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RESUMEN

Introduccion: El higado graso no alcohdlico y la obesidad son enfermedades
muy comunes en la actualidad ambas son clasificas como enfermedades de tipo
multifactorial. Objetivo: determinar la asociacion que existe entre la presencia
del polimorfismo rs738409 del gen PNPLA3 y la obesidad en jovenes
universitarios con higado graso no alcohdlico. Metodologia: el presente estudio
es tipo descriptivo, con un disefio no experimental de trasversal con un enfoque
cuantitativo, se basé en el analisis del material genético amplificado de las
muestras crio-conservadas de estudiantes con higado graso no alcohdlico con
una poblacion de 205 productos amplificados y una muestra representativa de
41 con parametros bioguimicos. Resultados. De los 205 productos amplificados
se analizd la prevalencia de enfermedades cardiovasculares (89.8%), obesidad
(35.1%), y la presencia del polimorfismo (60%) alelo Pre-mutado (CG) y
(20.5%) alelo mutado en relacion a las variables de estudio, en la muestra
representativa (n=41) no existe una asociacion de acuerdo al valor de
significancia < p=0,05. (GG). Conclusion: En consideracién tampoco se podria
descartar la asociacion del polimorfismo del gen PNPLA3 ya que el nimero de

las muestras analizadas es inferior al nUmero estimado en una poblacion.

Palabras clave: polimorfismo PNPLA3 - obesidad — higado graso no alcohdlico

— riesgo cardiovascular — parametros bioquimicos
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ABSTRACT

Introduction: Non-alcoholic fatty liver and obesity are very common diseases.
Both are currently classified as multifactorial diseases. Objective: to determine
the association that exists between the presence of polymorphism rs738409 of
the PNPLAS3 gene and obesity in university students with non-alcoholic fatty
liver. Methodology: the present study is a descriptive type, with a non-
experimental cross-sectional design with a quantitative approach, based on the
analysis of the amplified genetic material of the cryopreserved samples of
students with nonalcoholic fatty liver with a population of 205 amplified
products. and a representative sample of 41 with biochemical parameters.
Results Of the 205 amplified products, the prevalence of cardiovascular diseases
(89.8%), obesity (35.1%), and the presence of the polymorphism (60%) allele
(CG) and (20.5%) mutated allele were analyzed in relation to the variables of
study, in the representative sample (n = 41) there is no association according to
the value of significance <p = 0.05. (GG) Conclusion: The polymorphism of the
PNPLAS3 gene could not be ruled out considering that the number of samples

analyzed is lower than the estimated number in a population.

Key words: PNPLA3 polymorphism - obesity - non-alcoholic fatty liver -

cardiovascular risk - biochemical parameters



1. CAPITULO1

1.1 Introduccién

El Higado graso no alcohdlico (HGNA) se define como la infiltracion de grasa al
higado mayor al 5% de su peso incluyendo un amplio espectro de trastornos hepaticos que van
desde la esteatosis simple hasta la esteatohepatitis pudiendo progresar a fibrosis, cirrosis,

carcinoma hepatocelular y muerte (Castillo, 2015).

Los factores de riesgo asociados frecuentemente al HGNA son: obesidad, diabetes tipo
2 y dislipidemia; la prevalencia de obesidad en diferentes estudios de pacientes diagnosticados
con HGNA varia entre el 30 y 100 %, la diabetes tipo 2 entre el 10y 75 % y la dislipidemia
entre el 20 y 92 %, Segun Barisio, la obesidad pareceria ser el factor de riesgo con mayor
importancia para esta enfermedad junto a otros factores como el estilo de vida, al igual que el
envejecimiento, los cuales estan asociados también a un aumento de la incidencia de esta
enfermedad, estudios gendmicos a gran escala asocian variaciones genéticas en el gen PNPLA3
asociados con el aumento de triglicéridos en el contenido hepatico relacionando directamente
el polimorfismo de este gen con la enfermedad de HGNA (Barisio D"Angelo, Actis, &

Outomuro, 2009; Martinez, Larrieta, Calva, Kershenobich, & Torre, 2017).



En el afio 2008 se identifico en el gen de la fosfolipasa A3 un polimorfismo de
nucledtido unico PNPLA3 asociado fuertemente con la enfermedad de HGNA este
polimorfismo se debe a la sustitucién de metionina por isoleucina en el residuo 148 del gen lo
que conlleva a una mayor lipogénesis cuya expresion predomina en el higado y tejido adiposo

(Martinez et al., 2017).

1.2 Problema

1.2.1 Justificacién

La enfermedad de HGNA, es actualmente una de las enfermedades hepéaticas méas
frecuentes a nivel mundial. Fue descrita a principios de los afios 80 por Ludwig y colaboradores
en pacientes sin ingesta importante de alcohol pero que presentaban biopsias hepéticas
indistinguibles de la enfermedad hepética alcohdlica; esta enfermedad abarca un amplio
espectro de alteraciones hepaticas que van desde la esteatosis simple (acumulacion excesiva de
grasa dentro de los hepatocitos) a esteatohepatitis, fibrosis avanzada y cirrosis hepatica, esta
enfermedad se trata una acumulacidn excesiva de grasa en los hepatocitos, presenta un amplio
espectro de anormalidades histoldgicas y clinicas, con dafio hepético que va desde la esteatosis
simple y la esteatohepatitis hasta la fibrosis avanzada y la cirrosis (Barisio D"Angelo et al.,

2009; Esther et al., 2016).



Se diagnostica a una persona con esta enfermedad cuando presenta una acumulacion
de grasa macro vesicular en el higado, que excede del 5 al 10% del peso de esta glandula en
individuos que no consumen alcohol o tienen un consumo minimo; también se acepta cuando
presenta degeneracion de la grasa del higado que afecta a mas del 5% de los hepatocitos, no
relacionada con la ingesta de alcohol, que abarca un espectro lesional que va desde la esteatosis
simple, la esteatohepatitis con fibrosis o sin ella y, finalmente, la cirrosis hepéatica (Esther et

al., 2016).

1.3 Planteamiento del problema

Actualmente es conocido que PMPLA3 estd directamente relacionado con la
enfermedad de HGNA pero que actua de forma distinta en diferentes etnias con respecto al
contenido de grasa hepética y susceptibilidad a la progresién de esta enfermedad, este

polimorfismo se presenta de manera comun en poblaciones hispanas (Martinez et al., 2017).

El rs738409 un polimorfismo de nucleétido unico que codifica la proteina variante
148met de PNPLA3 es un determinante genético de esteatosis hepatica (Singal et al., 2014), a
través de analisis estadisticos se busca asociar este polimorfismo y la obesidad en jovenes

universitarios previamente diagnosticados con la enfermedad de HGNA.



