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Resumen:

ANTECEDENTES

Desde el 2020 se ha propuesto la implementacion de una nueva nomenclatura para la
enfermedad de higado graso, previamente conocida como NAFLD (non-alcoholic liver
disease). El higado graso es considerado la manifestacion hepatica de un trastorno
multisistémico, que es heterogénea en sus causas subyacentes, su presentacion, su
evolucion y su pronostico (1). Por este motivo se propuso el término enfermedad de higado
graso asociada a disfuncion metabolica (MAFLD, por sus siglas en inglés). La nueva
terminologia reconoce la complejidad de la fisiopatologia, asi como el papel que diversos
factores heterogéneos desenvuelven en el desarrollo de la misma, incluyendo el origen
étnico, el sexo, los habitos dietéticos, la predisposicion genética, la edad, el microbiota

intestinal y el estado metabolico (2).

Hoy en dia no existe un consenso general sobre los criterios para definir la "salud
metabolica" la cual indica un riesgo alto o bajo de enfermedad cardiometabolica, varias

directrices tienen recomendaciones basadas en la evidencia para la evaluacion del riesgo.
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Los criterios para definir el estado de "salud metabolica" suelen basarse en la definicion de
sindrome metabdlico propuesta por el ATP III, los cuales consideran las alteraciones en la
tension arterial, los niveles de colesterol, triglicéridos y colesterol HDL, asi como la

presencia de prediabetes, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) o resistencia a la insulina (IR)

3).

De acuerdo con la Asociacion Americana para el Estudio de las Enfermedades Hepaticas
(AASLD, por sus siglas en inglés), el diagnostico de NAFLD, inicia con la demostracion
histologica o por imagen de esteatosis hepatica, seguida de la excusion de otras causas,
principalmente la ausencia de ingesta significativa de alcohol (4). En México, de acuerdo

con la guia de préctica clinica mexicana (4) la ingesta significativa de alcohol se considera:

e >15 bebidas estandar por semana en un periodo de 2 afios en hombres (210 gr de
alcohol).
e >10 bebidas estandar por semana en mujeres en un periodo de 2 afios (140 gr de

alcohol).

Sin embargo, el cambio en la terminologia de NAFLD por MAFLD trae consigo una serie
de criterios diagnosticos cardiometabolicos que consideran todos los factores asociados
que existen entorno a la enfermedad. Los criterios propuestos para un diagnostico positivo
de MAFLD se basan en pruebas histoldgicas (biopsia), de imagen o biomarcadores
sanguineos de acumulacion de grasa en el higado (esteatosis hepatica), ademas de uno de
los de los tres criterios siguientes: sobrepeso/obesidad, presencia de DMT2 o evidencia de
disregulacion metabolica. Esta ultima se define por la presencia de al menos dos

anormalidades de riesgo metabdlico, dentro de las cuales se considera:

e Circunferencia de cintura >102/88 cm en hombres y mujeres caucésicos (0 >90/80
cm en hombres asiaticos y mujeres)

e Tension arterial >130/85 mmHg o tratamiento farmacoldgico especifico
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e Triglicéridos plasmaticos >150 mg/dl o tratamiento farmacoldgico especifico

e (olesterol HDL en plasma <40 mg/dl para hombres y <50 mg/dl para mujeres o
tratamiento farmacologico especifico

e Prediabetes (es decir, niveles de glucosa en ayunas de 100 a 125 mg/dl o 2 horas
después de la carga niveles de glucosa de 140 a 199 mg/dl o HbAlc de 5.7 % a 6.4
%

e Evaluacion del modelo de homeostasis de la puntuacion de resistencia a la insulina
>2.5

e Nivel plasmatico de proteina C reactiva de alta sensibilidad >2 mg/L

En los ultimos anos se ha observado una tendencia al alza de la prevalencia de MAFLD.
En el 2018 se reportaba una prevalencia global del 25% (5), para el 2019 y 2022 del 29.8%
(6) y del 32.4% (7) respectivamente. Esto ha dado como resultado que la MAFLD se
posicione como la primera causa de enfermedad hepatica cronica a nivel mundial,
afectando aproximadamente a un cuarto de la poblacion adulta mundial (8). Este aumento
en la prevalencia de la enfermedad se ha visto influenciado por la creciente epidemia de
obesidad y diabetes mellitus. Se estima que alrededor del 50% de los adultos que padecen
sobrepeso y obesidad desarrollan MAFLD. La MAFLD no solo se ha establecido como
una enfermedad de adultos sino también como una enfermedad que afecta a nifios y

adolescentes (9).

Por otro lado, en los individuos con un peso normal, se ha visto que la prevalencia de
MAFLD también es alta. Sin embargo, a diferencia de los pacientes con sobrepeso y
obesidad, la prevalencia varia ampliamente dependiendo la poblacion, con un rango del 5
al 26%. Cabe resaltar que los pacientes con peso normal o IMC dentro de rangos normales

(18.5-25 kg/m2) constituyen del 5-50% de los casos totales de MAFLD (10).
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Hoy en dia es ampliamente conocido que la evolucion de la historia natural de la
enfermedad conduce al desarrollo de fibrosis, cirrosis y en algunos casos carcinoma
hepatocelular. Estas etapas avanzadas de la enfermedad se han establecido como las
principales causas de morbilidad y mortalidad en los pacientes con MAFLD (11). A pesar
de ello, la importancia de un diagnostico temprano y oportuno de MAFLD no solo radica
en la prevencion de las complicaciones a nivel hepatico, sino también de todas aquellas
que se manifiestan extrahepaticamente. La enfermedad cardiovascular, la diabetes mellitus,
la enfermedad renal crdnica, el cancer hepatico y extrahepatico son algunas de las

complicaciones extrahepaticas que pueden desarrollar los pacientes con MAFLD (12).

MARCO DE REFERENCIA

El hecho de que no todos los adultos obesos desarrollen MAFLD sugiere que los factores
ambientales y/o genéticos pueden influir en la susceptibilidad de cada individuo. En un
estudio que se realizd en gemelos, se determind que la esteatosis hepatica asociada a
MASLD vy la fibrosis hepatica son rasgos hereditario (13). Se estima que alrededor del 25%
y 75% del deposito de grasa hepatica y la variabilidad de MAFLD se hereda (14). Diversos
estudios de prevalencia en gemelos han demostrado que la prevalencia de MAFLD en

gemelos monocig6ticos es mayor en comparacion a gemelos dicigoticos

(15). Los estudios familiares indican que los familiares de primer grado de una persona con
cirrosis relacionada con MAFLD tienen una probabilidad de 12.5 veces mayor de fibrosis
hepatica aguda que la poblacion en general, el conjunto de esta informacion ha evidenciado

el factor genético de esta enfermedad tan compleja (16).

