de los
factores genéticos, dado que la heredabilidad calculada para esta condicion es de
alrededor del 34%, buscando asi no soOlo entender esta patologia, sino también
encontrar nuevas formas de prevencion o diagnostico (Vega-Badillo, 2016; Ledn-
Mimila, et al, 2015).



Recientemente, los estudios de escaneos del genoma competo (GWAS, por sus siglas
en inglés) han permitido identificar variantes genéticas asociadas con el inicio y
progresion del HGNA, particularmente el polimorfismo de un sélo nucleétido (SNP)
rs738409 localizado en el gen PNPLA3 (gen de patina similar al dominio 3 de la
fosfolipasa, por sus siglas en inglés), el cual se propone como el principal SNP y gen
regulador de la esteatosis hepatica y progresion del dafio hepatico. Sin embargo, en
conjunto las variantes genéticas asociadas con el HGNA solo logran explicar una
pequefia proporcion de la acumulacién de lipidos en el higado (Sookoian, et al, 2017;
Speliotes, et al, 2011; Romeo, et al, 2008).

En este sentido, un estudio reciente realizado en un grupo de nifios y adolescentes
asiaticos, con diagnostico de higado graso no alcohdlico evaluado por ultrasonido,
encontré6 que un mayor namero de repetidos del microsatélite promotor (GT)n de
HMOX1 se asocié significativamente con un mayor riesgo de HGNA y con mayor
resistencia a la insulina (Chang PF, et al, 2015), debido a que el gen HMOX1 codifica
para la hemoxigenasa 1 (HO-1), una enzima implicada en el catabolismo del grupo
hemo, propuesta como parte de los sistemas antioxidantes de la célula, con la
capacidad de sobreexpresarse en presencia de metabolitos potencialmente téxicos
como las especies reactivas de oxigeno (ERO). Por lo tanto, es probable que tanto el
microsatélite del promotor, como la enzima HMOX1 puedan tener una participacion
importante en la evolucién a estadios mas severos del dafio hepéatico como la EHNA,
sin embargo, a nuestro conocimiento esto no ha sido evaluado (Martinez—Hernandez,
et al, 2015; Cdrdova, et al, 2012; Song, et al, 2009)

Por tanto, en este trabajo, se evalud la asociacién entre el microsatélite (GT)n y dos
SNP del promotor del gen HMOX1 con el HGNA y su progresion a EHNA en una

cohorte de sujetos mexicanos con obesidad mérbida.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Higado graso no alcohdlico
2.1.1 Definicién

Se denomina higado graso no alcohdlico (HGNA) a la acumulacion de triacilglicéridos
(TG) en mas del 5% de los hepatocitos, en ausencia de una causa secundaria de
acumulacion de grasa en el higado, como el consumo significativo de alcohol, uso de
medicamentos esteatogénicos, drogas, alguna condicion genética o virus que
comprometan la funcién hepatica, como el virus de la hepatitis C (Castro et al, 2015;
LaBrecque et al, 2012; Carrillo et al, 2011).

El HGNA es una condicion progresiva que comprende un continuo de afecciones las
cuales varian en cuanto a la gravedad del dafio hepatico. Esta condiciébn puede
evolucionar de la esteatosis hepatica simple (acumulacién de triacilglicéridos) a un
estado mas grave, acompafiado de un proceso inflamatorio y dafio de hepatocitos
(esteatohepatitis no alcohdlica), fibrosis, cirrosis e incluso puede conducir al desarrollo

de carcinoma hepatocelular (Vega-Badillo, 2016; Castro, et al, 2015)

2.1.2 Epidemiologia

El higado graso no alcohdlico en la actualidad es considerado la enfermedad hepatica
cronica mas comun en el mundo y se ha convertido en la principal indicacion de
trasplante hepatico (Castro, et al, 2015; LaBrecque, et al, 2012). En comparacion a la
incidencia de otras enfermedades hepaticas, un mayor porcentaje (~35-50%) de casos
de carcinoma hepatocelular se originan de la EHNA, siendo en su mayoria casos
asintomaticos; por tanto, estos tumores tienden a ser mas grandes y menos
susceptibles a tratamientos en comparacion con aquellos debidos a otras etiologias
(Patel, et al, 2016).

La prevalencia de HGNA en la poblacion general es aproximadamente del 25%. Sin
embargo, no existe una cifra exacta ya que, al tratarse de una enfermedad

asintomatica, el diagnéstico es azaroso llevandose a cabo sélo en personas que se

-11-



sospecha tienen alguna otra enfermedad no relacionada (Hernandez, et al, 2016;
Vega-Badillo, 2016; LaBrecque, et al, 2012).

En los ultimos afios ha habido un aumento exacerbado en la prevalencia de esta
condicién, paralela al incremento en la prevalencia de obesidad, diabetes,
dislipidemias y sindrome metabdlico, por lo cual se ha considerado al HGNA como la
expresion hepatica de este sindrome (Bernal, 2016). En México, segun datos de la
ENSANUT medio camino, el 72.5% de la poblacion mexicana presenta algun grado de
sobrepeso u obesidad (Hernandez, et al, 2016); por lo que, considerando que la
prevalencia de HGNA en estos pacientes es de hasta un 92%, se puede estimar que
aproximadamente 60 millones de mexicanos presentan HGNA.
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Figura 1. Prevalencia del higado graso no alcohdlico por el IMC. Se observa un aumento
proporcional entre el indice de masa corporal (IMC, kg/m?) y la prevalencia de higado graso
no alcohélico [Adaptado de Vega-Badillo, 2016; LaBrecque, et al, 2012].

2.1.3 Etiologia

El HGNA es una enfermedad que presenta una alta variabilidad en cuanto a la tasa de
progresion y las manifestaciones clinicas entre individuos. Esta alta variabilidad refleja
la complejidad de la historia natural de esta condicién y su origen multifactorial. Como
muchas otras enfermedades metabdlicas, el HGNA es ocasionado por la interaccién
entre los factores ambientales (principalmente por una dieta alta en calorias, acidos
grasos saturados e hidratos de carbono simples), sedentarismo, el microbioma y los
factores de riesgo genéticos (Castro, et al, 2015; Ledn-Mimila, et al, 2015; Martin—

Dominguez, et al, 2013; LaBrecque, et al, 2012).
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Se han propuesto varias hipoétesis acerca de la fisiopatologia del HGNA, considerando
que es una condicion compleja y progresiva. Actualmente la teoria mas aceptada es
aquella basada en multiples agresiones que ocurren simultdneamente y las cuales
determinan la severidad de esta condicion considerando las entidades que lo integran
(EHS y EHNA); aunque, la teoria mejor descrita y que ayuda a la compresion de la
fisiopatologia de esta condicion es la teoria de las dos agresiones (Buzzetti, et al,
2016; Castro, et al, 2015).

En esta teoria se dice que, en la primera agresion, ocurre la acumulacion de grasa en
forma de triacilglicéridos o lo que se denomina esteatosis hepatica, en donde existe
una captacion exacerbada de acidos grasos libres (AGL) provenientes de la lipdlisis del
tejido adiposo periférico, como mecanismo compensatorio de la resistencia a la
insulina generada por una dieta alta en carbohidratos y grasas saturadas. Lo anterior
provoca una disfuncion de la B—oxidacion, pues la célula intentara producir energia por
vias alternas a la glucdlisis, haciendo uso de los AGL que tiene disponibles, debido a
que no puede introducir grandes cantidades de glucosa; ademas, existe una alteracion
en el trasporte de triacilglicéridos y colesterol por el exceso de AGL que fueron
captados. Hasta este punto se considera una entidad benigna en la que basta con una
dieta adecuada, ejercicio y corregir el factor metabdlico asociado, es decir
dislipidemias, obesidad central o diabetes, para lograr la recuperacion total del érgano
(Bernal, 2016; Vega-Badillo, 2016; Castro, et al, 2015).

Para el segundo impacto, que lleva al desarrollo de esteatohepatitis, las alteraciones
provocadas por los AGL en la B—oxidacion y la cadena de transporte de electrones,
provocan disfuncion mitocondrial, la cual resulta en la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO), llevando a la peroxidacion de lipidos en distintos compartimentos
celulares, incluyendo la membrana celular, por lo que se produce la pérdida de forma o
balonamiento hepatocelular. Este dafio condiciona un incremento en la respuesta
inflamatoria en el hepatocito y las células periféricas como macréfagos, ambas
estimuladas por el estrés oxidativo, que se agrava debido a la obesidad, pues hay una
gran produccion de moléculas proinflamatorias provenientes del tejido adiposo
periférico; ademas existe una baja en la produccién de adiponectina, una enzima que
s6lo se produce en estos tejidos, implicada en frenar la respuesta inflamatoria y la
oxidacion de AGL (Vega-Badillo, 2016; Bernal, 2016; Martin, et al, 2013). Lo anterior
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condiciona un mayor grado de apoptosis e infiltrado inflamatorio asociados al
balonamiento celular; siendo esta enfermedad una consecuencia de la pérdida de
homeostasis celular, a favor de moléculas prooxidantes e inflamatorias (Martin, et al,
2011; Castro, et al, 2015).

En este punto es importante sefalar que hay estudios que sugieren que los TG tienen
un bajo potencial téxico, por lo que otros lipidos, como el colesterol, podrian coadyubar
a la progresion del dafio hepatico y a la presentacion de la forma mas severa de la
enfermedad o EHNA (Vega-Badillo, 2016)

Cuando el higado estd sometido a un dafio oxidativo cronico con inflamacion,
desencadena un proceso necrdtico en el hepatocito y la activacion de células
estelares, las cuales tienen la capacidad de producir fibras de coldgeno, resultando en
el desarrollo de fibrosis. Solo el 3% de estos individuos pueden evolucionar a cirrosis,
insuficiencia hepatica o hepatocarcinoma. El riesgo asociado de muerte en pacientes
con EHNA es del 12% en un periodo promedio de 10 afios. (Vega-Badillo, 2016;
Castro, et al, 2015; LaBrecque, et al, 2012).

Componente genético :‘I?F"SIS., d s1ul
Dieta altaen  Sedentarismo » [ Infiltracién de células
grasas saturadas ———————> ©_ |J inmunes _ _
y carbohidratos P Citocinas proinflamatorias
& s . ™ Resistencia a la insulina
Obesidad
o AGL| Glucosa  |nsulina

A Lipogénesis
del novo
A Sintesis d Esteatosis
intesis de A,
Primer impan:‘.tot N AGL simple

Lipoperoxidacion . ’EHNA
.

respiratoria
Estrés

Segundo impacto

Macrofagos

——> Colageno

Células estelares

Figura 2. Mecanismo general del desarrollo de HGNA. Se esquematizan la teoria de los
dos impactos, englobando las dos entidades que abarca, es decir, esteatosis simple y
esteatohepatitis no alcoholica (EHNA). Acidos grasos libres (AGL); especies reactivas de
oxigeno (ERO). [Modificado de Ledn-Mimila, 2017; Castro, et al, 2015].
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2.1.4 Diagnostico

La mayoria de los pacientes con HGNA pueden cursar asintomaticos, sin alteraciones
clinicamente relevantes durante décadas, sin embargo, algunos pueden progresar a
estadios mas severos de la enfermedad rapidamente. Siendo comun que su
diagndstico sea con base en pruebas de laboratorio que regularmente se prescriben en
busca de otras enfermedades no relacionadas, principalmente una elevacion crénica
de las transaminasas, o pruebas de imagenologia donde se evidencia la presencia de
grasa en el higado (Castro, et al, 2015; LaBrecque, et al, 2012).

Aungue no se tienen registros exactos de cuanto tiempo transcurre para la progresion
de EHS a EHNA, pues por lo regular el diagndstico se realiza cuando el paciente ya
presenta un cuadro avanzado en el que la evolucion es variada segun las
comorbilidades que presente, en promedio segun lo determinado mediante un
metaanalisis de estudios epidemiologicos, aquellos pacientes con diagnostico de
EHNA progresan a una etapa de fibrosis cada 7 afos, mientras que aquellos con
HGNA progresan cada 14 afos. En general, ~20% de los pacientes progresan
rapidamente a fibrosis avanzada; sin embargo, actualmente no se cuenta con métodos
para identificar a los progresores rapidos. Ademas, la evaluacién de la historia natural
de la enfermedad no se ha esclarecido, debido a que las lesiones histolégicas del
HGNA pueden progresar, retroceder o mantenerse estables en el tiempo (Vega-
Badillo, 2016; Castro, et al, 2015; LaBrecque, et al, 2012).

En pacientes con sospecha de HGNA, se deben descartar la presencia de agentes
virales principalmente de virus de la hepatitis C (VHC), enfermedades hepéticas
autoinmunes, errores innatos del metabolismo, hepatopatias congénitas o hereditarias,
nutricion parenteral, consumo de drogas o el uso constante de medicamentos
hepatotoxicos. Para excluir que se trata de una esteatosis alcohdlica, se recomienda
realizar cuestionarios especializados para evaluar si el paciente toma mas de 20 g de
alcohol al dia. De igual forma, se deben buscar los factores de riesgo cominmente
asociados, es decir, una edad mayor a 40 afos, la presencia de obesidad, diabetes u
otros componentes del sindrome metabdlico. Posteriormente, una vez descartadas
otras causas de patologia hepatica, se debe confirmar el diagndstico mediante pruebas
de laboratorio e imagenologia (Castro, et al, 2015; IMSS, 2014; LaBrecque, et al,
2012).
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Recientemente, se han propuesto diferentes biomarcadores que se utilizan para otras
patologias hepaticas en el diagndstico de EHNA, que, a pesar de no ser definitivos,
sirven como una guia; siendo los més importantes niveles séricos de glucosa,
bilirrubinas, transaminasas, principalmente  ALT (alaninaminotransferasa),
triacilglicéridos y la presencia de algunas citocinas, como se detalla en la Tabla 1
(Santoyo, 2016; IMSS, 2014; LaBrecque, et al, 2012; Henry, et al, 2010).

Tabla 1. Principales biomarcadores séricos asociados a higado graso no alcohdlico.