1.4 Formulacidn del problema

¢Cudl es el grado de asociacion que existe entre la presencia del polimorfismo
rs738409 del gen PNPLAS3 y la obesidad en jovenes universitarios con higado graso no

alcoholico?

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Determinar la asociacién entre la presencia del polimorfismo rs738409 del gen PNPLA3 y la

obesidad en jévenes universitarios con higado graso no alcohélico

1.5.2 Objetivos especificos

1. Determinar la prevalencia del polimorfismo rs738409 del gen PNPLA3 en jovenes

universitarios con HGNA mediante analisis de datos.



2. Realizar un analisis comparativo entre los pacientes que presenten el polimorfismo
rs738409 y enfermedades subyacentes de la obesidad como el riesgo cardiovascular y
perfil lipidico elevado.

3. Establecer el grado de influencia del polimorfismo rs738409 y el desarrollo de

obesidad.

1.6 Hipotesis

Existe una relacion directa entre el rs738409 del gen PNPLA3 y la obesidad en jovenes

diagnosticados con higado graso no alcohdlico

1.7 Variables

1.7.1 Variable dependiente

Presencia del rs738409 del gen PNPLA3



1.7.2 Variable independiente

e Obesidad
e Riesgo cardiovascular

o Perfil lipidico elevado



1.7.3 Operacionalizacion de las variables

Variable

Concepto

Polimorfismo de un solo nucleétido en el gen

Dependiente Gen PNPLA3 PNPLAS3 relacionado con la enfermedad de
higado graso no alcohdlico
De acuerdo con la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), la obesidad es una
Obesidad

Independiente

enfermedad crénica, caracterizada por el

aumento de la grasa corporal

Riesgo cardiovascular

Son un grupo de desordenes del corazon y de
los vasos sanguineos que conlleva
cardiopatias coronarias (ataques cardiacos),
apoplejias, hipertension, entre otros, por lo
general estas enfermedades se agrupan en el

tipo de enfermedades multifactoriales.

Perfil lipidico anormal

Un perfil lipido elevado esta fuertemente
relacionado con la obesidad, los principales

indicadores con colesterol y triglicérido.




2 MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Segun Zavala y Reyes en el 2010 la prevalencia de HGNA, tuvo un aumento de un 20
al 30% y datos actuales sugieren que aproximadamente 2-3% de la poblacion tiene esta
enfermedad; en su mayoria, los pacientes no presentan sintomas y su diagnéstico se da cuando
se realizan examenes de rutina, por lo general se sospecha de la presencia de esta enfermedad
en pacientes que tienen sobrepeso u obesidad y que en sus andlisis bioquimicos presenten

glucosa normal en ayuna, HDL disminuido y triglicéridos elevados (Zavala & Reyes, 2010).

2.2 Higado graso no alcohdlico

La enfermedad del HGNA es la infiltracion de grasa al higado en un porcentaje mayor
al 5% de su peso incluyendo un amplio espectro de trastornos hepaticos que van desde la
esteatosis simple en la que se encuentra esteatosis macro o microvesicular, a la esteatohepatitis
no alcohdlica, que se caracteriza por una reaccion inflamatoria con lesién de hepatocitos con o

sin fibrosis, su prevalencia va en aumento junto con la epidemia de la obesidad a nivel mundial



hasta la esteatohepatitis pudiendo progresara fibrosis, cirrosis, carcinoma hepatocelular y

muerte (Castillo, 2015).

Esta enfermedad se caracteriza principalmente por la acumulacién de acidos grasos
libres y triglicéridos en el citoplasma de los hepatocitos, preferentemente en forma de grandes
vacuolas de grasa, en pacientes sin un consumo téxico de alcohol y no asociado a otras

enfermedades hepaticas (Caballeria et al., 2014).

2.2.1 Etiologia

Los factores etioldgicos que se asocian a la presencia de HGNA se clasifican en
primarios, que son los mas importantes, y estan relacionados con los diferentes componentes
que conforman el sindrome metabdlico (SM): obesidad, diabetes tipo 2 y dislipidemia; los
factores secundarios son menos frecuentes, y estan relacionados con el consumo de ciertos
farmacos (corticoides, estrogenos, amiodarona, tamoxifeno), cirugia bariatrica, nutricion

parenteral, enfermedades metabdlicas congénitas y otros toxicos (Caballeria et al., 2014).



Para el desarrollo del HGNA, se han considerado una teoria de doble impacto para
explicar la presencia de Esteatosis suave y la progresion a la inflamacion, fibrosis y cirrosis.
Primer Paso: Es la Esteatosis Hepatica, que es considerada la forma mas simple del HGNA. Se
desarrolla a partir de un desequilibrio en los Triglicéridos y una disfuncion mitocondrial; la
resistencia a la insulina es considerada un requisito para influir en este paso: Segundo paso: Se
compone de una lesidn secundaria, en particular por las adipocitoquinas que estas activan a las
células estrelladas del higado, provocando un aumento en la fibrogénesis y la peroxidacion

lipidica (Zavala & Reyes, 2010).

2.2.2 Fisiopatologia

El mecanismo fisiopatoldgico exacto de la enfermedad de HGNA es desconocido. La
resistencia a la insulina (RI) esta vinculada a la obesidad y es un elemento central en la
patogenia de HGNA. Se explica como la teoria del doble impacto. En el ler. impacto la RI
produce hiperinsulinemia, lo cual a su vez estimula la lipdlisis y la liberacidn de acidos grasos
libres (AGL) al higado promoviendo la aparicion de la esteatosis hepatica. EI 2do. impacto es
consecuencia del estrés oxidativo, la sobrecarga hepéatica de AGL que genera radicales libres
de oxigeno (RLO) induciendo la sintesis de citoquinas proinflamatorias, esta segunda fase
explicaria la evolucion a fendmenos necroinflamatorios, fibrosis y cirrosis en individuos

genéticamente susceptibles (Castillo, 2015).
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2.2.3 Patogénesis

Como se menciona anteriormente, esta enfermedad es la manifestacion hepatica del
sindrome metabolico o sindrome de resistencia a la insulina asociada a otras enfermedades
como obesidad, diabetes tipo I, dislipidemia e hipertension arterial, el mecanismo de inicio y
progresion a esteatohepatitis no alcoholica no se ha entendido completamente y se vera en
dependencia a la presencia de muchos factores en el contexto de una predisposicion genética

(Santos et al., 2010).