A diferencia de enfermedades monogénicas, la heredabilidad de rasgos complejos incluye
miles de variantes genéticas que son comunes y que se encuentran distribuidas a lo largo de

todo el genoma. A través de los estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS, por sus
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siglas en inglés) se han logrado identificar varios polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP,

por sus siglas en inglés), los cuales afectan la gravedad y la progresion de MAFLD (14).

Actualmente se han descrito mas de 10 SNP relacionados al desarrollo de MAFLD, entre
ellos se destacan variantes genéticas de PNPLA3, TM6SF2, GCKR, MBOAT7, SAMMS0,
APOC3, entre otros (16).

La asociacion mas fuerte que se ha encontrado entre un SNP y MAFLD es el que esta
asociado con la fosfolipasa similar a la patatina 3 (PNPLA3, por sus siglas en inglés),
también conocida como adiponutrina, esta enzima se expresa principalmente en higado,
retina, piel y tejido adiposo. Es codificada por el gen PNPLA3, ubicado en el cromosoma
22 (17). A través de GWAS se identifico la variante rs738409 C > G, p.1148M, también
conocida como variante [148M, y su asociacion con MAFLD. Esta variante surge a partir de
una mutacion de transversion de nucledtidos de citosina a guanina en el codon 148 que
provoca el cambio de aminoacido de isoleucina a metionina (15). La enzima de tipo salvaje
facilita la hidrolisis de triglicéridos, por otro lado, la variante 1148M promueve la
acumulacion de lipidos intracelulares en el higado debido a la reduccion de la hidrolisis de
triglicéridos asi como de la secrecion de particulas de lipoproteinas de baja densidad
(VLDL) (18). La progresion de MAFLD hacia esteatohepatitis y fibrosis, es un proceso
dindmico influenciado por diversos factores, dentro de las cuales destacan los factores
genéticos (5). Se ha visto en poblacion de origen europeo que los sujetos homocigotos para
el alelo de riesgo 1148M tienen un riesgo 3.3 veces mayor de desarrollar esteatohepatitis y

fibrosis hepatica.

En un contexto relacionado, el gen GCKR, localizado en el cromosoma 2 (2p23.3), también
se ha vinculado a MAFLD (19). Inicialmente estudiado en los afios noventa en relacion
con la DMT?2, se descubri6 que las variantes genéticas de GCKR se asocian con niveles
bajos de glucosa plasmatica y niveles elevados de lipidos hepaticos. Codificando la

proteina GKRP, que regula la actividad de la glucocinasa en hepatocitos, se ha
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identificado el polimorfismo rs780094 como relevante en relacion con concentraciones de
triglicéridos y glucosa plasmatica en ayunas (20). El alelo mayor (C) se asocia con niveles
reducidos de triglicéridos, pero mayores niveles de glucosa plasmatica en ayunas, mientras
que el alelo menor (T) se relaciona con niveles mas bajos de glucosa plasmatica e insulina,
y mayores niveles de triglicéridos, estableciendo una asociacion directa con el desarrollo de
MAFLD (21-23). Estas evidencias genéticas subrayan la compleja interaccién entre

factores genéticos y la patogénesis de MAFLD.

Ademas de los factores genéticos y ambientales, la composiciéon y diversidad de la
microbiota intestinal también han surgido como elementos clave en la patogénesis de la
MAFLD. El término de microbiota hace referencia al conjunto de microorganismos
(bacterias, hongos, arqueas, virus y parasitos) que reside en las distintas partes del cuerpo
humano de forma simbiotica. Trillones de estos microorganismos se encuentran a lo largo
del tracto gastrointestinal, donde ayudan a mantener 3 funciones fisioldgicas del sistema
digestivo: la digestion, el metabolismo y la proteccion. Se ha identificado que el intestino
grueso es donde hay una mayor porcion de estos microorganismos, siendo los filos
dominantes los Firmicutes y Bacteroidetes. Adicionalmente se ha observado que la
proporcion Firmicutes:Bacteroidetes esta correlacionada con la susceptibilidad individual
a enfermedades como la obesidad. La composicion y funcion de la microbiota dependen de
diversos factores del huésped y del entorno, como la dieta, la actividad fisica, el uso de
medicamentos, la actividad circadiana y la localizacién geografica. En afios recientes se

ha estudiado como influye la microbiota intestinal en el desarrollo de MAFLD (24).

A través del eje intestino-higado se ha establecido la relacion bidireccional entre el
intestino, junto con su microbiota, y el higado, la cual surge como resultado de las
interacciones entre las sefiales generadas por factores dietéticos, genéticos y ambientales.
En condiciones fisiologicas la interaccion reciproca entre la microbiota y el higado se
establece a través de la vena portal, la cual transporta los productos derivados del intestino

al higado, y la retroalimentacion de bilis y anticuerpos del higado al intestino. Sin embargo,

Fundacién Clinica Médica Sur, A.C. | Investigacion cientifica |



@® rundacion Clinica

MedicaSur

en condiciones patoldgicas como lo es MAFLD hay un disfuncion de la barrera epitelial
intestinal causada principalmente por el consumo de dietas altas en grasas, la cual se traduce
en el aumento de la permeabilidad intestinal. Este cambio en la permeabilidad favorece que
los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) provenientes de microorganismos
y los metabolitos derivados de las acciones de la microbiota intestinal sobre sustratos
exogenos (de la dieta y la exposicion ambiental) y enddgenos (4cidos biliares y
aminoacidos) puedan llegar al higado a través de la vena porta y promover un estado
proinflamatorio, lo que a su vez favorece la progresion de MAFLD hacia esteatohepatitis y

fibrosis hepatica (25).

En el andlisis del perfil metataxondmico, el cual se centra en la estructura y distribucion de
diversos taxones dentro de la microbiota intestinal, se evidencia un notable contraste entre
individuos sanos y aquellos diagnosticados con MAFLD. Es importante destacar que estos
cambios no son estaticos, sino que varian de acuerdo con las fases clinicas especificas de
la enfermedad (26). En el contexto de MAFLD, se han identificado alteraciones
consistentes en la composicion de la microbiota intestinal, estas modificaciones se
manifiestan a diferentes niveles taxondmicos desde el phylum hasta los géneros bacterianos
(27). A nivel de phylum (aumento de Proteobacteria), familia (aumento de
Enterobacteriaceae y disminucion de Rikenellaceae y Ruminococcaceae) y géneros
(aumento de Escherichia, Dorea, Peptoniphilus y disminucién de Anaerosporobacter,
Coprococcus, Eubacterium, Faecalibacterium y Prevotella) (28). Los cambios en la
abundancia de géneros bacterianos pueden influir en la capacidad de la microbiota para
realizar funciones clave, como la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) y

la modulacion de la respuesta inmunoldgica (29).