Parametro Valores de referencia Alteraciones relacionadas a HGNA
Glucosa 60 — 100 mg/dL Elevada (diabetes mellitus tipo 2)
HOMA 1.8-2 Elevado
<
ALT Hombres: < 30 UI/L Elevada

Mujeres: < 19 UI/L
Hombres: < 40 UI/L

AST Mujeres < 35 UI/L Elevada
AST/ALT 1 <1
Albdmina 3.9-5.1g/dL Disminuida
Colesterol < 200 mg/dL Normal

Triacilglicéridos <150 mg/dL Normal o elevado

HOMA: homeostatic model assessment (indice para determinar resistencia a la insulina)
ALT: Alanina aminotransferasa; AST: Aspartato aminotransferasa

El estudio enzimatico es (til para llegar a un diagndstico de dafio hepatico, debido a
gue en condiciones fisiologicas normales la concentracion plasmatica de las
transaminasas (AST y ALT), asi como Y-GT es muy baja, debido a su localizacién
intracelular, por lo que incrementos relativos de 5 veces lo normal en plasma
evidencian una lisis celular severa, encontrandose alteradas en cualquier patologia

hepatica con un alto grado de sensibilidad (Santoyo, 2016; Henry, et al, 2010).

En cuanto a las pruebas de imagenologia, el ultrasonido es el método de eleccion
debido a su accesibilidad, especificidad y sensibilidad mayor al 50%, sin embargo, este
método no distingue la presencia de EHNA, el grado de dafio hepético, inflamacion o el
grado fibrosis. En ese sentido, aunque la resonancia magnética es el mejor método no
invasivo para establecer un diagnéstico de HGNA, ya que relaciona la intensidad entre
el bazo y el higado para determinar el contenido de grasa hepatica y el grado de
inflamacion, este método es poco utilizado debido a su baja accesibilidad (IMSS, 2014;
Carrillo, et al, 2011).
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A pesar de que la mayoria de los pacientes son asintomaticos, en algunos casos
pueden referir dolor leve en el cuadrante derecho, fatiga o cansancio generalizado
(astenia) y debilidad muscular. En la exploracion fisica se encuentran datos de
hepatomegalia, esplenomegalia o ictericia, cuando se trata de un problema hepatico
avanzado (LaBrecque, et al, 2012; Carrillo, et al, 2011).

La biopsia hepatica es considerada el estandar de oro para establecer un diagnostico
certero de EHNA, ya que el andlisis histoldgico permite establecer el grado de
infiltracion de grasa en el higado (esteatosis) asi como el grado de dafio hepatico
(inflamacién y/o balonamiento de los hepatocitos) (Figura 5); no obstante, este
procedimiento es invasivo y debe ser realizado por un patologo experto para evitar
problemas de muestreo o interpretacion, recomendandose sélo en personas con
elevaciones cronicas de los niveles de transaminasas o ultrasonido con evidencias de
esteatosis recurrentes durante seis meses, aun con tratamiento para las posibles
comorbilidades, asi como cuando hay evidencia de dafio hepatico en la exploracion
fisica (IMSS, 2014; LaBrecque, et al, 2012; Carrillo, et al, 2011).

Y, e < ..'- Tt ‘ 1 B0 _";'f ¢ . :
Figura 3. Hallazgos histolégicos en higado graso no alcohdlico. En la imagen A se
muestra la histologia de tejido hepatico con esteatosis simple. Imagen B, higado con

esteatohepatitis, se observa balonizacion celular y vacuolas lipidicas microvesiculares.
[Modificado de Santos, et al, 2010; Buqué, et al, 2008]
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Figura 4. Algoritmo de diagndstico propuesto. Transaminasas: alanina
aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST); diagnéstico (DX); tratamiento
(Tx); higado graso no alcohdlico (HGNA); indice de masa corporal (IMC); ultrasonido
positivo con evidencia de esteatosis. [Adaptado de IMSS, 2014; LaBrecque, et al, 2012]

2.1.5 Tratamiento

Actualmente no existe algun farmaco aprobado para el tratamiento del higado graso no
alcohdlico. Por tanto, la intervencion se basa en el tratamiento de los factores
asociados a su desarrollo, como la obesidad, diabetes o dislipidemias. (Castro, et al,
2015; IMSS, 2014; LaBrecque, et al, 2012). Dado que los pacientes con obesidad son

un grupo importante de riesgo, diversos estudios han demostrado que la reduccion
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gradual del 5 al 10% de peso impacta directamente en la mejoria de los parametros
histoldégicos y séricos del HGNA, por lo cual el tratamiento se basa en la administracion
de una dieta hipocalérica, con alto contenido de alimentos ricos en fibra vegetal y
antioxidantes, asi como rutinas de ejercicio preferentemente aerdbico (Castro, et al,
2015). En las personas que presentan alguna comorbilidad del sindrome metabdlico
como diabetes o dislipidemias, el tratamiento farmacologico de estas condiciones
(metformina o fibratos) suele ser adyuvante en la remision parcial o total del dafio
hepético (IMSS, 2014; LaBrecque, et al, 2012).

Por otra parte, la cirugia bariatrica es recomendada en pacientes con IMC >35, ya que
se ha mostrado un impacto positivo sobre los niveles de transaminasas, generando
una reduccion en la esteatosis hepética de hasta un 90%, en la esteatohepatitis de
84%, asi como la fibrosis en 50% (Cazzo, et al, 2017; LaBrecque, et al, 2012; Carrillo,
et al, 2011).

Para casos muy avanzados, es decir, cuando ya se presenta cirrosis, esta indicado el
trasplante hepético, sin embargo, es importante mantener un estilo de vida saludable,
pues existe un riesgo incrementado de volver a desarrollar la enfermedad en el érgano
trasplantado si no se lleva un control adecuado. Cabe sefialar que este procedimiento
no se realiza regularmente a las personas con IMC >35 por los riesgos que conlleva la
cirugia y la posibilidad de volver a desarrollar HGNA (Cazzo, 2017; LaBrecque, et al,
2012).

2.1.6. Antecedentes genéticos

Se ha sugerido que la elevada prevalencia del HGNA puede ser explicada, en parte,
por factores genéticos, ya que se ha calculado que la heredabilidad en hispanos es de
alrededor del 34%, contrastando con los afroamericanos, el grupo menos susceptible a
esta hepatopatia en donde componente genético explica entre 14 al 20% la

enfermedad (Sookoian, et al, 2017).

Al estudiar la prevalencia diferencial entre personas de varios grupos étnicos, se
confirma que el componente genético y el ambiente donde se desarrollan son parte
fundamental de la etiopatogenia; lo anterior fue demostrado en el trabajo de DeFilippis
et al en el 2013, pues en una cohorte de 6814 participantes mexicoamericanos,
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afroamericanos y caucasicos, diagnosticados por tomografia computarizada,
encontraron en aguellos con ascendencia hispana un porcentaje mayor de sujetos con
esta condicion hepética, Figura 5.
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Figura 5. Prevalencia del higado graso no alcohdlico por etnia. Hispanos 45%;
afroamericanos 24% [Adaptado de DeFilippis, et al, 2013; LaBrecque, et al, 2012].

Por esta razon, recientemente, los estudios genéticos basados en el analisis de genes
candidatos o0 GWAS, han identificado variantes genéticas asociadas a la acumulacion
de grasa hepatica y la progresion a EHNA (Sookoian, et al, 2017; Palmer, et al, 2013).
Es asi como, en los trabajos de GWAS realizados para el estudio de HGNA, se han
identificado diversos polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en
inglés) relacionados con el metabolismo de los lipidos y la glucosa, los cuales estan
estrechamente relacionados a la patogenia de esta condicibn hepética,
diferencidndose segun las caracteristicas de la poblacion de estudio, principalmente el
grupo de edad y la etnia de los participantes (Ledn-Mimila, et al, 2015; Speliotes, et al,
2011; Romeo, et al, 2008).

Actualmente, se considera que el gen PNPLA3, especificamente el SNP rs738409
(1148M), identificado por Romeo y et al en el afio 2008, es la variante que explica en
mayor medida la acumulacion de grasa y la progresion del dafio hepatico en diversos
grupos poblacionales (Sookian, et al, 2017). El gen PNPLA3 codifica para una enzima
con actividad de hidrolasa y transacetilasa de triacilglicéridos, por lo cual promueve
tanto su anabolismo como catabolismo. Estudios funcionales in vitro han demostrado
que la variante 1148M es funcional y restringe el acceso del sustrato al sitio catalitico

de la enzima reduciendo su actividad. Llama la atencibn que esta variante es
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notablemente mas frecuente en poblacion de origen americano en comparacion con

otras poblaciones en el mundo (Sookian, et al, 2017; Ledn-Mimila, et al, 2015).

Otros polimorfismos que también han sido consistentemente asociados en diversos
estudios con una mayor susceptibilidad a desarrollar HGNA se localizan en los genes
NCAN (neurocan), TM6SF2 (miembro 2 de la superfamilia transmembranal 6) y GCKR
(regulador de glucocinasa). No obstante, a pesar de su asociacion, estas variantes no
han podido ser incluidas como biomarcadores en la clinica debido a que no han
demostrado mejorar la sensibilidad ni la especificidad de las pruebas en mas del 1%
(Sookoian, et al, 2017; Dongionvanni P, et al, 2016; Speliotes, et al, 2011).

En México, un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion realizado en la cohorte
de obesos morbidos de la clinica de cirugia bariatrica del hospital General Dr. Rubén
Lefiero, encontrd asociacion de variantes en los genes PNPLA3, LYPLAL1, GCKR y
PPP1R3B con un mayor riesgo de HGNA y EHNA (RM= 2,55, valor p = 0,045),
aunqgue, en conjunto estas variantes no explican mas del 20% la acumulacion de grasa

hepética, Figura 7 (Ledn-Mimila, et al, 2015).
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Figura 6. Nomero de alelos de riesgo con relacion a la cantidad de triacilglicéridos
hepaticos. Se observa un incremento proporcional entre el nimero de alelos de riesgo y el
contenido hepdético de triacilglicéridos. [Obtenido de Le6n-Mimila, et al, 2015].

Ademas, en otro trabajo en la misma cohorte de obesos moérbidos del hospital “Dr.
Rubén Lefiero”, se observd que cuando habia una menor concentracion de la proteina
transportadora de colesterol-HDL, ABCAL1 (valor p <0.01), asi como mayores niveles
del miRNA-33a (valor p =0.006) y del miRNA-144 (valor p =0.024), se aumentaba el
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riesgo de desarrollar EHNA, sugiriendo que la acumulacion de triacilglicéridos no es el

anico factor que condiciona al desarrollo de HGNA (Vega-Badillo, et al, 2017).

Recientemente, un estudio realizado en una cohorte de pacientes pediatricos con
diagnostico de HGNA por medio de ultrasonido (Chang PF, et al, 2015) reporto la
asociacion del microsatélite localizado en el promotor del gen HMOX1, el cual codifica
para la enzima hemoxigenasa 1 (HO-1) con el HGNA, siendo la frecuencia del alelo
largo de este repetido significativamente mayor en nifios con HGNA (RM = 18.84, IC
del 95% = 1.45-245.22, valor p = 0.025). La presencia de repetidos largos se ha
asociado en diversos estudios con una menor expresion del gen HMOXL1, y esto a su
vez se asocia con un bajo efecto protector ante el estrés oxidativo, ya que esta enzima
forma parte de los sistemas antioxidantes de la célula. Sin embargo, se desconoce la
participacion de este microsatélite en estadios mas severos del HGNA como la EHNA
(Peachlaner, et al, 2015; Cérdova, et al, 2012).

2.1.6.1 Microsatélite promotor de HMOX1

Los microsatélites, o STR (short tandem repeat), se definen como secuencias de ADN,
con una longitud de 2 a 6 nucleétidos, que se agrupan en blogues de repetidos sin
interrupcién un determinado nimero de veces, el cual es variable entre cada individuo
(Vazquez, et al, 2015).

El microsatélite del gen HMOX1, se localiza en la region promotora del gen,
cromosoma 22g12, muy cercano al marco abierto de lectura. Es un repetido
dinucledtido (GT), con una longitud variable segun la poblacién de estudio. Diversos
estudios han reportado, una asociacién entre un mayor numero de repetidos y la
menor expresion del gen HMOX1, resultando en menores niveles de la enzima (Chang
PF, et al 2015; Peachlaner, et al, 2015; Song, et al, 2009).

Pechlaner et al en el 2015, en un estudio que incluyé 812 sujetos austriacos,
reportaron una longitud del microsatélite de 12 a 44 repetidos, los cuales distribuyeron
en tres grupos Small (S) <23, Medium (M) =23-31 y Large (L) =232, en los que
observaron que los sujetos portadores del alelo largo (L) tiene un riesgo incrementado
de presentar eventos cardiovasculares (RM= 5.45, IC 95%= 2.39-12.42, p< 0.0001) y
arterioesclerosis progresiva (p = 0.0012).
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De igual forma, en el 2012, Cordova y colaboradores estudiaron este microsatélite en
1193 mestizos mexicanos, encontrando que la longitud del STR varia de 10 a 39
repetidos con una distribucién bimodal, teniendo como punto de corte 25; con esto
ellos concluyen una relacion entre lupus eritematoso sistémico (LES) y tener al menos
un alelo corto (C) (RM=1.46; IC 95%=1.10-1.95; p= 0.009), explicando que la
asociacion entre el alelo C y LES puede deberse a que la sobrexpresion de la enzima
promueve la sobreproduccion de sus metabolitos secundarios que forman parte de la

patogénesis de la enfermedad.

En contraste con la anterior, en el 2015, el grupo de Martinez-Hernandez no encontré
relacion del STR de HMOX1 con el sindrome metabdlico (RM=1.0; IC (95%)= 0.7-1.5;
valor p=1.6), pero si observaron una asociacion con la hipertension arterial (valor
3=3.2; valor p=0.009).

2.1.6.2 SNP de HMOX1

Los polimorfismos de un solo nucledtido son cambios en una sola base de la
secuencia de DNA que se presentan en mas del 1% de la poblacion. Los genotipos
resultantes de estos cambios pueden clasificarse en tres tipos: homocigoto para el aleo

comun, heterocigoto y homocigoto poco frecuente o raro (Checa, 2007).

El microsatélite promotor (GT)n de HMOX1 se encuentra en un bloque genético en el
que también estan presentes los SNP rs2071746 y rs2071748, los cuales se ha
demostrado que pueden influir en la expresion del gen HMOX1.