2.3 Obesidad

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad es una
enfermedad cronica, caracterizada por el aumento de la grasa corporal, asociada altamente a
riesgos para la salud cuya principal caracteristica es un mayor contenido de grasa corporal,
podemos clasificar la obesidad de acuerdo al indice de Masa Corporal (IMC), por la buena

correlacion que presenta este indicador y el riesgo para la salud a nivel poblacional (Moreno,

2012).
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Debido a la alta relacion existente entre la obesidad abdominal y enfermedades
cardiovasculares es aceptado actualmente indicadores clinicos que permiten establecer un
diagnostico como es la medicion de la circunferencia de la cintura, segun reportes de la OMS,
desde el afio 2010, 65% de la poblacion mundial vive en paises donde el sobrepeso y la

obesidad cobran mas vidas que el indice ponderal (Moreno, 2012).

2.3.1 Causas y consecuencias de la obesidad

La causa principal del sobrepeso y la obesidad se puede definir fundamentalmente como
el desequilibrio energético entre las calorias consumidas y calorias gastadas esta relacion tiene
una tendencia dada por tener una mayor ingesta de alimentos ricos en grasas, sal y azucares y
pobres en vitaminas, en conjunto con un estilo de vida sedentario, la obesidad es un factor de
riesgo para enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, los trastornos del aparato

locomotor y algunos canceres (Moreno, 2012).
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2.3.2 Actividad fisica

La actividad fisica siempre sera un factor determinante en la presencia de enfermedades
de tipo cardiovascular y obesidad, llevar un estilo saludable de vida que incluya actividad fisica
frecuente representara una disminucion significativa del grosor intima-media carotideo

(Garcia, Ana liLén. Rodriguéz, 2016).

Se define como actividad fisica a los movimientos de musculos esqueléticos que exija
gasto de energia, sus efectos beneficiosos en la prevencion del riesgo cardio vascular
dependiente de factores metabdlicos estan sumamente comprobados, demostrando asi que la
actividad fisica de manera frecuente regula las concentraciones de colesterol HDL y disminuye

el colesterol LDL y los triglicéridos (Garcia, Ana liLén. Rodriguéz, 2016)

2.3.3 Conductas sedentarias

La inactividad fisica es muy comun en la actualidad sea cual sea el contexto conlleva a
un desequilibrio en la salud, en la actualidad vivimos en una época en la que el ser humano

busca siempre la forma de automatizar todo y moverse menos, estos cambios que van desde el
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transporte diario, comunicacién y tecnologias de ocio domestico lleva consigo una reduccion

significativa de gasto de energia humana (Garcia, Ana liLén. Rodriguéz, 2016).

Estas conductas sedentarias llevan consigo un bajo consumo energético de 1 a 1,5 veces del
metabolismo basal, personas con este tipo de conducta presentan un perfil metabélico anormal
con biomarcadores de resistencia a la insulina estas ausencia de actividad fisica contribuye al
inicio precoz y progresivo de enfermedades cardiovasculares (Garcia, Ana liLén. Rodriguéz,

2016).

2.4 Enfermedades relacionadas con la obesidad

Actualmente existen varios estudios que relacionan la obesidad con diferentes
enfermedades en especial las enfermedades de tipo multifactorial, una de las mencionadas y
principalmente relacionada con la obesidad es el higado graso o también conocida como
esteatosis hepatica la cual es una patologia caracterizada por la acumulacion de grasa en el
higado, a su vez la obesidad desencadena otras patologias multifactoriales como el riesgo

cardio vascular y el perfilo lipidico anormal (Vega Abascal et al., 2011).
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2.4.1 Riesgo cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de desérdenes del corazén y de los
vasos sanguineos que conlleva cardiopatias coronarias (ataques cardiaco), apoplejias,
hipertension, entre otros, por lo general estas enfermedades se agrupan en el tipo de
enfermedades multifactoriales teniendo como principales causas el estilo de vida, que incluye
dieta y actividad fisica, el indice de masa corporal y la predisposicion genética que juega un
papel determinante en el desarrollo de estas enfermedades (Garcia, Ana liLén. Rodriguéz,

2016).

El riesgo cardiovascular se define como la probabilidad de presentar una enfermedad
cardiovascular en un periodo determinado, para diagnosticar 0 para que una persona sea
incluida en el grupo de personas con riesgo cardiaco existen varias tablas o scores que por lo
general asocian factores tales como sexo, edad, HDL colesterol, presion arterial, entre otros,
las mayoria de estas tablas se basan en la ecuacién de riesgo del estudio de Framingham clasico
con la cual se permitio calcular el riesgo coronario en un plazo de 10 afios (Garcia, Ana liLén.

Rodriguéz, 2016)

Los riesgos cardiovasculares estadn fuertemente ligados a la obesidad la cual a su vez

tiene una relacién directa con el estilo de vida y la ingesta de lipidos, los cuales en una dieta
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comun representa una fuente primordial de energia cuya calidad tienes una profunda influencia
con la salud, pero una dieta alta en grasas aumenta la probabilidad de padecer obesidad (Garcia,

Ana liLén. Rodriguéz, 2016)

2.5 Perfil Lipidico

2.5.1 Ingesta de lipidos

La grasa de los alimentos esta formada mayormente por &cidos grasos y las principales
fuentes son de origen animal como carnes y otros derivados como la leche, mantequilla y el
queso, en la actualidad existen numerosos estudios que relacionan la ingesta de acidos grasos
saturados y el perfil lipidico principalmente con el aumento de concentraciones de colesterol
total, colesterol total, colesterol HDL y colesterol LDL los cuales son considerados como los

principales indicadores de riesgo cardio vascular (Garcia, Ana liLén. Rodriguéz, 2016).

Segun Torres en su estudio publicado para la revista cubana Genet Comunit en el afio
2016, determind la relacion sobrepeso/obesidad evaluada por el indice cintura talla con

alteraciones metabolicas, especificamente con niveles elevados de triglicéridos en sangre,
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teniendo como muestra del estudio 52 adultos de ambos sexos trabajadores del centro nacional

de genética médica (Torres, Tatiana, Sdnchez, Ojeda, & Vi, 2016).

2.6 Marcadores bioguimicos

2.6.1Glucosa

El sindrome metabdlico (SM) es un desorden caracterizado clinicamente por presentar
obesidad abdominal, hipertension, dislipidemia y resistencia a la insulina. La diabetes mellitus
(DM) define un desorden en el metabolismo de mdltiples etiologias, la diabetes mellitus es una

patologia que se considera como un problema de salud publica (Carvajal, 2017).