Investigaciones recientes han explorado como la variacion gendmica humana, incluyendo
los SNP, puede influir en la composicion de la microbiota intestinal (30). Algunos ejemplos
son las variantes de los genes MEFV, FUT2 y NOD?2, los cuales estin asociados con

cambios significativos en la abundancia relativa de ciertas especies bacterianas en el
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intestino de individuos con enfermedad de Crohn y enfermedad inflamatoria intestinal,
respectivamente (31-33). No obstante, ha surgido la intriga por saber si alguno de los SNP
asociado a MAFLD puede influir en la determinacion de la composicion de la microbiota
en los individuos que padecen la enfermedad. En un estudio que evaluaba los SNP de
PNPLA3, TM6SF2, MBOAT7 y HD17BI13 y su relacion con la variacién del perfil
metataxondmico de la microbiota hepatica. En este estudio se observéd que los portadores
de los alelos de riesgo rs738409 y rs58542926 de los genes PNPLA3 y TM6SF2
respectivamente, presentaban un enriquecimiento significativo de los miembros de la clase
Gammaproteobacteria, incluyendo los géneros Enterobacter y Pseudoalteromonas,
respectivamente. Asi mismo, mediante la construccion de un puntaje de riesgo poligénico
se demostro que el efecto combinado de los alelos de riesgo explica el 7.4% de la variacion
de los taxones a nivel de género (34). Sin embargo, es importante destacar que este estudio
se centrd en la microbiota hepdtica, y existe una notable falta de investigaciones que
exploren la relacion entre la variacion genémica humana y la composicion de la microbiota
intestinal en MAFLD. Aunque se ha comenzado a abordar esta brecha en la literatura, como
lo demuestra un estudio reciente, este se restringio a explorar el efecto aditivo de la variante
1148M de PNPLA3 y la composicion de la microbiota intestinal en la fraccion de grasa

hepatica (35).

PLANTEAMIENTO

En los ultimos afios, se ha destacado la complejidad y heterogeneidad de la MAFLD
revelando la existencia de multiples factores que influyen en su desarrollo y progresion.
Entre estos factores, se han identificado la genética y la microbiota intestinal como
elementos clave. Previamente hemos abordado como la genética y la microbiota intestinal
se asocian a la MAFLD; mediante la presencia de SNP relacionados a la regulacion del
metabolismo de los lipidos, vias de sefalizacion proiinflmatorias, la sefializacion de la
insulina, el estrés oxidativo, la fibrogénesis y mediante el eje intestino-higado, la disbiosis
intestinal y los metabolitos microbianos, respectivamente. No obstante, la MAFLD es una
enfermedad compleja que resulta de la interaccion de multiples mecanismos
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fisiopatoldgicos. Con el presente estudio proponemos dilucidar la relacion entre los SNP
asociados a MAFLD y la microbiota intestinal, especificamente como la presencia de los
SNP influye en la determinacion de la composicion de la microbiota intestinal en
individuos con MAFLD. La combinacion de enfoques genéticos y microbiomicos permitira
obtener una vision mas completa de los mecanismos subyacentes a la MAFLD,
estableciendo un puente crucial entre la variabilidad genética y la respuesta de la
microbiota intestinal en el contexto de esta enfermedad hepatica.

(Existe una asociacion entre los polimorfismos de PNPLA3 (rs738409) y GCKR
(rs7800094)y la composicion metataxonomica de la microbiota intestinal en
individuos con MAFLD?

JUSTIFICACION

La relevancia de este protocolo de investigacion radica en la creciente prevalencia de la
MAFLD en nuestra poblacion, reflejando un aumento preocupante en los factores de riesgo
asociados. La alta frecuencia de la enfermedad plantea una preocupacion significativa para
la calidad de vida de los individuos afectados, asi como para la carga econdomica y temporal
que implica su manejo clinico. Esta investigacion se justifica por su contribucion
significativa a la comprension de la interaccion entre los genes asociados ala MAFLD y la
composicion del microbiota intestinal. La identificacion de variantes génicas prevalentes en
nuestra poblacion proporcionara informacion valiosa sobre la susceptibilidad genética a la
enfermedad. Ademas, profundizar en los aspectos fisiopatologicos de la MAFLD mejorara
nuestro conocimiento teorico. Los resultados satisfaran la necesidad de informacion crucial
para disefiar intervenciones clinicas especificas y, considerando la creciente prevalencia de
la MAFLD, la prioridad de abordar este problema de salud publica se destaca como un
aspecto fundamental de la investigacion propuesta.

OBJETIVO

Principal

Determinar si existe una asociacion entre los polimorfismos de PNPLA3 (rs738409),
GCKR (rs780094) y la composicion metataxonémica de la microbiota intestinal en
individuos con MAFLD.
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Especificos

Identificar la frecuencia de los polimorfismos de PNPLA3 (rs738409) y GCKR (rs780094)
en la poblacion de estudio.

Determinar la composicion taxondmica de la microbiota intestinal

Analizar el grado de asociacion entre los polimorfismos PNPLA3 (rs738409) y GCKR
(rs780094) y la composicion metataxondémica y funcional de la microbiota intestinal de la
microbiota intestinal.

Secundarios

Analizar el grado de asociacion entre las caracteristicas clinicas (IMC, peso, talla, tension
arterial, indice cintura-cadera, riesgo cardiovascular, presencia de comorbilidades),
bioquimicas (glucosa, insulina, hemoglobina glicosilada, colesterol total, colesterol LDL,
colesterol HDL, triglicéridos, AST, ALT, GGT, FA, proteina C reactiva, acido urico, de
imagen (elastografia hepatica) con los polimorfismos de PNPLA3 (rs738409) y GCKR
(rs780094) y la composicion metataxondémica y funcional de la microbiota intestinal.

Analizar el grado de asociacion entre los polimorfismos PNPLA3 (rs738409) y GCKR
(rs780094) y la severidad de MAFLD.

Analizar el grado de asociacion entre la composicion metataxondmica de la microbiota
intestinal y la severidad de MAFLD.