El SNP rs2071746 (A/T) esta localizado en la region promotora del gen HMOX1, en el
cromosoma 22912, con distancia al marco abierto de lectura de -413pb. El alelo
silvestre es “A” y cuando se encuentra mutado a “T” se sugiere una menor expresion
del gen, disminuyendo los niveles de HO-1 (Song, et al, 2009; Qiao, et al, 2013).
Estudios in silico han relacionado esta variante con la modulacién de la unién de
factores de transcripcidn, asi como sensibilidad a DNAsas, aunque no existe soporte
experimental que lo compruebe (RegulomeDB#, 2011). Segun los datos reportados en
la literatura, la frecuencia del alelo “A” es de 73% en mexicoamericanos, 37% en

afroamericanos y 56% en europeos (Ensembl?, 2017).
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Por otra parte, el SNP rs2071748 (G/A) se encuentra en el intron 1 del gen HMOX1, al
presentarse el alelo mutado (A), se cree que se disminuye la expresion en
comparacién con el alelo normal (G). A pesar de que datos in silico muestran
asociacion de esta variante con la modulacion de la union de factores de transcripcion
y DNAsa, no se cuenta con estudios experimentales solidos que respalden esta teoria.
Cabe sefialar, que en el caso de esta variante, la frecuencia para el alelo G se reporta
en la literatura como 75% para la poblaciébn mexicoamericana, 62% en afroamericanos
y 44% en europeos (Ensembl®, 2017; RegulomeDBE, 2011; Sheu, et al, 2009).

Asi pues, un estudio realizado por Sheu et al en el 2009, mostro que los polimorfismos
no tienen grandes implicaciones en las enfermedades ligadas al estrés oxidativo
cuando se estudian por separado; en contraste, al estudiar el bloque mediante un
andlisis de haplotipos con el microsatélite, los portadores del haplotipo S-TGA ((GT)n
de HMOX1, rs2071746, rs2071748 y rs5755720, respectivamente) presentaron un
mayor riesgo de desarrollar sindrome respiratorio agudo (RM=1.75; IC 95%=1.15-268;
p=0.010), asi como una tendencia a presentar menores niveles de HMOX1 en
circulacién (p=0.066).

Del mismo modo, Song y colaboradores en el afio 2009 en una poblacion de 3089
sujetos chinos, no encontraron asociacion con el SNP rs2071746; pero al analizar el
microsatélite (GT)n de HMOX1 observaron que el genotipo L/L se asociacié con
aumento de riesgo para el desarrollo de diabetes (RM = 1.65, IC del 95%= 1.16-2.36,
valor p= 0.006); cuando estudiaron ambas variantes en conjunto observaron que el
haplotipo L-T también incrementaba el riesgo a diabtes (RM=1.56, 1C(95%)=1.16-2.09;
valor p=0.003). Ademas, en el andlisis de expresion, observaron que las personas con
DM2 y resistencia la insulina presentaron una menor expresion de HO-1, segun los
datos de intensidad de fluorescencia obtenidos por citometria (64.8 + 13.09 para los
controles; 38.38 £ 20.7 pacientes con IGR; 37.0 £ 22.7 DM2).

2.1.6.3 Gen HMOX1

El gen HMOX1, codifica para la proteina hemoxigenasa 1, también llamado BK286B10,

HMOX1D o HSP-32. Se localiza en el cromosoma 22 en la regién ql12.3. Este gen
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tiene una longitud de 20,148pb y esta conformado por 5 exones que codifican un ARN

mensajero unico que da paso a la proteina funcional.

HMOX1 > > HMOX1 > >
NM_882133.2 | i = i
] a - " -
NP_8082124.1 | i rs . .
n g L ] n
exon 1 ] exon 2 ] exon 3 exon 4 | exon 5

Figura 7. Esquema del gen HMOX1. Se muestran al gen empezando por el marco abierto
de lectura; localizacion aproximada de los cinco exones. [Obtenida de GenBank
(NG_023030.1), 2017].
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2.2 Enzima hemoxigenasa 1

La hemoxigenasa (HO) es la principal enzima implicada en el catabolismo del grupo
hemo, del cual se obtienen como subproductos hierro (Fe?*), biliverdina y monéxido de
carbono (CO) (UniProtkKB (P09601), 2014; Orozco-lbarra, et al, 2010; Garrido, et al,
2005).
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Figura 8. Reaccién principal de hemoxigenasa. Lado izquierdo sustrato (grupo hemo);
lado derecho producto (biliverdina). [Modificado de Pfam (PF01126), 2016].

En el humano, se conocen dos isoformas, la hemoxigenasa 1 (HO-1) que es inducible
y la hemoxigenasa 2 (HO-2) que se expresa de manera constitutiva. Aunque las dos
enzimas catalizan la misma reaccion, son productos de la expresion de dos diferentes
genes, por lo que su estructura difiere en mas del 50% de sus aminoacidos (Orozco-
Ibarra, et al, 2010).

La isoforma HO-1 fue descubierta en 1980, denominada también como proteina de
choque térmico 32 (HSP-32, por sus siglas en inglés), se expresa en condiciones
fisiol6gicas normales es en bazo, pero puede sobre expresarse en otros tejidos cuando
existen situaciones de estrés para la célula (Orozco-lbarra, et al, 2010). Su peso
molecular es de aproximadamente 32 KDa, consta de 233 aminoacidos y esta
constituido por 4 cadenas (Figura 9) [UniProtKB (P09601), 2014; Pfam (PF01126),
2016]. Entre las moléculas que promueven su expresion, se encuentran, su principal
sustrato (el grupo hemo), medicamentos, metales, radiacion ultravioleta, hipoxia,
endotoxinas bacterianas, ademas especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, por lo
que se asocia a enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Garrido, et al,
2005),
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Figura 9. Estructura de HO-1. Estructura propuesta por cristalografia. [Obtenida de Pfam
(PF01126), 2016].

A la HO-1 se le atribuyen propiedades antinflamatorias, antioxidantes vy
antiapoptoticas, no so6lo por su actividad propiamente, sino por los productos que ella
es capaz de generar. Se ha reportado que su expresibn se incrementa
significativamente en respuesta a estimulos de estrés celular, hipoxia, presencia de
endotoxinas bacterianas, radiaciones ionizantes, citocinas, especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno, metales pesados, etc., por lo que se considera que es la enzima
mas inducible por diversos estimulos en comparacion con cualquier otra descrita hasta
el momento. Del mismo modo la HO-1 participa en procesos de proliferacion de células
endoteliales, transduccion de sefales intracelulares, homeostasis del ion hierro,
regeneracion celular, regulacion negativa de moléculas y células inflamatorias,
regulacion positiva de la sintesis de quimiocinas y la vasodilatacion, entre otras (OMIM,
2016; Pfam (PF01126), 2016; UniProtkKB (P09601), 2014).

En concreto, con relacién al HGNA se ha demostrado en modelos murinos a los que se
les induce obesidad y diabetes, que la sobreexpresion de gen HO-1 reduce los niveles
de citocinas proinflamatorias, la adiposidad, asi como la esteatosis hepatica y su
progresion a EHNA al disminuir el grupo hemo, el cual se ha visto que promueve la
produccion de ERO (Hinds, et al, 2014; Ntube, et al, 2013).

Del mismo modo, la HO-1 ha sido implicada en otras enfermedades como asma,
aterosclerosis, cardiovasculares, inflamatorias, autoinmunes y metabdlicas, debido a la

gran cantidad de moléculas que promueven su expresion y la capacidad que tiene de
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disminuir el dafio producido por las ERO (OMIM, 2016; Pechlaner, et al, 2016; Cédoba,
et al, 2012; Sheu, et al, 2009).

Por otra parte, la isoforma HO-2 se expresa normalmente en cerebro, higado,
testiculos y endotelio; posee dos sitios de unién al grupo hemo, ademéas del sitio
catalitico, teniendo una limitada disponibilidad para realizar reacciones de Oxido-
reduccion y formacion de hemoproteinas. Sin embargo, dada su afinidad por las
moléculas hemo, puede fungir como modulador de CO, NO y Og; siendo similar en la
secuencia del gen a la eritropoyetina, encargada de la regulacién de oxigeno y

nitrogeno (Orozco-lbarra, et al, 2010).

-28 -



3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivo general

Evaluar la asociacion del microsatélite promotor (GT)n localizado en el gen HMOX1

con el higado graso no alcohdlico, particularmente en el desarrollo de esteatohepatitis

no alcoholica, en sujetos mexicanos con obesidad mérbida.

3.2 Objetivos particulares

Determinar la longitud y frecuencia del nimero de repetidos del microsatélite
promotor (GT)n de HMOX1 en el grupo de obesos mérbidos mexicanos.
Calcular la frecuencia de los SNP en los sujetos participantes.

Establecer si existe una asociacion de los tres promotores de region ((GT)n,
rs2071746 y rs2071748) con el riesgo a desarrollar EHNA.

Evaluar la asociacion de las variantes seleccionas del gen HMOX1 con los
parametros histolégicos de HGNA (esteatosis, balonamiento, inflamacion y
fibrosis).

Evaluar la asociacion del (GT)n de HMOX1 y los dos polimorfismos el gen
HMOX1 seleccionados, con los pardmetros bioquimicos de HGNA
(transaminasas, triacilglicéridos y colesterol).

Analizar el desequilibrio de ligamiento entre el STR de HMOX1, rs2071748 y
rs2071746.

Construcciéon de haplotipos y asociacion con el riesgo a desarrollar EHNA, asi
como los parametros bioquimicos e histologicos relacionados.

Ensayo de expresion por PCR en tiempo real del gen HMOX1 relacionado al
HGNA, EHNA, parametros histoldgicos y bioquimicos.

3.3 Hipotesis

Un mayor numero de repetidos del microsatélite promotor (GT)n de HMOX1, el alelo T
del SNP rs2071746 y el alelo A del SNP rs2071748, relacionados con el gen HMOX1

en el cromosoma 22q13, se asocian con el desarrollo de EHNA en sujetos mexicanos

con obesidad moérbida.
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4. JUSTIFICACION

El higado graso no alcohdlico se considera la enfermedad hepéatica cronica mas comun
en el mundo, representando un problema de salud publica creciente en funcion del
exacerbado incremento en la prevalencia de obesidad. Ademas, se ha demostrado que
la frecuencia de esta patologia es particularmente alta en poblacion de origen hispano,
especificamente mexicoamericanos en comparacion con otras poblaciones como

caucésicos o afroamericanos (Sherif, et al, 2016).

El diagnéstico invasivo (biopsia hepatica) e inespecifico (pruebas de laboratorio), la
heterogeneidad en el cuadro clinico y la alta heredabilidad calculada en 34% para el
HGNA (Vega-Badillo, 2016; Castro, et al, 2015), han abierto el paso a la busqueda de
biomarcadores genéticos que, en conjunto con las pruebas clinicas y bioquimicas ya
existentes, ayuden al diagndstico temprano del HGNA y la prevencién de su progresion

a estadios mas avanzados de la enfermedad.

En este sentido, los analisis de GWAS han identificado variantes genéticas asociadas
a esta hepatopatia que no explican, en gran medida, la acumulacién de grasa hepética
o el dafo que se produce, resultando en que su inclusion como biomarcadores no han
logrado mejorar la sensibilidad ni especificidad de las pruebas diagnésticas en mas del
1% (Sookoian, et al, 2017; Romeo, et al, 2008).

Por otra parte, el estudio de genes candidatos también ha contribuido al entendimiento
del HGNA; tal es el caso de un trabajo que evidencié una relacién directa de un mayor
namero de repetidos del microsatélite promotor (GT)n de HMOX1 con el riesgo
aumentado de HGNA en nifios y adolescentes obesos asiaticos diagnosticados por
ultrasonido (Chang PF, et al, 2015), ya que se propone que tanto el microsatélite como
los SNP rs2071746 y rs2071748, pertenecientes a un bloque génico, modulan la
sobreexpresion de la enzima HO-1 que forma parte de los sistemas antioxidantes
celulares (Cordova, et al, 2012; Sheu, et al, 2009; Song, et al, 2009), sin embargo no
se ha evaluado su participacion en estadios mas severos de la enfermedad como el
HGNA.

De manera que, aunque estas estrategias genéticas han sido valiosas para la
identificacion de nuevas variantes génicas y mecanismos fisiopatoldégicos que

subyacen a la progresion del HGNA; una proporcién significativa del componente
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genético de predisposicion para esta enfermedad aun debe ser identificada y validada,
requiriendo esfuerzos adicionales en la busqueda de genes relevantes para esta

condicion.

Por lo tanto, el interés de este trabajo fue evaluar la asociacién entre variantes
localizadas en el promotor del gen HMOX1, principalmente el microsatélite (GT)n en la
progresion de esteatosis simple a EHNA, asi como asociar los parametros histologicos
y bioquimicos en la cohorte de obesos morbidos mexicanos, sabiendo que esta
poblacion tiene alta incidencia de HGNA; lo cual podria conducir a una nueva

estrategia para su prevencién y/o diagnaostico.
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5. METODOLOGIA

[ Pacientes con obesidad U1l (IMC > 40) ]

Sometidos a cirugia bariatrica en el hospital Rubén Lefiero

l

No antecedentes de hepatitis
Sin consumo frecuente de alcohol, drogas o medicamentos

|

[ Firma del consentimiento informado ]

274 individuos captados

Histologia hepatica
Método de Kleiner

xclusion:
Inclusién ] + Muestra incompleta
Dx sin hallazgos, EHS o EHNA J = Sin consentimiento informado

«_Dxindefinido

243 sujetos para el estudio
Controles sin EHNA: 114 (41 sihallazgos; 73EHS); casos: 123 EHNA

Determinaciones bioquimicas s 1 " " Cuantificacion de lipidos
/ Kits comerciales f Sangre periférica J \ Tejido hepatico Método de Folch / Colorimétricos

[ Extraccion ADN ] [ Extraccion ARN ]

Meétodo por columna QIAGen Método de Trizol / Salting out

Concentracion e integridad Concentracion e integridad
NanoDrop NanoDrop, prueba RIN

Inclusién:

+ ADN de 70ng/pL +15ng/uL
+ Relacion 260/2802 1.8

+ Relacion 260/230 > 1.0

+ Prueba de RIN=5

l l

[Microsatélite (GT)n de HMOX1 ] [ o ] [ Expresion génica de HMOX1 J
1 Y

[Ampliﬁoacién del fragmento J

PCR punto final

l

Identificacion del fragmento
Electroforesis capilar de alta resolucion

l

[ Sintesis de cDNA
[ PCR tiempo real ]

Sondas TagMan

No. Repetidos (NR)=
amplicon — pb no correspondientes al STR
2
1 PCR tiempo real
Sybr areen

Mediana de cada alelo

[ Asignacion cortos y largos ]

!