2.6.2 Triglicéridos

Se los define como el tipo mas comdn de grasa en el cuerpo, estdn compuestos
quimicamente por una molécula de glicerol y tres acidos grasos. Una concentracién excesiva

de grasa en la region abdominal con enfermedades cardiovascular. Se han realizado estudios
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para identificar los indicadores de la obesidad y el riesgo cardiovascular metabolico
relacionados con parametros simples, como las medidas antropomeétricas y bioguimicas (Clara

Silvana Weiler Miralles, 2015).

2.6.3 Colesterol LDL

Uno de los factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares destaca los niveles
de colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad (LDL), existe una gran controversia
sobre la manera de reducirlos, este tipo de lipoproteinas constituyen la principal causa
de morbimortalidad en pacientes con lupus eritematoso sistémico (Maria Navarro, 2017)

(EnriqueGalve, 2016).

2.6.4 Colesterol HDL

Los niveles séricos de colesterol transportado en las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) se correlacionan inversamente con el riesgo cardiovascular ateroesclerotico. La

composicion lipidica y proteica y las propiedades funcionales de las lipoproteinas de alta
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densidad (HDL) determinan las funciones bioldgicas de esta fraccion lipoproteica (Guadalupe

Echeverria, 2017).

2.6.5 Proteina ¢ reactiva

Las enfermedades cardiovasculares estan ligadas con procesos inflamatorios lo que
acusa el aumento de los valores reactantes de fase aguda como la proteina c reactiva, segun un
reporte emitido por la OMS las enfermedades cardiovasculares son la causa del 30% de las
muertes del mundo, estas cardiopatias se relacionan con procesos ateroesclerético donde
ocurren procesos inflamatorios en la intima y la esclerosis conocida como el endurecimiento y

taponamiento de la luz del vaso (Cifuentes, Monteros, Franco, & Céardenas, 2015).

La proteina c reactiva es una proteina sintetizada por los hepatocitos, su nombre se debe
por la reaccion con el polisacarido ¢ Pneumococico, forma parte de la familia de las proteinas
pentraxina conformada por cinco subunidades y su vida media en el plasma es de 18 a 20 horas,

es un marcador de inflamacién de alta sensibilidad, pero inespecifico (Cifuentes et al., 2015).
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2.7 Expresion Genética

El genoma humano se comprende de grandes cantidades de acido desoxirribonucleico
(ADN) que contiene en su estructura la informacion genética necesaria para especificar todos
los aspectos de la embriogenesis, el desarrollo, el crecimiento, el metabolismo y reproduccion
del ser humano, toda célula nucleada del cuerpo posee alrededor de 20.000 a 50.000 genes
codificados en el ADN que se encuentran estructurados en los cromosomas, la influencia de
los genes y la genética en los estados de salud y enfermedad es muy amplia y sus raices se

encuentran codificadas en el ADN del genoma humano (Nussbaum, 2016).

La expresidn genética esta regulada por multiples procesos y niveles transcripcionales
y post transcripcionales entre ellos el control de la traduccién y degradacién de los ARNm (Hu,

Yuan, & Lodish, 2014).

2.7.1 Fundamentos de la expresion genética

Para los genes que codifican proteinas, el flujo de informacion desde el gen al

polipéptido implica varios pasos, iniciando con la transcripcion de los genes que codifican
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proteinas para pasar luego al procesamiento y corte (splicing) del RNA posteriormente el
transporte y traduccidn y por ultimo el ensamblaje de la proteina, cada cadena se transcribe en
su totalidad y los transcriptos mitocondriales son procesados después para generar los

diferentes MRNA, TRNA y rRNA mitocondriales (Nussbaum, 2016)

2.7.2 Organizacion del genoma humano

Todas las células nucleadas a excepcion de las que se transforman en gametos se
denominan somaticas (soma, cuerpo), el genoma constituido en estas células consta de 46
cromosomas organizados en 23 pares de los cuales 22 son semejantes en hombres y mujeres
denominados autosomas y estan numerados originalmente en orden por su tamafio aparente
desde el mas grande al méas pequefio, el par restantes estd conformado por los cromosomas

sexuales un cromosoma “X” y un “Y” en los hombres y dos cromosomas “X” en las mujeres

(Nussbaum, 2016).

Un par cromosomal (Cromosomas homologos) contienen informacion genética
congruente entre si, por ende, poseen los mismos genes en el mismo orden, sin embargo, en un
locus especifico los cromosomas idénticos pueden variar ligeramente de secuencia, esta forma

diferente del mismo gen se denomina alelo (Nussbaum, 2016).
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Las regiones del genoma con caracteristicas similares tienden a agruparse; y la
organizacion funcional del genoma refleja su organizacion estructural y secuencia, por ello
algunas de las regiones cromosomicas poseen un elevado contenido de genes y otras no, por lo
tanto, las anomalias en las regiones ricas en genes tienden a ser mas grave clinicamente que las

anomalias en regiones cromosomicas pobres en genes (Nussbaum, 2016)

2.7.3 Transcripcion y variacion del genoma humano

La base cromosdmica de la herencia se fundamenta en la copia del genoma y en su
transmision de una célula a su progenie durante la division celular y de una generacion a la
siguiente durante la reproduccion, existen dos tipos de division celular, la mitosis y meiosis,
siendo la mitosis la divisién de las células normales somaéticas y la meiosis un tipo de
reproduccién exclusiva de la linea germinal. Los genes se localizan en todo el genoma, pero
tienden a agruparse en regiones particulares del cromosoma y aunque la informacién genética
del ADN se encuentra en el nicleo la sintesis de proteina durante la cual se utiliza la

informacion codificada se realiza en el citoplasma (Nussbaum, 2016).
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2.7.4 Variacion genética poblacional

La genética de poblaciones es el estudio cuantitativo de la distribucion de las
variaciones genéticas en distintas poblaciones y de la manera en que las frecuencias de los
genes y los genotipos se mantienen o cambian con el tiempo en el seno de una poblacion y
entre otras poblaciones distintas, en contexto nos referimos a la frecuencia poblacional de un
alelo considerando un conjunto de genes hipotéticos que seria el conjunto de todos los alelos

en un determinado locus de toda la poblacion (Gordillo, 2015).

2.8 Gendmica nutricional relacionada con la obesidad

El ADN en la especie humana presenta una gran similitud en su gendémica ya que es
igual en un 99,9% en todos los seres humanos constan de un polimero de nucle6tido que a su
vez contienen fosfatos y desoxirribosa un segmento de nucleotidos forma un gen los cuales son
proclives a sufrir cambios por diferentes factores como ambientales o por delecion o insercion
de genes, entre otros un cambio en la secuencia de ADN que sea heredable es considerado

mutacion (Gordillo, 2015).
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Al momento de determinar una enfermedad existen varios factores que nos sirven
como variables y entre los mas importantes estan la nutricion y la actividad fisica, siendo la
nutricion la base para optimizar la salud, como nutrientes se considera a las sustancias
indispensables para mantener la salud entre los cuales se incluye los carbohidratos, las

proteinas, los lipidos, las vitaminas y los minerales (Gordillo, 2015).