HIPOTESIS

Hipétesis nula (H0): No hay una asociacion significativa entre los polimorfismos de
PNPLA3 (rs738409) y GCKR (rs7800094) y la composicion metataxondmica de la
microbiota intestinal en individuos con MAFLD.

Hipotesis alterna (H1): Existe una asociacion significativa entre los polimorfismos de
PNPLA3 (rs738409) y GCKR (rs7800094) y la composicion metataxonomica de la
microbiota intestinal en individuos con MAFLD.
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MATERIALES Y METODOS

Universo de estudio. Poblacion de estudio
Adultos mexicanos de 18 a 70 afios, de ambos sexos, sin hepatopatia crénica.
Tamarno de la muestra.

Los célculos considerados, fueron para dos escenarios: para una potencia del 80 y 90. Para
cada una de ellas, se consideraron, dentro de las estimaciones estandarizadas de la
distribucion del numero de sujetos necesarios para detectar diferencias medias que
representen cambios 2.0 veces. El calculo del tamafno de la muestra se realizd de acuerdo
con la prevalencia reportada de cada variante a estudiar de 0.57 y 0.77 para PNPLA3 (36,
37)y de 0.33 para GCKR (38). En este escenario, considerando que el alelo GCKR presenta
una prevalencia menor, el tamafio de muestra estimado basado en esta variante se adoptara
como el tamafio de muestra global para el estudio.

PNPLA3

Potencia= 80 Potencia=90 P = 0.57

P=0.57 Alfa Hipotesis Unilateral = 0.05 Diferencia =
Alfa Hipoétesis Unilateral = 0.05 2

Diferencia = 2 N=356

N=282

Potencia= 80 Potencia=90 P = 0.77

P=0.77 Alfa Hipotesis Unilateral = 0.05
Alfa Hipétesis Unilateral = 0.05

Diferencia =2 Diferencia =2

N= 64 N=82

GCKR

Potencia= 80 Potencia= 90

P=0.33 P=0.33

Alfa Hipétesis Unilateral = 0.05 Alfa Hipétesis Unilateral = 0.05
Diferencia =2 Diferencia=2

N=346 N=462
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Muestreo

No probabilistica

CRITERIOS DE SELECCION.
Criterios de Inclusion.

e Criterios de Seleccion:

e Criterios de Inclusion.

e Tener entre 18-70 afios

e Tener consentimiento informado

e Ambos géneros

e Estar libre de la ingesta de antibidticos en los ultimos 3 meses

¢ Sin enfermedad gastrointestinal aguda

¢ Sin hepatopatia cronica de etiologia viral, alcohdlica o autoinmune

Cumplir con uno de los criterios diagnésticos de MAFLD

o Indice de masa corporal >25 kg/m?
e Diagnostico de diabetes mellitus tipo 2

En pacientes sin diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 y con un IMC <25 kg/m?
cumplir con dos de los siguientes:

e Circunferencia de cintura >102/88 cm en hombres y mujeres caucésicos (0
>90/80 cm en hombres asiaticos y mujeres)

e Tension arterial >130/85 mmHg o tratamiento farmacoldgico especifico

e Triglicéridos plasmaticos >150 mg/dl o tratamiento farmacoldgico especifico

e (olesterol HDL en plasma <40 mg/dl para hombres y <50 mg/dl para mujeres
o tratamiento farmacologico especifico

e Prediabetes (es decir, niveles de glucosa en ayunas de 100 a 125 mg/dl o 2
horas después de la carga niveles de glucosa de 140 a 199 mg/dl o HbAlc de
5.7%a6.4%

e Evaluacion del modelo de homeostasis de la puntuacion de resistencia a la
insulina >2.5
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e Nivel plasmatico de proteina C reactiva de alta sensibilidad >2 mg/L

Criterios de exclusion.

e Ingesta de antibioticos en los ultimos 3 meses
e Enfermedad gastrointestinal aguda
e Cirugia bariatrica

Criterios de eliminacion.

e Retiro del consentimiento informado
e Larecoleccion de datos es incompleta

Definicion de variables

Independientes. CAUSA) Dependientes. (EFECTO)
Variable Escala (intervalo, Variable Escala (intervalo,
ordinal, nominal) ordinal, nominal)
Acido urico Cuantitativa  continua Abundancia relativa de | Intervalo (porcentaje)
(mg/dL) Bacteroidetes Firmicutes
Actinobacteria
Proteobacteria
ALT Cuantitativa  continua Perfil metataxonomico | Nominal (especie
(UI/L) de la microbiota | bacteriana especifica)
intestinal
AST Cuantitativa  continua
(UI/L)
Circunferencia Cuantitativa  continua
abdominal (cm)
Colesterol HDL Cuantitativa continua
(mg/dL)
Colesterol LDL Cuantitativa continua
(mg/dL)
Colesterol total Cuantitativa continua
(mg/dL)
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Independientes. CAUSA)

Dependientes. (EFECTO)

Variable Escala (intervalo, Variable Escala (intervalo,
ordinal, nominal) ordinal, nominal)
Consumo de alcohol en | Cuantitativa continua
la dieta (gramos/dia)
Consumo de fructuosa | Cuantitativa continua
en la dieta (gramos/dia)
Consumo de grasa en la | Cuantitativa continua
dieta (gramos/dia)
Edad Cuantitativa  continua
(afios)
FA Cuantitativa  continua
(UI/L)
GCKR (rs7800094) Nominal
CCCTTT
GGT Cuantitativa continua (UI/L)
Glucosa Cuantitativa continua
(mg/dL)
Hemoglobina glicosilada | Cuantitativa continua
(porcentaje)
Indice cintura-cadera Cuantitativa

continua (valor numérico)

Indice de Masa Corporal | Cuantitativa continua
(IMC (kg/m?
Insulina Cuantitativa continua
(mcU/ml)
MBOAT?7 (rs641738) Nominal CCCT TT
Peso Cuantitativa continua (kg)
PNPLAS3 (rs738409) Nominal CC CG GG
Proteina C reactiva Cuantitativa continua
(mg/dL)
Riesgo cardiovascular Cuantitativa continua
(porcentaje)
Sexo Nominal
Hombre
Mujer
Talla Cuantitativa continua (m)
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Independientes. CAUSA)

Dependientes. (EFECTO)

numérico)

Variable Escala (intervalo, Variable Escala (intervalo,
ordinal, nominal) ordinal, nominal)
Tension arterial Cuantitativa continua
(mmHg)
TMG6SF?2 (rs58542926) Nominal CCCT TT
Triglicéridos Cuantitativa continua
(mg/dL)
APRI Cuantitativa continua (valor
numérico)
FIB-4 Cuantitativa continua (valor

Parametro de atenuacion
controlada medida por

Intervalo (db/m) Categoérica
S0: 02233

elastografia transitoria S1:234 a268
S2:269 a 300
S3:301 a 400
Rigidez hepatica Intervalo (kPa)
medida por Categorica
elastografia 1.FO-F1: <7

Descripcion de procedimientos

Definiciones operacionales

Acido trico: producto de oxidacion, via xantino oxidasa, de oxipurinas tales como la
xantina y la hipoxantina. Producto final de oxidacién del catabolismo de la purina en seres

humanos

ALT: enzima del metabolismo intermedio, que cataliza la transferencia de alanina al 4cido

acetoglutarico, formando 4cido oxalacético y acido pirtvico.