Andlisis de desequilibrio de ligamiento y haplotipos
Haploview

l

Anélisis estadistico
Software SPSS v18.1

Figura 10. Diagrama metodoldgico. Pasos generales por seguir en el estudio de las
variantes del gen HMOX1. indice de masa corporal (IMC), diagnéstico (Dx).
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5.1 Caracteristicas generales y poblacidon de estudio

El presente trabajo es un estudio de tipo transversal, observacional, el cual incluyé un
total de 274 adultos mexicanos mestizos con obesidad grado Il o Il (IMC 2 35 kg/m?)
obtenidos de la cohorte de cirugia bariatrica del Hospital General “Dr. Rubén Lefiero”
en la Ciudad de México. Como criterio de inclusion se considerd que los participantes
no presentaran antecedentes de hepatitis cronica o un consumo de alcohol mayor a 20
g/dia. Aproximadamente el 75% de los participantes fueron mujeres con una media de
edad de 38 afios. De todos los pacientes se obtuvieron muestras de sangre periférica
con un ayuno previo de 8-10 horas. Ademas, se obtuvo una biopsia hepatica tomada al
momento de la cirugia del borde libre del I6bulo hepatico izquierdo mediante la técnica

de reseccion en cufia con bisturi arménico al momento de la cirugia bariatrica.
5.2 Consideraciones éticas

Todos los participantes incluidos en el estudio firmaron una carta de consentimiento
informado previo a la realizacion de la cirugia. Ademas, este estudio fue aprobado por
el comité de ética del Instituto Nacional de Medicina Gendmica y se realizé con base
en los principios establecidos en la declaracion de Helsinki.

5.3 Evaluacién antropométrica

Se realizaron mediciones antropomeétricas como peso, talla, circunferencia de cintura y
circunferencia de cadera siguiendo procedimientos estandarizados y utilizando equipos
calibrados segun las normas de calidad establecidas internacionalmente (Lohman,
1998). Se calculé el IMC utilizando la férmula, peso en kilogramos dividido entre la talla
en metros elevada al cuadrado y el estatus de obesidad se definié de acuerdo con los

criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion del IMC segun la OMS

Valor (kg/m?) Significado
<185 Desnutricion
18.5-24.9 Normal
25.0-29.9 Sobrepeso
30.0-34.9 Obesidad grado |
35.0-39.9 Obesidad grado Il
> 40 Obesidad grado Il (mérbida)
IMC: indice de masa corporal. [Adaptado de Vega-Badillo, 2016; OMS, 2017]
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5.4 Mediciones bioquimicas

Las determinaciones bioquimicas se realizaron a partir de una muestra de sangre
periférica en el Departamento de Endocrinologia y Metabolismo de Lipidos del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), el cual cuenta
con la certificacion del College of American Pathologists, mediante procedimientos
estandarizados y reactivos comerciales. Las concentraciones séricas de glucosa,
colesterol total (CT) y triacilglicéridos (TG) se midieron a través de métodos
enzimaticos; los niveles de HDL usando &cido fosfotliingstico y Mg?*; la insulina sérica
por ensayos de radioinmunoanalisis; ademas, para la actividad de las transaminasas
en suero, aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT), se
utilizaron kits colorimétricos comerciales (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA).

El estatus de hipertrigliceridemia se definié con niveles séricos de TG 2150 mg/dL, la
hipercolesterolemia con niveles de colesterol total =200 mg/dL vy la
hipoalfalipoproteinemia con valores de colesterol HDL <40 mg/dL, de acuerdo con los
puntos de corte establecidos por el panel de tratamiento para los adultos NCEP-ATP lli
(National Institutes for Healt, 2002). El diagndéstico de diabetes se estableci
considerando un valor de glucosa sérica en ayuno 2126 mg/dL, diagndstico previo o
bien por el uso de hipoglucemiantes.

5.5 Cuantificacién de lipidos hepéaticos

La extraccion de lipidos del tejido hepatico se hizo con base en el método de Folch
(Folch, et al, 1957); para esto, se homogeneizaron 50 mg de tejido hepatico en
solucion salina fisiolégica (SSF, 0.9%), después, con una mezcla de cloroformo-
metanol (2:1) se recuperaron los lipidos de la fase organica, la cual se evapord con
nitrdgeno gaseoso y se resuspendid en isopropanol/triton X-100 al 10%. Finalmente,
para determinar las concentraciones de triacilglicéridos y colesterol total se realizaron
ensayos colorimétricos comerciales (Diagnostic Systes, Alemania); los valores

obtenidos fueron normalizados con la concentracion de proteina total.
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5.6 Diagnéstico histolégico

La evaluacion histoldgica se realizo en el Departamento de Patologia experimental del
INCMNSZ, mediante la tincion de hematoxilina—eosina y tricromico de Masson. El
diagnostico de HGNA se establecié siguiendo el método de Kleiner (Vega-Badillo,
2016). El método de Kleiner, se basa en la puntuacién NAS, la cual va de 0 a 8 y se
basa en la sumatoria del grado de esteatosis (0-3), inflamacién (0-3) y balonamiento
celular (0-2). Del mismo modo también se evalu6 el grado de fibrosis como se detalla
en la Tabla 3.

Con base en el NAS score, los grupos de estudio se clasificaron de la siguiente
manera: sujetos sin esteatosis (NAS= 0), sujetos con esteatosis simple (NAS= 1-2) y
pacientes con EHNA (NAS = 5). Aquellos participantes con una puntuacion de NAS= 3

— 4 fueron clasificados como indefinidos y no fueron incluidos en el analisis.

Tabla 3. Puntuacién de Kleiner de las caracteristicas histol6gicas para el diagnéstico de
HGNA.

Esteatosis Inflamacion lobular Balonamiento
% grasa Grado | Focos de inflamacion en zona | Grado . Grado
- Presencia
hepéatica lobular -20x por campo
< 5% 0 0 0
Poco 1
5-33% 1 <2 1
34 — 66% 2 2-4 2
Abundante 2
> 66% 3 >4 3
Presencia de fibrosis Estadio
Sin fibrosis FO
Fibrosis perisinusoidal o portal F1
Fibrosis perisinusoidal y portal/periportal F2
Fibrosis formando puentes F3
Cirrosis F4
Score: Sin EHNA: 0 — 2; indefinidos: 3 — 4; EHNA = 5. [Adaptado de Vega-Badillo, 2016]

5.7 Extraccion de ADN

La extraccion del ADNg se realizo a partir de 200uL de leucocitos obtenidos de sangre
periférica, utilizando el Kit QlAamp 96 DNA Blood (QIAGEN, Hilden, Alemania)
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siguiendo la metodologia indicada por el fabricante. Este método se basa en una
separacion por columnas. El procedimiento consiste en la lisis celular, la recuperacion
y purificacibn de ADN. Posteriormente se evalud la integridad y concentracion del
ADNg por medio de espectrofotometria en el equipo NanoDrop 2000c (Thermo Fisher,
Delawere, EUA).

Para realizar los ensayos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) dado que se trataba de un ensayo cuantitativo, se estableci6 como
criterio de inclusibn que las muestras tuvieran una concentracion de 70ng/uL
+15ng/uL, con relacién 260/280 entre 1.8 y 2.0, relacion 260/230 > 1.

5.8 Amplificacion del STR de HMOX1

La amplificacion del fragmento de la regién promotora del gen HMOX1 se llevé a cabo
mediante una PCR convencional; se disefaron los iniciadores con base en lo
reportado en la literatura para la amplificacion de la region (Chang PF, et al, 2015) y la
secuencia disponible en el GenBank para el cromosoma 22 (NG_023030.1, 2016),
teniendo el primer sentido marcado 5-6FAM-AGAGCCTGCAGCTTCTCAGA-3', y el
primer antisentido 5-ACAAAGTCTGGCCATAGGAC-3'. En la Tabla 4 se describen las

condiciones en las que se realizé la PCR.

Tabla 4. Condiciones utilizadas en la PCR para amplificar el STR de HMOX1.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Pre-incubacién 95 10° 1
Desnaturalizacion 94 1
Alineamiento 63 1’30 30
Extension 72 2'30”
Enfriamiento final 72 7 1
Se muestran las temperaturas, tiempo ("=minutos; "=segundos) y ciclos de cada una de las etapas de
la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa).

La longitud del amplificado se establecié a través de una PCR — in silico (Figura 11)
realizada en el sitio “UCSC: Genome Browser” (Universidad de California, EUA), cuyos
datos fueron corroborados en “Primer - Blast” (Maryland, EUA). Ademas, con estos
resultados también calculamos la cantidad de pares de bases en el amplificado que no
corresponden al (GT)n de HMOX1.
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UCSC In-Silico PCR

>chr22:35380799+3538089251127bp JAGAGCCTGCAGCTTCTCAGA ACAAAGTCTGGCCATAGGAC
AGAGCCTGCAGCTTCTCAGAtttccttaaaggttttgtgtgtgtetstst

stgtgtatgtatatatatatatattatatatatatatatatatattttc
tctaaaaGTCCTATGGCCAGACTTTGT

UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly

move [ <<< | << | < [ > [> [>>>]zoomin[15x | 3x | 10x [ base | zoom out| 1.5x | 3x [ 10x [ 100x |
chr22:35,380,799-35,380,925 |127 bp]| enter position, gene symbol, HGVS or search terms l

|chr22 ([CIERON 22p13 [E2pial 22pil .2

ICTS VTS o121 BERE] 220125 ([GTERY 015, 2 ITERGW |

Scale S0 bases}| | hese
L] chraz:| | 35,380,856| 35,380,960

‘Your Sequence from PCR Search
[ g

GENCODE v24 Comprehensive Transcript Set (only Basic displayed by default)
HMOX1

NCBI RefSeq genes, curated subset (NM_x, NR_z, and YP_¥) - finnotation Release 2016-07-27
M Allelic Variants
Gene Expression in 53 tissues from GTEX RNA-seq of 8555 samples (5768 donors)

Mot M

HaKa7Rc Mark (often Fou Liver (28.7 RPKM)

HMOX1 |

168 _
Layered H3K27AC

lenents) on 7 ¢ell lines from ENCODE

Figura 11. PCR-in silico. Recuadro rojo: tamafio del amplicdn; recuadro azul: localizacion
del fragmento; recuadro verde: expresion en higado. [Imagen modificada de UCSC In silico
PCR, 2017]

Para evaluar que el producto amplificado corresponde al fragmento esperado (tamafio
aproximado 128 pares de bases), se realiz6 una electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 2.5%, utilizando TAE (tris, acido acético y EDTA) 1x como buffer de corrida;
se tomo6 1uL del cromégeno, 4uL del producto de la reaccion y 4uL del marcador
alélico TAMRA de 100 a 500pb; lo corrimos a 65V por 30 minutos, Figura 12.

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5%. Carril 1 escalera alélica, 2 control, 3
— 16 muestras amplificadas, carril 17 blanco.

5.9 Electroforesis capilar de alta resolucién del (GT)n promotor de HMOX1

Para determinar el tamafio del fragmento amplificado se realizO una electroforesis

capilar de alta resolucion en el analizador ThermoFisher 3730 DNA Analyzer. La
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reaccion utilizada en esta etapa fue de 49.5uL de formamida para desnaturalizar al
ADN, 0.5puL de LIZ500 como marcador de tamafio y 1uL de ADN. Los fragmentos
fueron previamente marcados con el fluorocromo 6 — FAM, resultando un color azul
bajo una longitud de onda de 494 a 522 nm. Visualizamos los datos arrojados por el
analizador en el software GeneMapper (AB, Los Angeles California, EUA), con el que
hicimos la determinacién del tamafio del amplificado en pares de bases (pb) a través

de los electroferogramas generados (Figura 13).

EU3 15 HC 01 || || |
r HO-1 ]
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12813
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Figura 13. Electroferograma. Los picos més altos muestran el tamafio del fragmento, zona
sombreada delimitacién donde se espera el fragmento.

Al tener los datos de la longitud del amplificado, calculamos la cantidad de repetidos

con la férmula mostrada a continuacion:

amplicébn — pb no correspondientes al STR
2

No.de repetidos =

5.10 Validacion de datos con muestras de referencia

Para validar los resultados obtenidos, a la par del trabajo con el ADN de los pacientes,
analizamos tres muestras de secuencia conocida obtenidas del repositorio de Coriell,
las cuales tuvieron valores experimentales consistentes con lo reportado; variacion en

+1 pb, aceptada en el diagndstico clinico.
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Una vez que se obtuvo el tamafio aproximado del fragmento por electroforesis capilar
de alta resolucion, calculamos la cantidad de repetidos que habia en cada una de las
muestras, con base en la formula construida a partir de los datos generados por la
PCR in silico. A continuacion, mostramos un ejemplo de como se obtuvo el nimero de
repetidos (NR) en la muestra NA11930 del repositorio de Coriell, cuyo valor
experimental del amplicon fue 113.76 pb; este proceso se realiz6 de igual manera

tanto en las otras muestras de referencia como en las de los pacientes.

_ Amplicon — 69
B 2

113.76 — 69
R=——=

22
2

En este caso, el valor experimental (22 repetidos) coincidié con el reportado (23
repetidos), constatando asi que la metodologia era adecuada para el estudio de este

microsatélite.

5.11 Genotipificacion de los SNP rs2071746 y rs2071748 por sondas Tagman

El genotipo de cada una de las muestras se obtuvo a través de un ensayo con sondas
Tagman por PCR en tiempo real utilizando el equipo LightCycler 480 Il (Indiana, EUA),
con el software LightCycler 480 1.5.1.62 (Indiana, EUA) para la lectura y analisis de
resultados. Las sondas utilizadas fueron disefiadas por ThermoFisher (Delawere, EUA)
marcadas con los fluorocromos VIC (verde, A= 533 — 580 nm) en el alelo frecuente y
FAM (azul, A = 465 — 510 nm) para el alelo mutado; los cebadores para generar el
amplicdn de rs2071746 y rs2071748 se realizaron segun la secuencia del GenBank

para el gen HMOX1 (NG_023030.1) y la sonda fue generada por el fabricante.