La gendmica nutricional investiga genes que se relacionen con la dieta y factores de
riesgo, los genes investigados se activan durante una enfermedad y son sensibles a
modificaciones genéticas; existen cuatro tipos de estudio de genémica nutricional 1. Estudio
de genes candidatos que comprenden tanto la asociacion del genoma completo como las
enfermedades asociadas a las dietas, 2. Genes candidatos para las interacciones entre gen y

dieta, 3. Estudios en gemelos y 4. Estudios funcionales (Gordillo, 2015).

2.9 Gen PNPLA3

El gen PNPLAS se encuentra en el cromosoma 22 (22q13.31) y consta de 9 exones,
su longitud de transcripcion es de 2805 pb y se traduce en un proteina de 481 aminoacidos;
PNPLA3 también es conocido como adiponutrin y pertenece a la familia de proteinas
fosfolipasa tipo patatin, se trata de una proteina transmembranal que en humanos esté altamente

expresada en los hepatocitos (Alyavi, Sobirova, & Karimov, 2014).
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Actualmente es conocido que PNPLAS actua de forma distinta en diferentes etnias y
regiones geograficas con respecto al contenido de grasa hepética y susceptibilidad a la
progresion de la enfermedad de HGNA, este polimorfismo de nucleétido Gnico es comdn en la
poblacion hispana y se ha demostrado una relacion directa con las enfermedades hepaticas de

hasta un 59% (Martinez et al., 2017)

Segun Martinez en un estudio publicado en el afio 2017 para la revista Annals of
Hepatology, el polimorfismo documentado de PNPLAS3 en la poblacion mexicana tiene una
frecuencia de 77% lo que favorece la insuficiencia hepatica severa en pacientes con el alelo de
riesgo incluso en aquellos con masa corporal mas baja y en edades mas tempranas(Martinez et

al., 2017).

2.10 Mutacién

Se la define clasicamente como una alteracion en la secuencia del ADN de un individuo
y que se trasmite por herencia a sus descendientes, las mutaciones son la mayor fuente de

variabilidad genética en todo tipo de organismos ya que tienen lugar en todo el genoma
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incluyendo en las secuencias codificantes en células germinales (heredables) y somaticas (no

heredables) (Herraez, 2013).

Las mutaciones pueden ser clasificadas de distintas formas debido a que existe gran
cantidad de factores implicados, donde los criterios principales de estudio son por su tipo de
célula, por su magnitud donde se incluye anomalias cromosémicas, anomalias en secuencias
repetidas y por su mecanismo que pueden ser mutaciones endogénicas (espontaneas) y

exogenicas (inducidas por mutaciones) (Herraez, 2013).

2.11 Polimorfismo

La secuencia de ADN de una regién determinada del genoma es muy similar en los
cromosomas de muchos individuos en todo el mundo, sin embargo, en todas las poblaciones
humanas se ha identificado y catalogado decenas de millones de diferencias de un solo
nucledtido y mas de un millén de variantes mas complejas, el hecho de que una variante se
considere o no un polimorfismo depende por completo de que si su frecuencia en una poblacion

supera el 1% de los alelos en esa poblacion (Nussbaum, 2016).
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2.11.1 Clasificacién de los polimorfismos

En la actualidad la variante genica con mas probabilidad de desarrollar afecciones
complejas son los polimorfismos de un solo nucleétido, pero a méas de esto existen otros tipos
de polimorfismo como los polimorfismos que afectan la expresion génica, polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion y polimorfismos en el nimero de repeticion en tandem

(Nussbaum, 2016).

Los resultados de los estudios de las variantes genéticas son de suma importancia ya
que si la variacién es protectora o predisponente a una enfermedad es posible inferir
prondsticos de riesgo y con ello se puede preceder a la realizacion de una intervencion desde
el punto nutricional y en el estilo de vida lo que resultara en ganancia de afios de vida saludables

(Nussbaum, 2016).

2.11.2 Polimorfismo de un unico nucleétido (SNP)

se trata de los polimorfismos mas sencillos y frecuentes de todos, un locus

caracterizado por un SNP suele tener solo dos alelos que le corresponden a las dos bases
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distintas que ocupan un determinado sitio en el genoma, hasta la fecha se han documentado
maés de cien mil SNP localizados en exones, alrededor de la mitad de ellos no codifican la
secuencia de aminoacidos mientras que la otra mitad que si altera la secuencia de aminoacidos

se denomina no sindnimos (Nussbaum, 2016).

2.11.3 Polimorfismo como una respuesta individual ante una dieta

La mayor parte de las enfermedades provienen de un origen multifactorial en donde
diferentes individuos y/o poblaciones responden de manera distinta a una misma dieta, el area
encargada de investigar este fendmeno se conoce como nutrigenetica cuya principal tarea es
caracterizar los polimorfismos y holotipos asociados a la respuesta de una dieta y establecer su
relacion con el proceso salud-enfermedad, se conoce que actualmente el estado de salud de un
individuo depende tanto de la integracion de la exposicion ambiental como de su genoma, los
principales factores variables de la exposicién ambiental es el estilo de vida, que incluye la

nutricion, la actividad fisica y conducta (Gordillo, 2015).

Se estima que la varianza fenotipica que se atribuye a los genes que predisponen a la
obesidad es de 4% al 7% y de manera similar para enfermedades cardiovasculares; los estados

patolégicos surgen cuando la expresion génica no alcanza a lograr la homeostasis ya sea por
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un defecto genético persistente o por las agresiones ambientales a las que es incapaz de

adaptarse de manera eficiente (Gordillo, 2015).