AST: enzimas del metabolismo intermedio, que catalizan la transferencia de grupos amino

del &cido aspartico al &cido acetoglutarico, formando acido oxalacético y acido piravico.

Circunferencia abdominal: Es la medicion de la distancia alrededor del abdomen en un

punto especifico.
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Colesterol HDL (c-HDL): lipoproteina de alta densidad. El c-HDL se produce en el
higado y en el intestino. La principal proteina de las moléculas de HDL es la apo A-I (peso
molecular 28 000 Da)

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

Colesterol: forma parte de las membranas celulares, sirve como precursor de todas las
hormonas esteroideas, acidos biliares, y de la vitamina D

Edad: tiempo transcurrido a partir del nacimiento del paciente, expresado en afios

Elastografia transitoria (ET): se basa en el hecho de que la velocidad de la propagacion
de una onda de corte elastica depende de la rigidez (o elasticidad) del medio. Cuanto mas
duro es el medio, mas rapido se propaga la onda de corte. Se obtendran 2 mediciones: el
parametro de atenuacion controlada (CAP, expresado en dB/m), como indicador de
esteatosis y LSM (Liver Stiffness Measurement, expresado en kPa) como indicador de
rigidez hepatica

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

FA: enzima que cataliza la conversion de un monoéster ortofosforico y agua en un alcohol
y ortofosfato.

Fibrosis hepatica: esteatosis o esteatohepatitis no alcohdlica con puentes de fibrosis
periportal, portal o sinusoidal (45). Para el protocolo se definira acorde a la clasificacion de
estadios definidos por valores de elastografia transitoria.

Fructuosa: monosacérido que se encuentra en frutas dulces y la miel, soluble en agua,
alcohol o éter.
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Gamaglutamil transferasa (GGT): prueba de funcion hepatica, denominada enzima de
colestasis, cuya funcion es romper determinados enlaces entre moléculas y transferir grupos
gamma glutamil.

Glucosa: es un monosacarido cuya funcion principal es producir energia para el ser vivo y
poder llevar a cabo los procesos que ocurre en el cuerpo como: la digestion, Itiplicacion de
células, reparacion de tejidos, entre otros. Asimismo, la glucosa es uno de los principales
productos de las fotosintesis y combustible para la respiracion celular.

Grasa: ésteres glicerol de un acido graso o de una mezcla de 4acidos grasos. Son
importantes en la dieta como fuente de energia

Hemoglobina glicosilada: fraccion de la hemoglobina circulante que sufre glicosilacion.
Se utiliza como un pardmetro analitico que estima el control metabdlico de la diabetes
mellitus en las cuatro semanas anteriores a la extraccion de sangre.

Indice cintura-cadera: El indice cintura-cadera es la relacion que resulta de dividir el
perimetro de la cintura de una persona por el perimetro de su cadera, ambos valores en
centimetros (cm).

indice de masa corporal (IMC): es un indicador antropométrico que se calculara al
dividir el peso (en kilogramos) entre la estatura (en metros) al cuadrado, y se expresara
como kg/m2

Insulina: hormona proteica segregada por las células beta del pancreas. La insulina
desempefia un papel fundamental en la regulaciéon del metabolismo de la glucosa,
generalmente promoviendo la utilizacion celular de la glucosa. También es un regulador
importante del metabolismo proteico y lipidico [85]

Obesidad: acumulacion excesiva de grasa corporal que puede ser perjudicial para la salud.
En adultos el diagnéstico se establece si el IMC es superior a 30 kg/m?

Perfil metatoxomico de la microbiota intestinal: Se refiere a la composicidon taxondmica
de las bacterias presentes en la microbiota intestinal. La metataxonomia es un enfoque que
utiliza técnicas de secuenciacion del ADN para identificar y clasificar las especies
bacterianas presentes en una muestra de microbiota intestinal.

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

Peso: indicador de masa corporal total necesario para detectar alteraciones en el estado
nutricio; se expresard en kilogramos

Polimorfismo de un solo nucledtido: Variacion genética comln que ocurre en un solo
nucleotido de la secuencia de ADN.

Polimorfismo rs1260326 de GCKR: polimorfismo de un solo nucledtido que ocurre en el
gen GCKR (Glucokinase Regulatory Protein) en el que hay un cambio de citosina por
timina (C>T) también conocida como variante P446L.

Polimorfismo rs738409 de PNPLA3: polimorfismo de un solo nucledtido que ocurre en
el gen PNPLA3 (Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3) en el que hay un
cambio de citosina por guanina (C>G) en el codon 148 del gen, también conocida como
variante [148M.

Presion arterial: La presion arterial es la fuerza que ejerce la sangre circulante contra las
paredes de las arterias, que son grandes vasos por los que circula la sangre en el organismo.
Su determinacion incluye dos mediciones: la presion sistolica, que se mide durante el latido
del corazéon (momento de presion maxima), y la presion diastolica, que se mide durante el
descanso entre dos latidos (momento de presion minima).

Proteina C reactiva: Proteina que sintetiza el higado cuando se presenta inflamacion o
dafio de un tejido en el cuerpo.

Riesgo cardiovascular: Probabilidad de que una persona sufra un episodio de enfermedad
cardiovascular (infarto de miocardio o un accidente cerebrovascular) durante un periodo
determinado, por ejemplo 10 afios.
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Sexo: la totalidad de las caracteristicas de las estructuras reproductivas y sus funciones,
fenotipo y genotipo, que diferencian al organismo masculino del femenino.

Sobrepeso: indicador nutricional establecido si el IMC es superior.