Los resultados de la discriminacion alélica se muestran en la Figura 14, agrupandose
los homocigotos dominantes en la parte inferior izquierda con una fluorescencia verde,
los heterocigotos a la mitad del grafico en color rojo, mientras los homocigotos
recesivos se muestran en la parte superior derecha. Los datos de referencia sobre la
frecuencia de cada alelo, asi como el genotipo, se buscaron en la base de datos
Ensembl, con los identificadores de cada SNP, es decir rs2071746 y rs2071748 para la
especie humana (EMBL-EBI, 2017)
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Figura 14. Esquema de genotipificacién SNP rs2071746. Lado izquierdo placa donde se
colocan las muestras, en medio el equipo utilizado y a la derecha el grafico generado.

5.12 Andlisis de desequilibrio de ligamiento y construccion de haplotipos

Para calcular el desequilibrio de ligamiento entre cada una de las variantes analizadas
se utilizé el software HaploView 4.2 (Instituto Broad del MIT and Harvard, EUA), en
donde se analizaron los SNP introduciendo los datos del genotipo con la codificacion
numeérica segun el par de base de que se trate, es decir 1=A, 2=C, 3=G y 4=T; para el
microsatélite promotor el numero asignado fue 2=Cortos o 4=Largos. Se obtuvo el
equilibrio de Hardy-Weinberg, el cual mide la relacion entre la frecuencia alélica y la
genotipica, D’ que nos habla del nivel de heredabilidad conjunta que tiene un bloque
(D'ruerte > 8) y el coeficiente de correlacion (r?) con el que podemos estimar la
redundancia estadistica de estudiar dos variantes. También nos dice cuales son los
bloques o haplotipos mas frecuentes en la poblacion, ademas un analisis de

asociacion de los haplotipos con la enfermedad sin ajuste.

Alto (1)

rs2071746
rs2071748

(GT)n

-
N
w

9
Y

Bajo (0)

Figura 15. Mapa de calor desequilibrio de ligamiento. Blogue de las tres variantes
estudiadas del (GT)n de HMOX1, rombo rojo D’=100. [Modificado de HaploView, 2017]
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Los haplotipos generados en el software se muestran con las variantes en orden de su
localizacion, es decir, primero se ve la variante de rs2071746, después el microsatélite
y por el dltimo de rs2071748; teniendo los bloques A-largo—G, T-Corto-A, A-Corto-G y
T-Largo-A como los mas representativos.

5.13 Extraccién de ARN

El ARN de tejido hepatico fue extraido por el método de salting out, basandonos en el
protocolo de Triazol. Para esto, seguimos dos etapas, la primera trata de recuperar los
acidos nucleicos en general, lisando las células, eliminando proteinas y otros
contaminantes inherentes de la muestra; en la segunda, se purifica el ARN eliminando
el ADN. Posteriormente, se cuantificd la cantidad de ARN en la muestra utilizando el
equipo NanoDrop 2000c (Thermo Fisher, Delawere, EUA), con la misma metodologia y
cantidad que describimos en el apartado 5.4 de extraccion de ADN; para verificar la
calidad e integridad del ARN obtenido, utilizamos el chip Eukaryote total RNA Nano,
mediante la prueba RIN (RNA Integrity Number).
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T T
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Figura 16. Electroferogramas RIN. Se muestran los electroferogramas de dos muestras, la
primera con un RIN malo y la segunda de buena calidad. En la electroforesis sélo se
observan bandas de ARN ribosomal en la muestra 2.

5.14 Ensayo de expresion de HMOX1 por PCR en tiempo real

El ensayo por PCR en tiempo real se llevo a cabo en el equipo LightCycler 480 I
(Indiana, EUA), utilizando para la lectura y el analisis de resultados el software
LightCycler 480 1.5.1.62 (Indiana, EUA).

-41 -



Los cebadores que empleamos en esta etapa fueron disefiados con base en la
secuencia reportada en GenBank del ARNm de HMOX1 (NM_002133.2, 2017),
teniendo como primer sentido GGCAGAGGGTGATAGAAGAGG, primer antisentido
AGCTCCTGCAACTCCTCAAA. La sonda para medir la fluorescencia fue la no. 15 del
catdlogo de Roche, seleccionada de acuerdo con el amplicon de 73 nucleédtidos
generado. Debido a que nuestro gen es de baja a mediana expresion, el gen
constitutivo de referencia que elegimos fue hipoxantina fosforribosiltransferasa 1
(HPRT1) con la sonda 73 del catalogo de Roche. Se cuantifico la expresion del gen
HMOX1 con respecto al gen constitutivo midiendo la fluorescencia generada por Sybr
Green; para el andlisis consideramos el valor Ct (ciclo del umbral) como el nUmero de
ciclos minimos necesarios para que la sefial de fluorescencia pueda ser leida por el
detector, el cual nos permite cuantificar la cantidad cADN inicial al calcular la diferencia

del valor Ct en las diferentes muestras.
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Figura 17. Curva de expresion. Se muestra la cantidad de fluorescencia de cada muestra
en los diferentes ciclos de amplificacion. Lado izquierdo curva para el gen de estudio
HMOX1, lado derecho para el gen constitutivo HPRT.

5.15 Anélisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo por medio del programa SPSS v18.0
(Chicago, EUA). Con el fin de evaluar los rasgos antropométricos y bioquimicos de la
poblacion, calculamos la media + desviacion estandar para las variables continuas,
mientras para las variables ordinales establecimos la mediana con el rango intercuartil
de cada uno de los parametros. Empleamos la prueba t de Student para muestras
independientes con la finalidad de evaluar las diferencias entre grupos; valores de p

menor a 0.050 fueron considerados significativos.
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Para caracterizar al (GT)n de HMOX1, se calculo la frecuencia, mediana y moda de
manera conjunta, asi como dividiendo cada alelo y finalmente, en casos contra
controles; debido a las diferencias existentes entre los dos alelos, decidimos tomar
como punto de corte la mediana de cada uno, asi pues, para el alelo 1 cortos (C) < 29,

largos (L) = 29, mientras en el caso del alelo 2 C < 30, L = 30.

Mediante regresion multiple evaluamos si hay asociacion con el riesgo a desarrollar
EHNA teniendo las variantes del gen HMOX1, siguiendo los modelos genéticos aditivo,
dominante o recesivo; tomando como valor p significativo <0.050 y valor p tendencia
<0.150, la razén de probabilidades (OR, por sus siglas en inglés) mayor a 1 de riesgo y
OR<1 de proteccion. El analisis de correlacion con los parametros bioquimicos (AST,
ALT, "Y-GT, insulina, triacilglicéridos, colesterol total, HDL, LDL, colesterol total
hepético, triacilglicéridos hepaticos) e histoldgicos (esteatosis, balonamiento,
inflamacion, fibrosis, puntaje NAS) fue mediante un modelo de regresion lineal, de
igual forma, el valor de significancia menor a 0.050 y de tendencia menor a 0.150; en

este caso el riesgo se asocio un valor 3 positivo.

En ambas regresiones las covariables utilizadas fueron edad, género, porcentaje de

ancestria americana, IMC, diagnéstico de diabetes y nimero de ensayo.

Por altimo, para el andlisis de expresion génica calculamos la media de expresion *
error estandar con la prueba t de Student para muestras independientes, agrupando
segun la variable de interés, es decir, en los grupos de estudio, las variantes, los
parametros bioquimicos y los histoldgicos; en todos los casos las diferencias fueron
calculadas con pruebas no paramétricas para muestras independientes, considerando

estadisticamente significativas aquellas que tuvieran un valor p por debajo de 0.050.

Todos los graficos mostrados en este trabajo fueron realizados con el software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, California, EUA).
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6. RESULTADOS
6.1 Caracteristicas de la poblacién estudiada

De los 273 individuos con diagnéstico histolégico que se tenian disponibles, se
excluyeron aquellos pacientes con diagnostico de EHNA indefinida (n=30), por lo que
en este estudio se analizaron un total de 243 pacientes. La prevalencia del higado
graso en la cohorte analizada fue del 85%; de este porcentaje, el 31.3% presento
esteatosis simple, el 13.3% EHNA indefinida y el 55.4% restante presento
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), Figura 18. Las caracteristicas antropométricas y

bioquimicas de cada uno de los grupos se describen en la parte de anexos (Anexo ).

100+
904
80
70

% Individuos
3
1

c T T
Sin hallazgos HGNA Esteatosis simple EHNA indefinido
n=41 n=232 n=73 n=30

Prevalencia HGNA Entidades del HGNA

Figura 18. Prevalencia del HGNA en poblacion de estudio. HGNA: Higado graso no
alcohdlico; EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica. Se grafica frecuencia porcentual.

Con base en los anterior, clasificamos los grupos de estudio como: grupo control con
sujetos sin hallazgos histoldgicos mas esteatosis simple y casos con esteatohepatitis
no alcohdlica. El porcentaje de mujeres y la edad de los participantes fue similar entre
los grupos, Tabla 5; sin embargo, como se esperaba la prevalencia de diabetes fue
mas alta en el grupo de EHNA (p=0.009). Respecto a los parametros bioquimicos, los
pacientes con EHNA presentaron niveles significativamente mas altos de
transaminasas, Y-GT, triacilglicéridos (TG) séricos y TG hepaticos (p< 5x109);
asimismo, observamos alteraciones en las concentraciones de glucosa, insulina,

HOMA-IR, HDL y colesterol hepatico en el grupo de sujetos con EHNA (p< 0.05).

-44 -



Tabla 5. Caracteristicas de la poblacion segun los grupos de estudio seleccionados.

Sin EHNA EHNA Valor p*
114 129
Femenino, % 79.8 71.9 NS
Edad, afios 38+10 37+9 NS
IMC, Kg/m? 42.2 £6.0 44.3+£5.6 0.007
AST, UI/L 24 (20 -31) 31 (25 -48) 2x10°
ALT, Ul/L 23 (18-32) 34 (25 —48) 2x107
Y-GT, Ul/L 16 (12 — 22) 21 (17 -32) 5x10°
Glucosa, mg/dL 89 (76 — 99) 94 (83 — 106) 0.015
Insulina, pul/dL 9.7 (6.2 —13.6) 16.2 (10.6 — 23.0) 0.001
HOMA - IR 2.11 (1.32 - 3.20) 3.50 (2.41 —6.08) 0.002
Diabéticos, % 5.7 16.3 0.009
Colesterol, mg/dL 176 + 33 174 + 42 NS
HDL — C, mg/dL 39+10 34+9 0.001
LDL - C, mg/dL 110+ 28 105+ 36 NS
Triacilglicéridos, mg/dL 121 (90 — 158) 143 (115 - 202) 2x10°
CT hepético, mg/mg-proteina 0.10+0.04 0.15+ 0.09 0.009
TG hepdtico, mg/mg-proteina 1.20+0.79 3.28+1.70 1x10°®
Valores: Porcentaje, media = desviacién estandar o mediana (rango intercuartil).
* Calculada con prueba T de Student para dos muestras independientes.
IMC: indice de masa corporal; AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa;
Y-GT: Gamma-glutamil transpeptidasa; NS: no significativo.

6.2 Frecuencia, distribucién y analisis de riesgo del microsatélite promotor (GT)n
de HMOX1

En esta cohorte de obesos morbidos, el rango del STR del gen HMOX1 fue de 18 a 43
repetidos GT, mostrando una distribucién bimodal con picos en 22 y 30 repetidos,
representando el 12.2% y 36.5% de los valores mostrados, respectivamente. En este
sentido, tomamos un primer punto de corte para designar alelos cortos y largos de 29,

el cual representa la mediana estadistica de esta poblacién, Figura 19.
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Figura 19. Distribucion global del (GT)n de HMOX1. Se muestra la frecuencia porcentual
de los alelos cortos y largos los 243 sujetos incluidos. Circulo morado: mediana.
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Al establecer un corte en 29 repetidos, las frecuencias de los alelos CC (corto-corto),
CL (corto-largo) y LL (largo-largo) tanto en casos como controles fueron similares, por
tanto, no se observaron diferencias significativas entre el grupo sin EHNA vs EHNA
(RM=1.271, 1C(95%)=0.681-2.372, p=0.452); ademas, la frecuencia de los repetidos en
la poblacién no siguié el equilibrio de Hardy-Weinberg (p= 7.08x10), lo cual indica que

pude haber un sesgo en funcién del fenotipo o que se presenta consanguinidad.

Al analizar la frecuencia del (GT)n de HMOX1 por cada uno de los alelos (Figura 20),
se observé un comportamento diferencial; ya que el alelo 1 mostr6 una distribucién
bimodal, con un pico en 22 y un segundo pico en 30 (rango de 18 a 34 repetidos). La
moda observada para el alelo 1 fue de 30 repetidos (28.4% de los individuos) y la
mediana de 29. Mientras que para el alelo 2 se observé un sélo pico en 30 repetidos,
siendo la longitud del STR de 22 a 43 repetidos. La moda para el alelo 2 fue de 30

repetidos con una frecuencia de 46.1% y una mediana en 30.
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Figura 20. Distribucion del (GT)n de HMOX1 por cada alelo. La frecuencia de los
alelos se muestra en %. El numero en circulo establece la mediana.

Posteriormente, al analizar las diferencias en las frecuencias de cada uno de los alelos
entre los casos y los controles (Figura 21), se encontr6 que para el alelo 1 no se
observaron diferencias ni en las frecuencias ni en la longitud del repetido; no obstante,

para el alelo 2 se observé un mayor rango en los sujetos con diagnoéstico de EHNA.
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Figura 21. Distribucién del (GT)n de HMOX en controles y casos co diagnostico de
EHNA. Los graficos superiores muestran la distribucién del alelo 1 y los graficos inferiores
muestran la distribucion del alelo 2 en el grupo sin EHNA vs el grupo con EHNA. Las barras
azules obscuro indican los sujetos controles y las barras azul claro indican los casos con
EHNA. Los circulos indican la medina de la distribucion en cada uno de los grupos.

Debido a las diferencias en la distribucion de los dos alelos, para este estudio se
establecieron dos puntos de corte, con base en la mediana estadistica observada para
cada uno de los alelos del repetido. Asi, para el alelo 1 el corte se establecié en 29 y
para el alelo 2 el corte se estableci6 en 30 (Tabla 6). Al realizar un analisis del

equilibrio de Hardy-Weinberg para cada uno de los alelos se obtuvo un valor de 0.978.