2.12 Polimorfismo rs738409

Las asociacion del polimorfismo rs738409 con la enfermedad del HGNA se confirma
en varios grupos étnicos a excepcion de las poblaciones de Asia central donde no se ha evaluado
esta asociacion, segun Alyavi en su estudio publicado en el afio 2014 para la International
journal of medicine la asociacion entre el rs738409 y la grasa hepética es independiente de
grandes diferencias en la composicion corporal, la diabetes y los niveles de lipoproteina del

suero (Alyavi et al., 2014)

Este polimorfismo asociado con el HGNA descrito en el 2008, Romero et al. Asocio
el alelo variante con el contenido de triglicérido hepatico en al menos 10 grupos étnicos
determinando asi que la sustitucion del alelo C (PNPLA3148Il) por el alelo G
(PNPLA-148MM) presentd un 73% mas de contenido de grasa hepatica que los sujetos sin

dicha sustitucién (Hyysalo et al., 2014)
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2.13 Diagndstico molecular

Existe una rama en la genética que se encarga del diagnéstico de enfermedades
relacionadas con los genes, se la conoce como genética clinica cuya funcional esencial es
realizar el correcto diagnostico mediante pruebas clinicas y genéticas para encontrar las
mutaciones responsables de la enfermedad, ademas ayudar a la persona afectada y a los
familiares para que comprendan y afronten la naturaleza y consecuencia de la enfermedad y

proporcionar un tratamiento adecuado a la misma (Nussbaum, 2016).

El asesoramiento genético no se limita al ofrecer informacién a los individuos con
riesgo de padecer la enfermedad, sino que también se encarga de abordar complejas cuestiones
psicoldgicas relacionadas con la presencia de un trastorno genético en una familia y ofrecer
una ayuda a las personas para asumir el impacto y adaptarse a la presencia de la enfermedad

(Nussbaum, 2016).
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2.15 Extraccion de ADN

Durante afios ha sido de gran interés para los investigadores la complejidad de los
procesos bioldgicos en los seres vivos y descifrar los mecanismos que esconden estos procesos,
uno de los descubrimientos mas importantes de la historia y que dio inicio a una nueva era fue
el descubrimiento de los &cidos nucleicos al descifrar la estructura del ADN (Tamay de Dios,

Ibarra, & Velasquillo, 2013).

Hasta la actualidad se han desarrollado métodos cada vez mas sensibles vy
reproducibles que permiten estandarizar protocolos para el estudio de los acidos nucleicos,
entre varias alternativas de estudio sin lugar a duda la mas importante es la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) desarrollada por Karys Mullis que tiene como funcion copiar millones
de veces una secuencia especifica de ADN blanco mediante una poderosa catéalisis llevada a
cabo por una enzima llamada ADN polimerasa, de esta forma una pequefia cantidad de ADN

es sintetizada y copiada para analizarse en diferentes fines (Tamay de Dios et al., 2013).
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2.16 Analisis de genes

El estudio de genes tiene muchos aspectos de interés tanto desde el punto de vista basico
para obtener informacion sobre un gen determinado o para aplicar la informacion obtenida a
estudios sobre una enfermedad con fines diagndsticos y terapéuticos, en el analisis de genes el
primer paso es la determinacion de su ubicacion en los cromosomas, esto proporciona una

localizacion mas precisa de los genes (Herraez, 2013).

2.15.1 deteccion del polimorfismo

Para la deteccion de un polimorfismo existen varios métodos, mas aun si se trata de un
polimorfismo de un solo nucle6tido, experimentos especializados y en continua evolucion, las
mayor parte de estos métodos se basan en las técnicas de hibridacion de PCR donde se trata de

disefiar oligonucledtidos complementarios a cada alelo (Herraez, 2013).

El analisis del polimorfismo génico da pie a varias aplicaciones como el caso de los
polimorfismos que no tienen efecto fenotipico las cuales son frecuentemente usados para

diagndsticos de paternidad y seguimiento de arboles genealdgicos y actualmente es muy usado
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para obtener informacion sobre polimorfismos que tienen contribucion frente a procesos de

interés medico (Herraez, 2013)

2.15.1 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificacién y la deteccion en
un mismo paso relacionando el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una sefial de
intensidad fluorescente, posee un alto rango de deteccion de 1 a 107 equivalentes gendémicos
de la secuencia blanca y rapidez en la visualizacién del producto ya que no se necesita una

electroforesis posterior (Technologies, 2012).

Para este proceso se requieren reactivos especificos para PCR tiempo real, a mas de
esto el uso de un fluoroforo, en casos donde se requiera determinar el nimero de moléculas
ARNmM es necesario llevar a cabo una reaccion de transcripcion en reversa (RT) un ensayo
también conocido como retro transcripcion o RT acoplada a la PCR (RT-PCR), respecto a
equipos requeridos para este método incluye un termociclador y una unidad capaz de detectar
sefiales fluorescentes y todo esto trabaja en conjunto con un software especializado para la

captura, analisis y procesamiento de los datos (Technologies, 2012).
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2.16 Marco referencial

El higado graso no alcoholico se asocia, frecuentemente, a la diabetes mellitus no
insulinodependiente. Esther Gonzalez, 2016 describe los aspectos bioquimico, ecografico e
histologico en un grupo de pacientes diabéticos no insulinodependientes realizando un estudio
descriptivo transversal en el Hospital “Arnaldo Milidn Castro” en el periodo comprendido entre
septiembre de 2013 y enero de 2016 con una muestra constituida por 22 pacientes a los que se
les realizd determinacion del indice cintura/cadera, evaluacién analitica y se les precisaron los
hallazgos histopatologicos del higado. Se describieron relaciones entre algunos factores de
riesgo de progresion de la enfermedad y los resultados de la biopsia hepatica. La glicemia fue
el parametro bioquimico mas alterado (81.8%), seguida de la alanino aminotransferasa y el
lipograma (77.3% para cada uno); el 68.2% de los pacientes presentd esteatohepatitis con
fibrosis; la alanino aminotransferasa se elevd en el 77.3% de los casos con esteatohepatitis y
se encontré una asociacion significativa entre esta Ultima y el aumento del indice
cintura/cadera. Se deben sospechar estadios avanzados del higado graso no alcohdlico en los