Talla: se compone de la suma de cuatro componentes: las piernas, la pelvis, la columna
vertebral y el craneo; es un indicador de crecimiento lineal expresado en centimetros (-)

Triglicéridos: lipidos plasmaticos insolubles en medio acuoso
Descripcion de procedimientos
Cuestionario

e Mediante la utilizacion de cuestionarios estandarizados (historia clinica):

e Nombre:
e [FEdad:
e Sexo:

e Antecedentes familiares y personales de:

e MASLD o NAFLD: Si/No.

e Cirrosis: Si/No.

e Carcinoma hepatocelular: Si/No.

e Consumo de alcohol: Si/No.

e Alcoholismo: Si/No.

e Tabaquismo: Si/No.

e Toxicomanias: Si/No

e Cardiopatia isquémica: Si/No.

e Dislipidemias: Si/No.

e Hipertension: Si/No.

e Consumo de farmacos o medicina tradicional hepatotdxicos: Si/No.
e Diagnostico o antecedente de hepatitis viral: Si/No.

e Otras causas de hepatopatia (acumulacion de metales, autoinmune, trasplante): Si/No.

Cuestionario de consumo de alimentos: Recopilar informacion detallada sobre los
patrones de alimentacion y las elecciones dietéticas de los individuos en los ultimos 7 dias.

Cuestionario Internacional de Actividad Fisica (IPAQ) version corta: La version corta
de este cuestionario pregunta por las horas y minutos de actividad fisica vigorosa,
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moderada y caminata realizada en los ultimos siete dias durante al menos 10 minutos
continuos. Previamente ha sido validado en la poblacion mexicana (39).

Determinacion de biomarcadores (FIB-4, APRI): Se llevara a cabo mediante el uso de
calculadoras online especializadas. Antes de utilizar la calculadora, se recopilaran datos
clinicos y de laboratorio del paciente, como niveles séricos de AST y ALT y el recuento
de plaquetas.

Determinacién de estatura: Se utilizard un estadiometro previamente calibrado. Se
colocara al sujeto de pie, descalzo y con los pies juntos. Manteniendo una postura recta y
relajada, con los talones, las nalgas, los hombros y la parte posterior de la cabeza en
contacto con el estadiometro. El procedimiento se lleva a cabo por el personal del centro
integral de diagnostico y tratamiento.

Determinaciéon de peso corporal: Se utilizara una balanza de plataforma previamente
calibrada. Se le pedira al sujeto se retire los zapatos y cualquier objeto pesado que pueda
llevar consigo. Se le pedira sujeto que se suba a la balanza y se pare en el centro de la
plataforma con los pies separados de manera uniforme. Se espera a que la balanza se
estabilice y muestre una lectura constante antes de registrar el peso. Una vez que la balanza
se haya estabilizado, se lee y registra el peso. El procedimiento se lleva a cabo por el
personal del centro integral de diagnostico y tratamiento.

Determinacion del riesgo cardiovascular: Previo al célculo del riesgo cardiovascualr, se
recabran los datos necesarios mediante la realizacion de la historia clinica completa y la
determinacion de los fsctores de riesgo asociados como la presion arterial, niveles séricos
de colesterol. historial de tabaquismo, diagnéstico de diabetes y actividad fisica. Para el
calculo del riesgo cardiovascular se utilizard el Framingham Risk Score para calcular el
riesgo general de enfermedad cardiovascular a 10 afios.

Determinacion IMC: Con los datos del peso corporal (kg) y estatura (m), utilizando la
formula: peso (kg) / (estatura (m))2 se obtendra el IMC el cual serd expresado en kg/m2.

Determinacion indice cintura-cadera: Se solicita al sujeto que se despoje de prendas que
puedan interferir con la medicion. Debera estar de pie con los pies ligeramente separados
y los brazos relajados a los costados del cuerpo. Se identifica los puntos de referencia, la
cintura se mide en el punto mas estrecho entre las costillas inferiores y la parte superior de
la cadera; la cadera se mide en el punto mas prominente de los gluteos. Se coloca la cinta
meétrica flexible en los puntos de referencia previamente mencionados, asegurando que esté
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ajustada, evitando comprimir el tejido abdominal. Se realiza la medicion y se registrara la
medicion en centimetros. Se divide el valor de la circunferencia de la cintura entre el valor
de la circunferencia de la cadera para obtener el indice cintura-cadera.

Elastografia hepatica: Para la evaluacion de la rigidez hepatica (RH) y el parametro de
atenuacioén controlada (PAC), se utilizara elastografia con onda de corte a través de
Fibroscan®, acorde con las instrucciones del fabricante. Se utilizara transductor de 3.5
MHz con didmetro de 7 mm para medir simultaneamente RH y PAC. Con el adulto en
decubito dorsal, se identificara la region hepatica libre de las estructuras vasculares
mayores. La punta del transductor se colocara sobre la piel entre las costillas a nivel del
l6bulo derecho del higado y se registraran los valores de RH en kPa, calculandose la
mediana de 10 mediciones individuales. PAC representa la medicion de la atenuacion de
las ondas del ultrasonido en el higado a 3.5 MHz medidos al mismo tiempo que el RH. El
valor final de PAC el cual varia de 100 a 400 decibeles por metro (dB/m) se calculara como
la mediana de 10 mediciones individuales. Una vez obtenidos los valores de PAC y RH se
estadificaran acorde a los valores previamente mencionados.

Genotipificacion: Para realizar la extraccion de ADN gendémico de sangre total, se
obtendra una muestra de sangre total en tubos con anticoagulante (EDTA). Se obtendra una
alicuota de 1.0 mL y el resto serd almacenado a -20°C. La extraccion de DNA, se realizara
con el kit QlAamp 96 DNA Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany). La pureza y
concentracion del DNA sera evaluada con NanoDrop ND 100. La genotipificacion de los
polimorfismos de PNPLA3 (rs738409) y GCKR rs7800094 se realizard mediante PCR en
tiempo real con sondas TagMan, en el sistema StepOne (Applied Biosystems) para la
cuantificacion absoluta de fluorescencia y el analisis de discriminacion alélica.

Medicion de perimetro abdominal: Se solicitard al sujeto que se coloque de pie de
manera comoda y relajada, con los pies separados aproximadamente a la altura de los
hombros, se le solicitard que se descubra el abdomen. Se localizara el punto inferior de la
ultima costilla y la cresta iliaca, se trazara una linea imaginaria entre estos dos puntos. Se
colocaré la cinta métrica alrededor del abdomen del paciente, se revisara que este ajustada
y sin arrugas. Se registrard el valor de la circunferencia abdominal en centimetros.