Tabla 6. Clasificacion del (GT)n de HMOX1 con base en la mediana estadistica

Alelo 1 (mediana= 29) Alelo 2 (mediana= 30)
Clasificacion GT (n) Clasificacion GT (n)
C (117) 48.1% C (81) 33.3%
L (126) 51.9% L (162) 66.7%
Valores: (n total) %

Basados en la clasificacion establecida para la poblacion analizada, se observé una
frecuencia de los alelos CC del 16.5%, de los alelos CL del 47.7% y de los alelos LL
del 35.8%. Al realizar un andlisis comparativo de las frecuencias entre el grupo de

sujetos control vs el grupo de casos con EHNA, como se muestra en la Figura 22, se
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observd una frecuencia de los alelos CC (21.9%) de casi el doble en los sujetos sin
EHNA, al comparar con los que presentan EHNA (11.6%). Del mismo modo la
frecuencia de alelos largos ya sea en forma homocigota o heterocigota fue mayor en el
grupo de sujetos con EHNA vs el grupo de sujetos control (52.7% y 35.7% vs 42.1% y

36%, respectivamente).
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Figura 22. Genotipo del (GT)n de HMOX1 en casos y controles. Controles: Sin EHNA;
casos: EHNA. Barras moradas homocigotos cortos (CC), barras rosas heterocigotos (CL),
barras azules homocigotos largos (LL).

Posteriormente, al hacer un analisis del nimero de repetidos (GT)n de HMOXL1 con el
riesgo de EHNA, se observé una asociacién significativa con un mayor riesgo de
EHNA para los portadores de al menos un alelo largo, es decir siguiendo un modelo
dominante (CC vs CL + LL) (p = 0.024; RM=2.524; IC 95%=1.127 — 5.649). Ademas,
se observo una tendencia con mayor riesgo de EHNA al comparar el grupo de sujetos
homocigotos para los alelos cortos vs el grupo de sujetos homocigotos para los alelos
largos (CC vs LL) (p=0.105), Tabla 6.

Tabla 7. Andlisis de riesgo en el progreso a EHNA con el (GT)n de HMOX1.

Sin EHNA EHNA RM (IC del 95%) Valor p
CcC (25) 21.9% | (15)11.6% | CCvsCLvsLL | 1.273(0.830-1.952) 0.269

CL (48) 42.1% | (68)52.7% | CCvsCL +LL 2.524 (1.127 — 5.649) 0.024

LL | (41)36.0% | (46)35.7% CCvs LL 2.083 (0.857 — 5.059) | 0.105

Las asociaciones fueron ajustadas por edad, género, ancestria, IMC y diagnoéstico de diabetes.
RM: Raz6n de momios; IC: Intervalo de confianza; valores: (n total) %.
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Al realizar un analisis de asociacion del niumero de repetidos (GT)n de HMOX1 con los
parametros histologicos y bioquimicos relacionados con el HGNA, se observdé una
asociacion significativa del mayor numero de repetidos con un elevado grado de
inflamacion (p=0.050), puntaje de NAS (p=0.050) y aumento del grado de fibrosis
(p=0.021). Del mismo modo se observé una tendencia de asociacion con un mayor
grado de esteatosis (p=0.121) y balonamiento (p=135). En el andlisis con los
parametros bioquimicos, se observé una asociacion del microsatélite (GT)n de HMOX1
con menores niveles séricos de colesterol HDL (p=0.042), ademas de una tendencia

con elevacién en los niveles de ALT sérica (p=0.058)

Tabla 8. Asociacion del (GT)n de HMOX1 con los parametros histolégicos y bioquimicos del
HGNA

) LL vs CLvs CC CCvs CL +LL
Variables
Valor 3 (error) Valor p Valor @ (error) Valor p
Esteatosis 0.070 (0.119) 0.556 0.338 (0.217) 0.121
Balonamiento 0.086 (0.087) 0.324 0.240 (0.160) 0.135
Inflamacion 0.159 (0.100) 0.113 0.360 (0.184) 0.050
NAS 0.315 (0.263) 0.232 0.937 (0.481) 0.050
Fibrosis 0.111 (0.044) 0.012 0.192 (0.081) 0.019
ALT 5.463 (2.882) 0.230* 10.211 (5.243) 0.058*
AST 2.344 (3.147) 0.333* 5.306 (5.723) 0.932*
Y-GT -0.691 (1.803) 0.619* 0.402 (3.284) 0.889*
HDL -1.584 (0.948) 0.096 -3.533 (1.724) 0.042
LDL -3.859 (3.462) 0.266 -7.166 (6.323) 0.259
Colesterol -3.422 (3.935) 0.386 -8.064 (7.177) 0.263
Triacilglicéridos 10.490 (8.783) 0.539* 7.080 (16.095) 0.939*
CT hepético 0.016 (0.017) 0.340* 0.024 (0.034) 0.482*
TG hepético 0.337 (0.358) 0.350* 0.906 (0.726) 0.217*
Ajustado por edad, género, ancestria, IMC, diabetes
CT: Colesterol total; TG: triacilglicéridos; * Valor p calculado con valores normalizados

6.3 Polimorfismos de un sdélo nucledtido rs2071746 y rs2071748

6.3.1 Desequilibrio de ligamiento

En la literatura se reportan polimorfismos asociados con la expresion del gen HOMX1,

asi como con el microsatélite promotor (GT)n. Por esta razén, también estudiamos los
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SNP rs2071746, rs2071748, pues estas variantes pueden contribuir a entender mejor
la modulacién del gen y su relacion con enfermedades ligadas al estrés oxidativo
(Tanaka, et al, 2011; Sheu, et al, 2009; Song, et al, 2009).

Mediante un analisis de desequilibrio de ligamiento (DL), vimos que, en nuestra
poblacion de 243 individuos con obesidad mérbida, los SNP se encuentran en perfecto
DL entre ellos, con un valor de D’=1.000 y r?=1.000, significando que las mutaciones
se presentan siempre juntas y tienen la misma asociacion con la enfermedad. Por el
contrario, con el microsatélite ambos SNP tiene una asociacion baja con una D'=0.529,
valor de r°=0.171; esto quiere decir que no se trata de un bloque génico que se
presente de manera conjunta en todos los casos, ademas, la relacion de la expresion
de HMOX1 es variable con el STR y los SNP, Figura 23.
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Figura 23. Mapa de calor y posicién de las variantes. Imagen del lado derecho mapa de
calor para el desequilibrio de ligamiento; lado izquierdo posicién de las variantes en la
region génica. [Modificado de HaploView, 2017; LDIink, 2017]

6.3.2 Frecuencia, distribucion y analisis de riesgo en EHNA de rs2071746

Dado que los SNP estudiados estan en perfecto desequilibrio de ligamiento, ambos
tienen la misma frecuencia, distribucion y valores de asociacion en el analisis de este
trabajo, por lo tanto, sdlo presentamos los resultados del SNP rs2071746. En este
sentido, tenemos que la frecuencia genotipica (Figura 24) fue de 50.2% homocigoto
dominante, 42.8% heterocigoto y 7.0% homocigoto recesivo; la frecuencia alélica era

de 0.71 para el silvestre en los dos polimorfismos, 0.29 para el mutado.
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Figura 24. Frecuencia de rs2071746 en la poblacion total. Presencia de cada genotipo en

los 243 sujetos participantes.

De manera similar a los resultados anteriores, las frecuencias por casos y controles

son idénticas en ambos SNP. Asi, observamos que el homocigoto raro es mas
frecuente en los participantes sin EHNA (11.4%) cuando los comparamos con aquellos

que presentan EHNA (5.4%), aunque, las tendencias graficas son idénticas tanto en

controles como casos, Figura 25.
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OADOATE TT
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Figura 25. Frecuencia del SNP rs2071746 en casos y controles. Barras
homocigotos dominantes, barras azules heterocigotos, barras rosas homocigotos recesivos.

verdes

En el andlisis de riesgo, no se evidencié asociacién con el progreso a esteatohepatitis

no alcoholica. Sin embargo, observamos valores de tendencia bajo un modelo recesivo

(p=0.134), sugiriendo que ser homocigoto raro provee proteccion, Tabla 9.
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Tabla 9. Andlisis de riesgo para rs2071746 en casos y controles

Sin EHNA EHNA OR (IC del 95%) Valor p
AA (56) 49.1 (65) 50.4 AA Vs AT vs TT 0.904 (0.562 — 1.456) | 0.679
AT (45) 39.5 (57) 44.2
AA+ ATvs TT |0.415(0.132-1.310 0.134
T (13) 114 | (7)54 v ( )
A (163) 71.5] (181) 70.2
AvsT 0.886 (0.565 — 1.391 0.600
T (65) 285 | (77) 29.8 v ( )
IAjustado por edad, género, ancestria, IMC, diagndstico de diabetes.
OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza; valores: (n total) %

En la relacion de los SNP con los pardmetros histologicos, encontramos valores
significativos en un modelo recesivo con balonamiento (p=0.025), ademas, una
tendencia con disminuciéon de inflamacién (p=0.062), fibrosis (p=0.087) y puntaje de
NAS (p=0.085); en los bioquimicos no se encontré asociacion con ninguno de los
indicadores, pero si tendencia a menores niveles de la enzima Y-GT (p=0.053) y baja

en la acumulacion de triacilglicéridos hepéaticos (p=0.056).

Tabla 10. Asociaciéon de rs2071746 con parametros bioquimicos e histol6gicos del HGNA

Variables AAvs ATvs TT AA+ATvsTT
Valor @ (error) Valor p Valor @3 (error) Valor p
Esteatosis -0.017 (0.134) 0.901 -0.362 (0.310) 0.245
Balonamiento -0.121 (0.098) 0.216 -0.508 (0.226) 0.025
Inflamacion -0.018 (0.051) 0.724 -0.321 (0.122) 0.062
Fibrosis -0.002 (0.069) 0.978 -0.230 (0.163) 0.087
NAS -0.176 (0.297) 0.553 -1.191 (0.687) 0.085
ALT -0.563 (3.257) 0.887 -9.693 (7.498) 0.195
AST 0.150 (3.528) 0.129 -5.908 (8.146) 0.883
Y-GT 0.611 (2.024) 0.986 -7.488 (4.638) 0.053
HDL 1.361 (1.065) 0.203 1.867 (2.478) 0.452
LDL 0.215 (3.893) 0.956 0.970 (9.030) 0.915
Colesterol 0.626 (4.418) 0.888 3.136 (10.247) 0.760
Triacilglicéridos -15.272 (9.817) 0.495 -35.419 (22.771) 0.255
CT hepético -0.021 (0.019) 0.266 -0.055 (0.044) 0.223
TG hepatico -0.655 (0.394) 0.102 -1.813 (0.931) 0.056
Ajustado por edad, género, ancestria, IMC, diabetes
CT: Colesterol total; TG: triacilglicéridos
* Valor p calculado con valores normalizados

-52-




6.4 Frecuencia, distribucion y analisis haplotipos

Diversos trabajos demuestran que estudiar las variantes de un bloque génico en
conjunto pueden explicar en mayor medida la asociacion genética de éstas hacia un
fenotipo. Por lo tanto, evaluamos la relacion de los 4 haplotipos mas frecuentes en
nuestra poblacién con el progreso a EHNA; teniendo A-L-G (A-Largo-G) como el mas
comun, presente en el 51.5% de los participantes, seguido de T-C-A (T-Corto-A) con

21%, A-C-G (A-Corto-G) en 19.3% vy, finalmente, T-L-A (T-Largo-A) en 8.2%.
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A-Largo-G T-Corto-A A-Corto-G T-Largo-A
n=125 n =51 n =47 n=20

Figura 26. Frecuencia de los haplotipos en la poblacion total. Se muestra como se
distribuyen los bloques en los 243 individuos seleccionados.

Al dividir los diferentes haplotipos en casos y controles, vimos que el méas frecuente es
A-L-G en los sujetos con EHNA (59.2%) frente a los controles, mientras el haplotipo T-
C-A se presenta en mayor medida en los sujetos sin EHNA (24.0%); aunque las

diferencias son menos marcadas, como se observa en la Figura 27.
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Figura 27. Frecuencia de los haplotipos: casos y controles. Barras moradas el
haplotipo méas comun, es decir, A-Largo-G. Frecuencia porcentual.
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El analisis de riesgo, Tabla 11, mostro asociacion estadisticamente significativa entre
los haplotipos que presentan al menos un alelo largo con el riesgo a desarrollar EHNA,

resaltando A-Largo-G (p=0.010) con mayor significancia.

Tabla 11. Andlisis de riesgo de los haplotipos en casos y controles

Sin EHNA EHNA OR (IC del 95%) Valor p
A-largo-G (57) 49.9% (75) 58.1% 2.723 (1.274 — 5.818) 0.010
T-corto-A (27) 24.0% (20) 16.3% 1.249 (0.677 — 2.304) 0.476
A-corto-G (22) 19.0% (22) 17.5% 1.305 (0.717 — 2.377) 0.384
T-largo-A (8) 7.1% (12) 9.1% 1.859 (1.000 — 3.457) 0.050
Ajustado por edad, género, ancestria, IMC, diabetes
OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza; valores: (n total) %

Cuando analizamos la relacion del haplotipo A-L-G con los parametros histologicos
relacionados al HGNA, encontramos asociacion significativa con aumento de
esteatosis (p=0.050), balonamiento (p=0.017), puntaje de NAS (p=0.017) y fibrosis
(p=0.006); ademas, tendencia a mayor inflamaciéon (p=0.057). Asimismo, A-L-G se
asocié con concentraciones mas altas de ALT sérica (p=0.045); ademas, mostré una

tendencia con la disminucion de HDL sérica y acumulacién TG hepaticos.

Tabla 12. Asociacion del haplotipo A—Largo—G con parametros bioquimicos e histoldgicos.

Variables A-largo-G
Valor 8 (error) Valor p
Esteatosis 0.395 (0.203) 0.050
Balonamiento 0.358 (0.0148) 0.017
Inflamacion 0.330 (0.172) 0.057
NAS 1.083 (0.450) 0.017
Fibrosis 0.214 (0.076) 0.006
ALT 10.223 (4.917) 0.045
AST 6.286 (5.367) 0.818
Y-GT 1.394 (3.083) 0.818
HDL -2.886 (1.623) 0.077
LDL -3.226 (5.952) 0.589
Colesterol -5.844 (6.748) 0.388
Triacilglicéridos 13.500 (15.087) 0.598
CT hepético 0.039 (0.033) 0.252
TG hepatico 1.239 (0.705) 0.084
Ajustado por edad, género, ancestria, IMC, diabetes
CT: Colesterol total; TG: triacilglicéridos
* Valor p calculado con valores normalizados
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6.5 Anélisis de expresion del gen HMOX1

Para conocer la relacion de la expresion del gen con la enfermedad, el (GT)n de
HMOX1 y los SNP, hicimos andlisis de expresion tomando una subcohorte de 47
individuos al azar. En esta seccion sé6lo se muestran los graficos mas representativos,
no obstante, es importante mencionar que en la seccion de anexos se muestra el

analisis con los SNP y algunos parametros histologicos.