pacientes diabéticos no insulinodependientes.
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Roesch, 2006, dio a conocer la frecuencia, asi como las caracteristicas clinicas,
bioquimicas y ultrasonograficas del HGNA en un grupo de sujetos estudiados en la Ciudad de
Veracruz, estudiando 337 sujetos, los cuales fueron divididos en cuatro grupos: peso normal,
sobrepeso, obesos y diabéticos tipo 2, habiéndose descartado aquellos que refirieron
antecedentes de hepatitis 0 consumo de bebidas alcohdlicas. En ellos se realizé una encuesta
para determinar: edad, género, existencia de sintomas o signos de enfermedad hepética y a
todos se les realizaron estudios de laboratorio que incluyeron: glucemia, perfil de lipidos,
transaminasas, proteinas totales y fosfatasa alcalina. En los casos que mostraron elevacién de
las transaminasas, se realiz6 ultrasonido (USG) abdominal superior y biopsia hepatica a
quienes lo aceptaron. Resultados: se identificaron 53 casos (15.72%) con caracteristicas de
HGNA. La frecuencia en los sujetos de peso normal y sobrepeso oscil6 entre 7.14% y 7.76%,
mientras que en los Obesos esta cifra se duplicé a 14.15% y en los pacientes con diabetes
alcanzo cifras de 28.0%. EI 73.58% de los pacientes con esta entidad fueron mujeres y 26.41%
hombres. La edad promedio de todo el grupo fue de 48.11 afios, similar a la de los sujetos de
peso normal y los obesos; en los pacientes con sobrepeso fue de 61.5 afios y en los diabéticos
de 56.42 habiendo diferencias significativas en los parametros de glucosa, colesterol, lipidos
totales y transaminasas en los grupos de obesidad y diabetes mellitus comparada con el grupo
de pacientes control y con sobrepeso teniendo como resultados una menor frecuenciade HGNA
que lo publicado a nivel mundial; sin embargo, fue méas elevada en la poblacion de diabéticos
que lo encontrado por Bernal, en Hidalgo, México. Las cifras de transaminasas se encontraron
elevadas en pacientes con sindrome metabdlico y con HGNA. Es de gran importancia tener
presente la posibilidad de esta enfermedad en la poblacion que presenta sindrome metabdlico,

para evitar la progresion a la cirrosis y a hepatocarcinoma (Roesch-Dietlen et al., 2006)
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GLOSARIO

ADN: Es el Acido Desoxirribonucleico es una macromolécula que realiza la codificacion de

los genes de las células, bacterias y algunos tipos de virus.

Genotipo: Conjunto de los genes que existen en el ndcleo celular de cada individuo.

Nucleotido: Compuesto quimico organico fundamental de los acidos nucleicos, constituido

por una base nitrogenada, un aztcar y una molécula de acido fosforico.

Polimorfismo: es una variante genética natural, no tienen efectos adversos en el individuo y

se producen con frecuencia bastante alta, aparece en al menos 1% de una poblacion.

Mutacion: es una alteracion en la secuencia de un nucle6tido o en el cédigo genético,

especificamente en los genes de los cromosomas.

Cromosomas: se encuentran en forma de estructuras en el centro (nicleo) de las células que
transportan fragmentos largos de ADN. EI ADN es el material que contiene los genes y es el

componente mas importante del ser humano.
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GEN PNPLAZ3: Fosfolipasa patatan que contiene la proteina 3, se encuentra en el cromosoma

22.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, es una técnica de analisis molecular que permite
amplificar pequefos fragmentos de ADN para la identificacion gérmenes microscéopicos que

causan enfermedades.

Hepatocitos: es la célula propia del higado y que forma su parénquima.

HGNA: La enfermedad de higado graso no alcohdlico es la acumulacion de grasa en el higado

que NO es causada por consumir demasiado alcohol.

Obesidad: es una enfermedad crénica, caracterizada por el aumento de la grasa corporal,

asociada a mayor riesgo para la salud.

HDL.: lipoproteinas de alta densidad en inglés. Se lo define como colesterol "bueno™ porque
transporta el colesterol de otras partes de su cuerpo a su higado. Su higado luego elimina el

colesterol de su cuerpo.

LDL: lipoproteinas de baja densidad en inglés. Se lo define como colesterol "malo” porque un

nivel alto de LDL lleva a una acumulacion de colesterol en las arterias.
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Dislipidemias: Es la alteracion de los niveles de lipidos en la sangre.

Esteatohepatitis: Inflamacion grasa del higado.

Esteatosis: La forma mas benigna se denomina Esteatosis simple, en la que sélo se encuentran

depositos de grasa sin otras alteraciones en la biopsia del higado.

Lipidos: Los lipidos son un conjunto de moléculas que circulan en la sangre, dentro de las que

se encuentran el colesterol total, el colesterol LDL, el colesterol HDL y los triglicéridos.

Fibrosis hepatica: es la acumulacion de cicatrices fibrosas y duras en el higado.
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3 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Justificacién del método de eleccion

El presente estudio es de tipo descriptivo, con un disefio no experimental y de cohorte
transversal, ya que las muestras fueron recolectadas y analizadas en un tiempo determinado
con un enfoque cuantitativo debido a que se analizaron pardmetros antropométricos,
bioquimicos y genéticos para determinar la asociacion del polimorfismo rs738409 del gen

PNPLA3 y la obesidad en jovenes universitarios con higado graso no alcohdlico

3.2. Poblaciéon y muestras

La poblacion y muestras estuvo comprendida por 205 jovenes universitarios con higado
graso no alcohdlico de los cuales a 41 se les realizaron los analisis de los parametros
bioquimicos (Proteina C reactiva, triglicéridos, glucosa y colesterol total, HDL y LDL) para su
posterior analisis con la presencia del polimorfismo rs738409 del gen PNPLAS3 y sus variantes

génicas (alelo normal CC, premutado CG y mutado GG).
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3.2.1. Criterio de Inclusion

1. Muestras crio conservadas en buenas condiciones de jovenes universitarios

diagnosticado con higado graso no alcohdlico.

2. Muestras que estuvieron con una concentracion optima del material genético (0.8 — 2.0)

para su proceso de amplificacion.

3.2.2. Criterio de Exclusion

1. Muestras que no estuvieron dentro de los parametros de concentracion optimos para su

proceso de amplificacion.

3.3. Técnicay Modelos de analisis de datos

3.3.1. Técnica

La técnica utilizada en el presente trabajo de titulacion fue la observacional y analisis

de base de datos donde se registraron los resultados obtenidos.
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3.3.2. Instrumento

Para la recopilacion de la informacion se realizé mediante la observacion directa con el apoyo
analizador genetico (LightCycler 2.0) en las muestras procesadas y registradas en la base de

datos.
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4. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

4.1 Distribucién por sexo

Tabla 1Distribucion por sexo

Sexo Frecuencia  Porcentaje  Porcentaje valido
Femenino 111 (54.1%) 54.1
Masculino 94  (45.9%) 45.9
N= 205 (100.0%)

Zevallos, 2018

Los datos expresados en la tabla 1 muestra la distribucién de la poblacion a estudiar por su
sexo de la poblacion estudiada N=205, un 54.1% pertenecen al sexo femenino mientras que

un 45.9% al sexo masculino.
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4.2 Prevalencia de enfermedades cardiovasculares

Tabla 2Prevalencia de enfermedades cardiovasculares

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido

Si presenta 184 (89.8%) 89.8
No presenta 21 (10.2%) 10.2
N= 205 (100.0%) 100.0

Zevallos, 2018

En relacion a la prevalencia de enfermedades cardiovasculares la frecuencia con la que se

presentan en la poblacion de estudio es en un 89.8%, siendo considerado un porcentaje

bastante alto entre las variables analizadas.
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4.3 Obesidad