Toma de muestras de sangre periférica: Previo al inicio del procedimiento se realizara
lavado de manos, se colocaran guantes desechables y se preparara la aguja y lajeringa estéril.
Se identificara el sitio de puncién apropiado en el brazo del sujeto, se utilizara una bola de
algodon empapada en alcohol para limpiar y desinfectar el area seleccionada. Se colocara
un torniquete en el brazo del sujeto y se le pedird que abra y cierre el pufio varias veces
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para hacer que las venas sean mas prominentes y faciles de acceder. Con mano firme y
segura, se introducird la aguja en la vena seleccionada en un angulo de aproximadamente
15-30 grados. Cuando la sangre comience a fluir, se retirard el torniquete. Se extraera la
cantidad necesaria de sangre seguin los requisitos del andlisis de laboratorio, posteriormente
se retirarad suavemente la aguja de la vena, aplicando presion firme con una bola de algodén
en el sitio de puncion para detener el sangrado. Una vez que el sangrado se haya detenido,
se colocara un vendaje o una banda adhesiva estéril en el sitio de puncidn para protegerlo.
Se etiquetara adecuadamente los tubos de recoleccion con la informacion del sujeto. El
procedimiento se llevard a cabo por el personal del centro integral de diagnostico y
tratamiento.

Toma de tension arterial: Previo al inicio del procedimiento se verificara que el
esfigmomandmetro esté calibrado y en buen estado de funcionamiento. Se le solicitara al
sujeto que se siente en una silla con respaldo y apoye su brazo en una superficie plana, asi
mismo se le solicitara que se lo descubra y que este relajado. Se envolvera el manguito
alrededor del brazo, justo por encima del codo, asegurando que el borde inferior del
manguito este a 2.5 cm por encima del pliegue del codo. Se localizara la arteria braquial y se
colocara el diafragma del estetoscopio sobre la arteria braquial, debajo del manguito. Con
la ayuda de la pera de inflado del esfigmomandmetro se bombeara aire al manguito hasta
que alcance un nivel de presion 20-30 mmHg por encima de la estimacion de la presion
arterial sistdlica esperada del paciente. Se abrird lentamente la valvula de liberacion de aire
del esfigmomandmetro para permitir que el aire salga gradualmente, al escuchar el primer
sonido claro y ritmico (sonido de Korotkoff), se registrara ese valor como la presion arterial
sistolica y en el punto en el que desaparezca el sonido se registrara ese valor como la presion
arterial diastolica, ambos valores se registraran en mmHg. El procedimiento se llevara a
cabo por el personal del centro integral de diagndstico y tratamiento

Analisis de pruebas de laboratorio: Se obtendran mediante analisis de laboratorio los
niveles séricos de AST, ALT, FA, GGT, glucosa, insulina, proteina C reactiva,
triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, 4cido urico y hemoglobina
glicosilada.

Analisis microbiota fecal: Se realizara toma de muestra de materia fecal para llevar a cabo
analisis microbiologico, evaluacion de abundancia, diversidad y estabilidad a través de la
técnica de PCR cuantitativo (QPCR, Polymerase Chain Reaction cuantitativa o en tiempo
real con un equipo Light cycler 480). Para la extraccion del DNA total de las muestras de
materia fecal se utilizara el kit comercial ZR Fecal DNA MiniPrepTM (Zymo Research,
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USA), de acuerdo al protocolo del fabricante, como se menciona a continuacion. De
manera general la extraccion del DNA por este kit incluye: obtencion de un lisado,
eliminacion de impurezas, ajuste de pH y sales para evitar favorecer la union del DNA a la
membrana de silica, lavado y elucion del DNA, para lo cual, se transferirdn 250 pL de
muestra de heces clarificadas en solucion salina de fosfatos (PBS) al tubo (ZR Bashing
Bead Lysis), se adicionaran 750 uL de la solucién de lisis del kit y se agitard a maxima
velocidad por 10 minutos con ayuda de un vortex Genie 2 de Scientific Industries, Inc.;
enseguida se centrifugard a 4°C >10 000 g/1 minuto en la centrifuga Legend Micro 21R de
Thermo Scientific, el sobrenadante se transferira a 400 pL en la columna (Zymo-SpinTM
IV Spin Filter) con tubo colector, luego se centrifugard a 7 000 g/1 minuto; al filtrado se
adicionaran 200 pL de buffer (Fecal DNA Binding Buffer), la mezcla se filtrara en la
columna con tubo colector (Zymo-SpinTM IIC Column) y de nuevo se centrifugara a 10
000 g/ lminuto; enseguida se le adicionard 500 pL de fecal DNA Wash Buffer y
nuevamente se centrifugard a 10 000 g/ 1 minuto; para eluir el DNA soportado en la
membrana de la columna se adicionaran 50 pL de DNA Elution Buffer y se incubard a
temperatura ambiente por 2 minutos, posteriormente se centrifugard a 10 000 g/ 30
segundos; el filtrado se pasard por la columna (Zymo-SpinTM IV-HRC Spin Filter) que
previamente se coloco en un tubo eppendorf de 1.5 mL estéril, finalmente se centrifugara
a 8 000 g/ 1 minuto. Para inactivar las DNasas, se incubard a 90°C/ 10 minutos. La
cuantificacion espectrofotométrica del DNA total obtenido se medird a una longitud de
onda (A) (260/280) en el espectrofotdometro NanoDrop One de Thermo Scientific. El DNA
total se almacenara a -70°C hasta su estudio.

Toma de muestra de materia fecal: Se recolectara a partir de la muestra que el sujeto
traiga consigo el dia de su cita en el centro integral de diagndstico y tratamiento

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO
Primera fase
Ingreso de sujetos al estudio

Se incluye en el estudio adultos mexicanos que cumplan con los criterios de inclusion
previamente establecidos.
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Se les brinda informacion del protocolo y se les invita a participar en este. En caso de que
acepten participar se les brinda el consentimiento informado el cual debe llenar y firmar
adecuadamente.

Una vez que se tenga el consentimiento informado, se realiza el cuestionario previamente
mencionado. Posteriormente el sujeto pasa de manera rutinaria a su visita en el centro
integral de diagndstico y tratamiento, en donde el investigador principal se encarga de
recolectar la informacion clinica, antropométrica, asi como la recoleccion de la muestra de
materia fecal y de sangre.

Se reservan 5ml de muestra da sangre total para el aislamiento de ADN y la posterior
determinacion de los polimorfismos en un tubo BD Vacutainer con EDTA y 4ml de sangre
total para la determinacion de insulina en un tubo BD Vacutainer con heparina.

La muestra de materia fecal se colocara en un vaso estéril el cual se coloca inmediatamente
en la hielera para conservar la cadena fria.