En este andlisis, al comparar los datos de expresion en sujetos sin esteatosis (0.488 +
0.158), sujetos con esteatosis simple (0.543 + 0.053) y sujetos con EHNA (0.762 +
0.058), encontramos que este Ultimo grupo presenta una mayor expresion del gen
HOMX1; teniendo diferencias estadisticamente significativas de aquellos con
esteatosis simple al comparar con EHNA (p=0.016); mientras en los sujetos sin
hallazgos y con EHNA las diferencias son de tendencia (p=0.069), Figura 28. En este

caso el valor de la diferencia entre grupos es de 0.023.
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Figura 28. Expresion del gen HMOX1 en la enfermedad. Valor p sobre lineas rojas,
significativo; cuadro rojo diferencias significativas. Se gréfica media + error estandar.

Al agrupar las muestras analizadas en controles (sin EHNA, 0.529 £+ 0.054) y casos
(EHNA; 0.762 = 0.058), la diferencia de medias para la expresion del gen es ain mas
significativa que en el caso anterior (p=0.006); mostrando de igual forma, que hay una
mayor expresion del gen en los participantes con EHNA, como se observa en la Figura
29.
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Figura 29. Expresién del gen HMOX1 en sujetos sin EHNA vs EHNA. Valor p sobre
linea roja, denota diferencias significativas. Gréafica media + error estandar.

Posteriormente, se analiz6 la relacion del microsatélite con los niveles de expresion del
gen HMOX1 en tejido hepético, aunque no se encontraron diferencias significativas
entre los diferentes genotipos del microsatélite, CC (0.589 + 0.089), CL (0.628 + 0.063)
y LL (0.825 + 0.120). Sin embargo, en la grafica se muestra una mayor expresion del
gen en los sujetos portadores del genotipo LL en comparacién con el genotipo CCy CL
(p anova=0.410).
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Figura 30. Expresion del gen HMOX1 con respecto al microsatélite promotor. Valor p
sobre lineas rojas, no significativo. Grafica media + error estandar.
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En contraste, cuando se analizé la correlacion de los niveles de expresion del gen
HMOX1 con los parametros histolégicos relacionados con el HGNA, se observé una
asociacion significativa de la expresion del gen HMOX1 con el grado de inflamacién
(p=0.012), encontrando niveles significativamente mas elevados de expresion del gen

en funcion del incremento del grado de inflamacién hepatica (Figura 31).
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Figura 31. Expresion génica de HMOX1 con el grado de inflamaci6n. Valor p sobre
lineas rojas; cuadro rojo mas significativo. Total = 47 muestras; media + error estandar.

Por ultimo, se realizdé un analisis de correlacion de la expresion de HMOX1 con los
parametros bioquimicos, como glucosa, insulina triacilglicéridos, colesterol y
transaminasas; sin embargo, sOlo se encontraron correlaciones positivas,
estadisticamente significativas, con los niveles de triacilglicéridos (r= 0.322, p= 0.031)

e insulina séricos (r= 0.324, p=0.042), Figura 31y Figura 32.
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Figura 31. Correlacién entre la expresion del gen HMOX1 con la concentracién de
triacilglicéridos. La recta muestra una correlacion positiva entre los niveles de expresion
del geny los triacilglicéridos circulantes.
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Figura 33. Correlacion de insulina con los niveles de expresion de HMOX1. Se muestra
una recta con correlacién positiva; indicando la elevacion de los nivles de expresion de
HMOX1 y la insulina.
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7. DISCUSION

El HGNA es un problema de salud publica en aumento a nivel mundial, el cual se
encuentra estrechamente relacionado con la presencia de otras alteraciones
metabdlicas como obesidad y diabetes. Ademas, diversos estudios han sefialado que
los hispanos son un grupo mas vulnerable a presentar esta condicion, en comparacion
con otras poblaciones como caucasicos o afroamericanos, poniendo de manifiesto que
el componente genético esta intimamente relacionado con el riesgo a desarrollar esta
hepatopatia (Castro, et al, 2015; Vega-Badillo, 2016; LaBrecque, et al, 2012).

En este estudio, la prevalencia de HGNA fue del 85%, este valor concuerda con lo
reportado en la literatura, pues se estima que en sujetos con obesidad severa esta
condicidn hepatica se presenta hasta en 90% (LaBrecque, et al, 2012). Los reportes
indican que en la poblacion mundial alrededor del 37% presenta EHNA, aunque en
nuestra cohorte la prevalencia de esteatohepatitis fue de 55.4%, esta diferencia podria
deberse al grupo de estudio de sujetos con obesidad moérbida, al método de
diagnostico utilizado o al componente genético hispano que sugiere una mayor
vulnerabilidad al desarrollo de esta enfermedad (Vega-Vadillo, 2016; Castro, et al,
2015).

Por otra parte, el 24.3% present6 diabetes y dentro de este grupo la prevalencia de
HGNA era de 91.5%, resaltando la relacion que existe entre esta enfermedad con el
dafio hepatico, aunque no es un valor representativo de la poblaciéon ni concuerda con
la prevalencia reportada en diabéticos de HGNA (Vega-Badillo, 2016; Castro, et al,
2015; LaBrecque, et al, 2012).

El objetivo de este trabajo fue estudiar tres variantes en el gen que codifica para la
enzima HO-1, el microsatélite promotor (GT)n de HMOX1, ademas los SNP rs2071746
y rs2071748, en el progreso de esteatosis simple a EHNA, ya que, siguiendo la teoria
de la fisiopatologia de esta enfermedad, en este punto es donde las moléculas
oxidantes generadas por las alteraciones que provocan los cumulos de lipidos en la
célula juegan un papel crucial en el dafio que presentan los hepatocitos, es decir un
estado inflamatorio cronico, la pérdida de la forma celular (balonamiento) y apoptosis,
por lo que el higado no puede funcionar adecuadamente (Castro, et al, 2015; Chang
PF, et al, 2015).
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Bajo este supuesto, aquellas personas con la capacidad de sobreexpresar enzimas
antioxidantes, como la HO-1, tendrian considerablemente un riesgo menor de
progresar a un estadio mas severo de la enfermedad, como la EHNA, ya que estas
enzimas coadyuvan a neutralizar las moléculas oxidantes formadas (Bernal, 2016;
Chang PF, et al, 2015; Martin, et al, 2013).

Previamente, un trabajo realizado por Chang PF et al, realizado en el 2015, sugirio la
relacion del microsatélite del promotor (GT)n de HMOX1 con la esteatosis hepética en
nifios obesos, diagnosticada por ultrasonido. En el presente trabajo se busco
determinar si el microsatélite del gen HMOX1, también participa en la progresion del
dafio hepatico o en el desarrollo de EHNA, dado que, en esta cohorte de sujetos con
obesidad severa, se obtuvo un diagnéstico por evaluacién histolégica, el cual no sélo
cuantifica el grado de esteatosis, si no también el grado de inflamacién y dafio hepético

(balonamiento hepatocelular).

El comportamiento del microsatélite (GT)n de HMOX1 en esta cohorte de poblacion
mexicana fue similar al reportado en otros estudios, de tipo bimodal (Chang PF, et al,
2015; Lublinghoff, et al, 2009; Sheu, et al, 2009), al dividir por casos y controles la
longitud del STR es mayor en los sujetos con EHNA; el rango en el que se encuentra
el microsatélite va de 18 a 43 repetidos, siendo mayor que lo reportado por Cérdoba y

colaboradores en el afio 2012 para un grupo de estudio de poblacién mexicana.

Dado que no existe un consenso sobre la metodologia mas adecuada para establecer
puntos de corte para el microsatélite (GT)n de HMOX1, ya que, en la mayoria de los
estudios, como el de Cordoba utilizan los reportados en la literatura para poblaciéon
europea (25 repetidos), otros siguen el de 27 repetidos que usan algunos estudios
asiaticos, sin tener una explicacion clara del porqué las diferentes clasificaciones.
También existen trabajos que toman en cuenta la moda, mediana o los picos que se
generan en la distribuciébn bimodal (Pechlaner, et al, 2015; Qiao, et al, 2014;
Ldblinghoff, et al, 2009).

En nuestro estudio, establecimos dos puntos de corte en funcion de la distribucion del
repetido en nuestra poblacion; el primero fue considerando los dos alelos a la vez,
encontrando que la media en esta poblacién fue de 29, la cual tomamos como punto

de corte; sin embargo, debido a que el valor del equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W)
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fue muy bajo, y que cada uno de los alelos presento un comportamiento diferente,
pues mientras un alelo presentdé una distribucion bimodal, el otro alelo sélo tenia un
pico en 30 repetidos, se descartd este analisis. Por lo tanto, decidimos clasificar cada
alelo por separado con base en la mediana, tomando en cuenta que solo se trata de
una clasificacion de referencia para hacer el andlisis de asociacion, de esta forma la

distribucion de alelos siguio el equilibrio de H-W.

Estudiar el equilibrio de H-W es importante porque cuando se encuentra cercano a 1
se siguen las leyes de la segregacion independiente de Mendel, es decir, no tenemos
un sesgo hacia ningun genotipo, ni hay consanguinidad que pueda estar moviendo los
valores de asociacién; en este sentido, un meta-andlisis realizado por Qiao y
colaboradores en el 2014, hablé de la importancia de este equilibrio en los estudios
que se realizan en torno al (GT)n de HMOX1, debido a que en la mayoria de los
articulos no se realiza, por lo tanto el punto de corte que eligen puede estar sesgando
los resultados. En nuestro caso, el punto de corte elegido de acuerdo a cada alelo, nos

muestra que no hay sesgo que pueda estar interviniendo en el analisis de asociacion.

De esta forma, observamos que el analisis de asociacion del microsatélite con el riesgo
de EHNA, sugiere que presentar al menos un alelo largo (modelo dominante) aumenta
el riesgo de desarrollar EHNA en casi 2.5 veces en comparacion con los sujetos que
no presentan alelos largos, (RM= 2.524; IC (95%)= 1.127-5.649; p=0.024), lo cual es
consistente con lo reportado el estudio de Chang PF et al, donde también observan
una asociacién significativa con un mayor riesgo de esteatosis hepatica (RM= 18.84;
IC (95%)=; p=0.025).

Las diferencias en el intervalo de confianza y la RM del estudio de Chang PF con este
pueden estar dadas por el numero de individuos analizados, el hecho de que nosotros
trabajamos con sujetos adultos o el tipo de diagndstico, ya que la histologia permite
tener un analisis mas fino de la enfermedad, estratificando entre sus diferentes etapas,
mientras con la imagenologia so6lo se pueden detectar grados avanzados de esteatosis
y no permite diferenciar entre las dos entidades de HGNA; por lo tanto, la RM que

nosotros obtuvimos puede ser menor por estar dirigido sélo al progreso a EHNA.

El estudio de este microsatélite también nos aporté datos interesantes sobre los

parametros histologicos y bioquimicos relacionados al HGNA, pues bajo un modelo
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dominante para el alelo largo, se observa un mayor riesgo a presentar fibrosis, asi
como una tendencia a inflamacion y puntaje de NAS, lo cual indica que no sélo esta
implicado en la esteatosis hepética sino en la progresion a estadios mas severos de la
enfermedad hepética; aunado a lo anterior, vimos una disminucion en los niveles
séricos de HDL, ademas de la tendencia a aumentar la concentracion sérica de la
enzima ALT, confirmando que este promotor (GT)n de HOMX1 se relaciona con un

dafo hepético severo (Bernal, 2016; Santoyo, 2016).

A pesar de que nuestro principal interés era la asociacion con el microsatélite
promotor, las variantes como los SNP rs2071746 y rs2071748 en el gen HMOX1, que
también han sido estudiados, pueden explicar en mayor medida la expresion génica de
esta enzima, pues se dice que las tres variantes son parte de un bloque génico, como
lo demuestran Sheu et al en su estudio publicado en 2009 realizado en poblacion
asiatica (Sheu, et al, 2009).

En nuestro estudio los SNP se encontraron en perfecto desequilibrio de ligamiento
entre si, con una D’=1 concordando con los resultados de Sheu, sin embargo, el (GT)n
de HMOX1 tiene un valor de D’ de 0.5 y r? igual a 0.171 con ambos SNP, indicando
gue las mutaciones no siempre se heredan juntas y su relacion con la enfermedad
puede ser variable (Song, et al, 2009; Tanaka, et al, 2011). Por lo cual decidimos

analizar los SNP de manera independiente.

En particular, los SNP tienen una frecuencia alélica del alelo mayor (A o G, seguin sea
el caso) de 0.710, siendo un valor muy parecido al reportado en la base de datos de
ENSEMBL, pues para el alelo “A” del SNP rs2071746 la frecuencia es de 0.727,
mientras para el alelo “G” del SNP rs2071748 es de 0.750. En cuanto al genotipo,
rs2071746 y rs2071748 tienen una frecuencia de homocigotos recesivos de 0.070, lo
cual es consistente con 0.078 para TT y 0.062 de AA, reportado en ENSAMBL. El
hecho de que alélica y genotipicamente tengamos valores parecidos a lo reportado
para poblaciones mexicoamericanas, asi como un equilibrio de H-W de 0.972, nos
habla de que los individuos incluidos en el estudio no estan sesgados hacia ningun
genotipo en particular, siendo mas confiables los resultados a pesar del namero
reducido de la muestra analizada (EMBL-EBI, 2017).
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Asi pues, en el analisis de riesgo no encontramos valores significativos ni de tendencia
para ninguno de los SNP; solo se tuvo una asociacion estadisticamente significativa
con balonamiento celular (p = 0.025). Los resultados obtenidos concuerdan con los
trabajos publicados en torno al SNP rs2071746, pues en la mayoria llegan a la
conclusion de que este SNP no tiene relacion con la expresion génica de HMOX1, por
lo tanto, tampoco con las enfermedades ligadas cuando se tienen poblaciones de mas
de mil individuos (Qia, et al, 2014; Bao, et al, 2010; Song, et al, 2009; Lublinghoff, et al,
2009).