Para la evaluacion de la rigidez hepatica (RH) y el parametro de atenuacidon controlada
(PAC), se utiliza elastografia con onda de corte a través de Fibroscan®

Almacenaje y transporte de muestras

Una vez obtenidas, las muestras de sangre y materia fecal son almacenadas en una hielera
médica hasta finalizar la jornada de captura de sujetos. Posteriormente la hielera con las
muestras son trasladadas a la Unidad Periférica de Investigacion en Gendmica de
Poblaciones Aplicada a la Salud del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN) para su resguardo. Las muestras seran resguardadas hasta el momento en el
que se inicie la fase 2 del estudio.

Segunda fase
Genotipificacion y aislamiento de ADN microbiano

De acuerdo con la metodologia previamente planteada, se lleva a cabo en la Unidad
Periférica de Investigacion en Genomica de Poblaciones Aplicada a la Salud del
INMEGEN.
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Tercera fase

Analisis genético

Se obtiene frecuencias alélicas y genotipicas y se analiza si estas se distribuyen de acuerdo
con lo esperado por la ley del equilibrio de Hardy Weinberg.

Analisis microbiano

La cuantificacién de cada phylum bacteriano (Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacterias
vy Proteobacterias) se lleva a cabo por qPCR. Se amplifica y se cuantifica siguiendo la
metodologia de Bergstrom. Se utilizan los iniciadores especificos para la region que
codifica para el 16S rRNA para cada phylum bacteriano y se cuantifican con SYBER Green
en unidades arbitrarias de fluorescencia:

Primer Phylum Secuencia

Ul Universal ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGCTGACGACAACCATGCAG

F1 Firmicutes TGAAACTYAAAGGAATTGACG
ACCATGCACCACCTGT

Bl Bacteroidetes GGARCATGTGGTTTAATTCGATGAT
GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC

Al Actinobacteria GCGTGCTTAACACATGCAAGTC
CACCCGTTTCCAGGAGCTATT

Para el anélisis taxondmico los datos de secuenciacion del gen 16S rARN seran filtrados,
limpiados y procesados en la plataforma QIIME2 para la posterior identificacion
taxonémica mediante la asignacion de unidades taxondmicas operativas (OTUs).

Analisis estadistico

Para abordar los objetivos propuestos en el estudio se desarrollara una seccion de analisis
estadistico detallada que permita evaluar las relaciones entre estas variables genéticas, el
microbiota intestinal, y diversos factores clinicos y bioquimicos, como se muestra a
continuacion:

Analisis inicial

Realizar un analisis descriptivo de la poblacion de estudio, incluyendo frecuencias para
variables categodricas (como los polimorfismos de PNPLA3 y GCKR) y medidas de
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tendencia central y dispersion para variables continuas (IMC, peso, glucosa, triglicéridos
etc.).

Analisis del estudio genético

Se utiliza estadistica descriptiva para reportar las frecuencias y porcentajes de los alelos y
genotipos de PNPLA3 y GCKR en la muestra. Se aplican pruebas de chi-cuadrado o test
exacto de Fisher para comparar las frecuencias observadas con las esperadas bajo equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Analisis del estudio de la microbiota

Se utilizan andlisis de diversidad alfa y beta para evaluar las diferencias en la composicion
taxonomica de la microbiota intestinal. Para comparar la abundancia de taxones especificos
entre grupos se utliza la prueba de suma de rangos de wilcoxon.

Asociacion entre Polimorfismos y Composicion de la Microbiota

Se utliza modelos lineales o logisticos para asociar la presencia del alelo de riesgo con
cambios en la abundancia de taxones especificos. Estos modelos se podran ajustar por
covariables como la edad, el sexo, el indice de masa corporal (IMC), y otros factores que
podrian influir en la microbiota intestinal.

Asociacion entre Polimorfismos, Composicion de la Microbiota, y Factores
Clinicos/Bioquimicos

VALIDACION DE DATOS.

Se utiliza estadistica descriptiva, medidas de tendencia central y dispersion: rango,
media, mediana, moda, desviacion estandar, proporciones o porcentajes.

Por tener dos 0 mas muestras, se utiliza estadistica inferencial.

Pare el (los) parametro(s) principal(es): Indique el parametro que considera para llegar a la
conclusién escala nominal. Prueba de Chi cuadrada.

El nivel de significancia para rechazar la hipdtesis nula (Ho) sera de p<0.05
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Por medir asociacion, se utilizara: Analisis de Correlacion lineal, Coeficiente

correlacion de Spearman, otras.

Otra(s) prueba(s) estadistica(s), Ej.- Analisis de regresion multiple.

de

Comparacion Paramétrica INo Paramétrica

2 muestras t de 2 muestras 'W-Mann Whitney (suma de rangos)
Pareado t pareada Rangos sefialados de Wilcoxon

>2 muestras IANOVA (1via) Kruskal-Wallis

Correlacion

r de pearson

r de Spearman

PRESENTACION DE RESULTADOS

Para presentar los resultados se utilizardn tablas descriptivas, tablas comparativas y/o

gréficas (barras, histogramas, lineas, puntos).

CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. El estudio sera realizado de
acuerdo con la Declaracion de Helsinki, y con las leyes nacionales y locales.

Todos los pacientes firman un consentimiento informado por escrito antes de la inclusion
en el estudio, se les asigna un nimero de folio consecutivo para proteger su nombre,
autorizando el uso anonimo de su informacion médica para la investigacion.

NOTAS AL PIE

Declaracion de consentimiento informado: Todos los datos de los pacientes fueron

anonimizados y manejados bajo estricta confidencialidad.

Declaracion de conflicto de intereses: Todos los autores declaran no tener conflictos de

interés relevantes relacionados con este articulo.
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Disponibilidad de datos: Los conjuntos de datos generados y/o analizados durante el
presente estudio no estan disponibles publicamente debido a las politicas institucionales de
proteccion de datos, pero pueden ser solicitados al autor de correspondencia previa

solicitud razonable.

Acceso abierto: Este articulo es de acceso abierto, seleccionado por un editor interno y
sometido a revision por pares por evaluadores externos. Se distribuye conforme a la
licencia Creative Commons Atribucion-No Comercial (CC BY-NC 4.0), que permite a
terceros distribuir, remezclar, adaptar y desarrollar el contenido con fines no comerciales,
asi como licenciar sus obras derivadas en términos diferentes, siempre que se otorgue el
crédito correspondiente a la obra original y el uso no sea comercial.

Véase: https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Pais de origen: México.
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