Por el contrario, analizar los haplotipos nos arrojé un resultado significativo, pudiendo
indicar que, a pesar de no estar en perfecto desequilibrio de ligamiento, estudiar estas
variantes como un bloque es importante para evaluar el riesgo genético que HMOX1
aporta al desarrollo de EHNA. Este tipo de analisis es una herramienta que se ha
utilizado en estudios previos donde se quiere conocer la relacion que tienen diversas
variantes de un gen con el desarrollo de una enfermedad, como es el caso del estudio
de Sheu et al del 2009, donde analizaron el (GT)n de HMOX1, rs2071748, rs2071746 y
rs5755720, encontrando que el haplotipo Cortos—-TG daba un mejor resultado que

cuando estudiaban las variantes por separado.

En nuestro trabajo, el haplotipo A-Largo—G es el mas frecuente en la poblacién
general, con un mayor porcentaje 51.5%, estadisticamente significativo, en los casos
(RM=2.723; 1C=1.274-5.518; p=0.012), ademas, este haplotipo tiene una asociacion
significativa con mayor balonamiento (p=0.017), fibrosis (p=0.006), puntaje de NAS
(p=0.017), concentraciones séricas de ALT, asi como una tendencia al aumento de la
inflamacion (p=0.057) y triacilglicéridos hepéticos (p=0.084), disminucién de HDL
(p=0.077).

Las asociaciones encontradas nos muestran que el haplotipo también tiene relacion
con los parametros bioguimicos e histoldégicos propios del deterioro hepatico en esta
enfermedad, asi como sus estadios mas avanzados, por lo que en conjunto con las
pruebas séricas de laboratorio podria ser un buen predictor de dafio. No obstante, es
necesario hacer estudios en poblaciones mas grandes para corroborar los hallazgos
(Bernal, 2016; Santoyo, 2016; Castro, et al, 2015; Song, et al, 2009).
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En general, esta parte genética sugiere que tener al menos un alelo largo, asi como el
haplotipo A—Largo—G incrementa el riesgo para desarrollar EHNA, resultado que es
consistente con los estudios entorno a estos polimorfismos, pues se habla de que
tener repeticiones largas de Guanina—Timina (GT) podria producir una conformacion Z-
ADN que impide a los factores de transcripcién encontrar su sitio de reconocimiento,
produciendo una baja en la transcripcién y traduccion de la enzima HO-1 (Song, et al,
2009; Sheu, et al, 2009; Chang PF, et al, 2015).

Esta asociacion con los parametros bioquimicos e histolégicos es interesante porque
podriamos pensar que la enzima y los metabolitos que genera son capaces de reducir
el estrés oxidativo en la célula, disminuyendo la lipoperoxidacion; lo que se traduce en
la disminucion del balonamiento, inflamacion y necrosis, reflejdndose en el decremento
de los niveles séricos de ALT, una enzima intracelular que sélo se eleva en la
circulacién cuando hay rotura de las células, muy sensible a las patologias hepaticas
(Chang PF, et al, 2015; Henry, et al, 2010; Bernal, 2016; Santoyo, 2016).

En contraste con lo anterior, cuando hicimos el analisis de expresion génica teniamos
mayores niveles de HMOX1 en el estadio mas severo del HGNA o EHNA (p=0.023)
como en los grados mas avanzados de esteatosis (p = 0.007) e inflamacién (p =
0.012); ademas se observd una correlacién positiva de los niveles de HMOX1 con

triacilglicéridos (p = 0.031) y con insulina (p = 0.042).

El hecho de que haya una expresion incrementada del gen HMOX1 en estos
parametros podria parecer contradictorio a lo expuesto en la mayoria de los trabajos,
no obstante, es importante tener varios aspectos en consideracion, pues al existir un
dafio hepatico tan marcado, los altos niveles de expresion de HO-1 que estamos
encontrando pueden ser resultado de un mecanismo de respuesta antioxidante por

parte de la célula ante la gran cantidad de ERO que se estan produciendo.

Ademas, no hubo una asociacion significativa de ninguna de las variantes con la
expresion génica, por lo que tal vez haya algunas otras modulaciones del
microambiente que estén interviniendo en la expresion, mas alla de los polimorfismos
estudiados; asimismo, se ha encontrado que el rango de sobreexpresion en el que
actia la enzima es delimitado, ya que en un ambiente oxidativo como el que presentan

los sujetos metabdlicamente comprometidos, las moléculas prooxidantes como el
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hierro libre pueden estar contribuyendo al dafio hepatico que se presenta
(Scheingraber, et al, 2009; Sheu, et al, 2009; Kramer, et al, 2013).

Otro punto para tomar en cuenta es que las variantes pueden estar modulado la
expresion génica de manera distinta en cada individuo segun el microambiente, el
tejido del que se trata y la interaccidbn que exista entre genes, pues en un estudio
realizado en 2009 por Sheu et al en poblacion americana como la nuestra, también
hubo una asociacion del alelo largo con mayores niveles de la enzima, ellos al

correlacionarlo con mediciones séricas de ésta.

Una desventaja importante de este estudio es que solo se incluyeron individuos con
obesidad severa, metabdlicamente comprometidos, por lo que no tenemos un punto de
comparacion de los niveles de expresion de HMOX1 en sujetos sanos que nos permita
determinar si los niveles de expresion de HMOX1 se encuentran alterados para ver los
efectos del gen sobre metabolitos secundarios y la sefializacion antioxidante (Ntube, et
al, 2013; Sheu, et al, 2009).

No obstante, existen estudios in vivo realizados en modelos animales que demuestran
que HO-1 provee efectos citoprotectores en el hepatocito, resultando en la disminucion
de esteatosis y produccion de citocinas proinflamatorias (Hinds, et al, 2014). Tal es el
caso del estudio realizado por Ntube y colaboradores en el 2013, quienes evaluaron
los efectos de HO en un modelo murino con obesidad y diabetes tipo 2, encontrando
que la administracién de hemina (promotor de la expresién de HO en hepatocitos)
resultaba en la reduccion de las concentraciones de triacilglicéridos y colesterol, asi
como en la inhibicidbn de citocinas proinflamatorias y quimiocinas, condicionando la
disminucién de dafio hepatico, balonamiento celular, inflamacion e incluso fibrosis
(Ntube, et al, 2013).

En resumen (Figura 34), los resultados de este trabajo experimental indican que los
sujetos mexicanos con obesidad mérbida tienen un riesgo aumentado de desarrollar
esteatohepatitis no alcohdlica con mayores niveles de fibrosis y disminucion de las
HDL cuando tienen al menos un alelo largo del microsatélite promotor (GT)n de
HMOX1. De igual, forma presentar el haplotipo A-L-G incrementa el riesgo a EHNA

con mayor balonamiento, fibrosis, puntaje de NAS y niveles séricos de ALT.
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A pesar de que los niveles de expresion correlacionaron con EHNA, inflamacion,
triacilglicéridos e insulina, no se vio relacion alguna con las variantes génicas
estudiadas, por lo que en la modulacion de la expresion génica pueden estar

interviniendo otros factores no analizados en el presente estudio.

Genotipo STR
CLSLL

(+) Fibrosis
-) HDL

[ 1 Esteatohepatitis | Asociacién A Expresion | Correlacion ({:} !I:]ic:::?l’lalfclz:‘idos
no alcohdlica génica HMOX1 ‘g
- (+) Insulina

] (+) Balonamiento
Haplotipo | Asociacion (+) NAS
A—Largo—G (+) Fibrosis

(+) ALT

Cohorte de obesos morbidos mexicanos

Metabdlicamente comprometidos

Figura 34. Resumen del estudio. Relacion de las variantes génicas relevantes, niveles de
expresion, esteatohepatitis no alcohdlica y parametros séricos e histolégicos asociados.
Lineas azules significancia estadistica; lineas rojas sin asociacion. [Olivares-Arévalo,
Marisol, 2018]
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8. CONCLUSIONES

1. La prevalencia de higado graso no alcohdlico en esta muestra de poblacion
mexicana con obesidad severa fue del 85%, concordando con lo reportado en la
literatura para este grupo poblacional. De los cuales, el 31.3% present0 esteatosis

simple y 55.4% esteatohepatitis no alcohdlica.

2. La presencia de al menos un alelo largo en el microsatélite promotor (GT)n de
HMOX1 (CL o LL) confiere un mayor riesgo para el desarrollo de esteatohepatitis no
alcohdlica y se asocié con un mayor grado de fibrosis, lo que sugiere que esta

implicado en la progresion a estadios mas severos del dafio hepatico.

3. En contraste, los SNP rs2071746 y rs2071748, localizados en la regiébn promotora
del gen HMOX1 no se asociaron significativamente con el riesgo de EHNA en esta

cohorte de sujetos con obesidad morbida.

4. El haplotipo del microsatélite y los SNP’s estuadiados en este trabajo, A—Largo-G,
se asocio significativamente con un mayor riesgo de presentar esteatohepatitis no
alcohdlica, asi como grados avanzados de balonamiento, puntaje de NAS, fibrosis y
niveles séricos de ALT, lo cual sugiere una regulacion mas compleja de gen HMOX1.

5. Los sujetos con esteatohepatitis presentaron mayores niveles de expresion génica
de HMOX1. Ademas, la expresion del gen se asocié positivamente con un mayor
grado de balonamiento y mayores niveles séricos de triacilglicéridos e insulina, lo cual
sugiere su participacion en el metabolismo hepatico y su participacion en el desarrollo
y progresion del HGNA.
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9. PERSPECTIVAS

A lo largo del desarrollo de este trabajo y con en base en las conclusiones obtenidas,
planteamos las siguientes expectativas, considerando que aun faltan muchos estudios

para poder incluir alguna variante génica como biomarcador en el diagndstico clinico:

Realizar ensayos de citotoxicidad en hepatocitos con altas concentraciones de lipidos
y glucosa, para observar el efecto citoprotector de HOMX1 y relacionar con los

estudios de expresion enzimatica segun la longitud del repetido.

Estudiar las caracteristicas del repetido y los SNP rs2071746, rs2071748 en diferentes
grupos de edad, para determinar si HOMX1 es un factor de riesgo para desarrollar

higado graso no alcohélico en edades tempranas.

Relacionar la expresion de HOMX1 con otras enzimas que puedan intervenir en
situaciones de estrés oxidativo en el hepatocito, asociadas con los niveles altos de

acidos grasos libres.

Validar los hallazgos de este estudio en una muestra con un mayor numero de
individuos que sea representativa para la poblacibn mexicana, relacionando con
evidencia histolégica la asociacion del microsatélite promotor (GT)n de HMOX1 con los
diversos estadios de la enfermedad; asimismo, determinar la sensibilidad vy
especificidad como biomarcador sérico para el diagnostico de higado graso no

alcohélico.
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11. APENDICE

Anexo 1. Caracteristicas de la poblacién en general

Sin hallazgos Esteatosis simple EHNA
(41) (73) (129)
Femenino, % 80.5 79.5 71.9
Edad, afios 39+11 38+9 37+9
IMC, Kg/m? 41.3+5.7 42.8+6.0 44.3+5.6
Diabéticos, % 53 5.9 16.3
Glucosa, mg/dL 90 (77 — 100) 88 (75— 94) 94 (83 — 106)
Insulina, pUI/dL 9.1 (4.9-12.0) 10.8 (7.7 - 14.3) 16.2 (10.6 — 23.0)
HOMA - IR 2.17 (1.20-2.91) 2.07 (1.57-3.32) | 3.50(2.41-6.08)
AST, UI/L 24 (20 - 32) 25 (20 - 31) 31 (25 -48)
ALT, UI/L 21 (17 -31) 25 (19 - 33) 34 (25 - 48)
Y-GT, Ul/L 14 (11 - 22) 16 (12.5 - 22.5) 21 (17 - 32)
CT, mg/dL 167 + 29 181+ 35 174 £ 42
HDL — C, mg/dL 39+9 114 + 29 34+9
LDL — C, mg/dL 102 + 26 167 £ 29 105 + 36
TG, mg/dL 105 (78 — 140) 127 (97 — 169) 143 (115 - 202)
CT hepético, mg/mg-p 0.10+ 0.04 0.10+0.04 0.15+ 0.09
TG hepético, mg/mg-p 0.86 £ 0.66 1.44 + 0.81 3.28+£1.70

Valores: numero total, porcentaje; media + desviacion estandar, mediana (rango

intercuartil).

IMC: indice de masa corporal; AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: alanina

aminotransferasa;

Y-GT: Gamma-glutamil

transpeptidasa;

HDL:

Colesterol de

lipoproteinas de alta densidad; LDL: Colesterol de lipoproteinas de baja densidad; TG:

Triacilglicéridos; mg-p: miligramos de proteina.

Anexo 2. Andlisis de riesgo del progreso a EHNA con (GT)n de HMOX1, corte en 29

Sin EHNA EHNA OR (IC del 95%) Valor p
cc (41) 36.0% | (40)31.0% | CCvsCLvsLL | 1.129(0.773-1.649) | 0.530
CL (40)35.1% | (47)36.4% | CCvsCL+LL | 1.271(0.681—2.372) | 0.452
LL (33)28.9% | (42)32.6% CCvsLL 1.390 (0.640 — 3.018) | 0.406

Ajustado por edad, género, ancestria, IMC, diagnostico de diabetes.
OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza; valores: (n total) %
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Anexo 3. Expresion del gen HMOX1 segun el genotipo del SNP.
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Valor p sobre lineas rojas. Total 48 muestras; media +

modelo aditivo. lado derecho dominante.

error estandar; lado izquierdo

Anexo 4. Expresion génica con el grado de esteatosis
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media = error estandar.

Valor p sobre lineas rojas; cuadro rojo: méas significativa. 47 muestras en total. Gréfica
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Anexo 5. Expresion del gen HMOX1 en el grado de balonamiento celular
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Valor p sobre linea roja. Total = 47 muestras; media + error estandar; BO: sin hallazgos,
B1-3: algun grado de balonamiento celular.

Anexo 6. Expresién génica de HMOX1 en el puntaje de NAS.
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Valor p sobre lineas rojas; cuadro rojo: mas significativo. Total = 47 muestras. Se grafica
media % error estandar.
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