Tabla 3 Obesidad

Frecuencia Porcentaje  Porcentaje valido

No presenta 133 (64.9%) 64,9
Si presenta 72 (35.1%) 35,1
N= 205 (100.0%) 100,0

Zevallos, 2018

De acuerdo a los datos analizados se determina la frecuencia con la que la poblacién de estudio
presenta obesidad en un 35.1% Yy no obesidad en un 64.9% en la poblacion con higado graso

no alcohdlico.
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4.4.Ingesta de alcohol

Tabla 4 Ingesta de alcohol

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido
No ingiere 102 (49.8%) 49,8
Solo socialmente 69 (33.7%) 33,7
Ingiere semanal 34 (16.6%) 16,6
N= 205 (100.0) 100,0

Zevallos, 2018

La obesidad y el HGNA son clasificadas como enfermedades multifactoriales por ello para

establecer la asociacion existente entre ambas variables es necesario descartar que esta

enfermedad sea producto de la ingesta de alcohol, por ello se muestra en la tabla 4 la frecuencia

con la que ingiere alcohol la poblacién de estudio un 49.8% de los jovenes de la poblacion

declararon no consumir alcohol, un 33.7% declararon ingerirlo solo en reuniones sociales y un

16.6% afirmaron consumir alcohol de forma semanal.
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4.5 Variante genética del polimorfismo en la poblacion de estudio

Tabla 5 Variante génica

Frecuencia  Porcentaje Porcentaje valido
Alelo normal CC 42 (20.5%) 20,5
Alelo pre-mutado CG 123 (60.0%) 60,0
Alelo mutado GG 40 (19.5%) 19,5
N= 205 (100.0%) 100,0

Zevallos, 2018

La variante del polimorfismo rs738409 del gen PNPLA3, es vital para poder establecer la

asociacion existente entre este polimorfismo y la enfermedad de HGNA, los datos obtenidos

muestras que un 20.5% en relacidn al alelo normal (CC), un 60.0% para el alelo pre-mutado

(CG) y un 19.5% para el alelo mutado (GG) en la poblacién de estudio.
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4.6 Asociacion Perfil lipidico / Variante génica

Tabla 6 Asociacion perfil lipidico/variante génica

Variante Génica

— Nivel de
n=41 Alelo Alelo o .
Alelo normal (CC) significancia
Premutado (CG) mutado (GG) =005

SI 8(34.8%) 10(43.5%)  5(21,7%)

Proteina C reactiva

p=2,380

NO 3(16,7%) 12(66.7%)  3(16,7%)
SI 11(26,8%) 22(53,7%)  8(19,5%)

Glucosa (mg/dL) p=___
NO 11(26,8%) 22(53,7%)  8(19,5%)
SI 9(23.7%) 21(55.3%)  8(21.1%)

Colesterol (mg/dL) p=2,795
NO  2(66.7%) 1(33.3%)
SI 10(31.3%) 16(50.0%)  6(18.8%)

Colesterol HDL (mg/dL) p:1,469
NO 1(11.1%) 6(66.7%) 2(22.2%)
SI 10(25.6%) 21(53.8%)  8(20.5%)

Colesterol LDL(mg/dL) p=,836
NO 1(50.0%) 1(50.0%)

Triglicéridos(mg/dL) N]| 11(29,7%) 20(54,1%) 6(16,2%) p=3,312
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NO

Sl

Enfermedades

cardiovasculares

NO

Sl

Obesidad

NO

Sl

Alteraciones Lipidicas

NO

0 (0,0%)

1(9,1%)

10(90,9%)

6(54,5%)

5(45,5%)

6(54,5%)

5(45,5%)

2(50,0%)

4(18,2%)

18(81,8%)

12(54,5%)

10(45,5%)

12(54,5%)

10(45,5%)

2(50,0%)

0(0,0%)

8(100,0%)

2(25,0%)

6(75,0%)

4(50,0%)

4(50,0%)

p=1,946

p=2,250

p=0,054

Zevallos, 2018

De acuerdo a lo observado en el andlisis estadistico mediante el software SPSS (tabla de 2x2)

en relacion a las variables de estudio, higado graso no alcohdlico y el polimorfismo del gen

PNPLA3 con los pardmetros bioquimicos, enfermedades cardiovasculares, Obesidad y

alteraciones lipidicas con el genotipo mutado GG y el genotipo premutado CG, no existe una

asociacion debido que el valor correspondiente a la significancia para el genotipo GG

(mutado) esta por encima del valor estimado de p=0,05 .
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4.6 Conclusiones

Este analisis de datos determino la relacion existente entre la presencia del
polimorfismo rs738409 del gen PNPLAS3 y la enfermedad del higado de graso no alcohodlico y
las enfermedades subyacentes como la obesidad y el riesgo cardiovascular, ademas se analizo
el perfil lipidico de la muestra de estudio determinando asi una ligera asociacion con los

parametros bioquimico

La poblacion de estudio fueron 205 muestras amplificadas de jovenes universitarios
diagnosticados con la enfermedad de higado graso no alcohdlico de los cuales hubo 111
mujeres y 94 hombres, de los cuales 184 presentaron algun tipo de enfermedad cardiovascular
determinando asi que las enfermedades cardiovasculares son frecuentes en un 89,8% de las

personas gque padecen esta enfermedad.

A su vez se determino que la obesidad tuvo una frecuencia de 35.1%, donde de los 205
casos de estudio de los cuales 72 presentaron obesidad, asi mismo se analiz6 como variable la
ingesta de alcohol en la cual un 49.8% indico no consumirlo, un 33.7% solo en reuniones
sociales y un 16.6% restante indicaron consumirlo de forma semanal, el perfil lipidico mediante

el analisis de datos del chi cuadrado mostro que ninguna de los perfiles a analizar (Glucosa,
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colesterol total HDL, LDL triglicérido y proteina C reactiva) fueron significativo para el

desarrollo de la patologia.

El tema principal de este estudio y factor determinante de la enfermedad del higado
graso no alcohdlico es la presencia del polimorfismo rs738409 del gen PNPLA3 el cual un
19.5% de los casos estudiado presentaron la variante mutada (GG), un 60% el alelo pre-
mutado (CG) y un 20.5% de los casos no se presentd la mutacién, determinando asi que en un

79.5% de los casos esta presente este polimorfismo sea mutado o en su estado pre-mutado.

La parte genetica es un factor predominante en el desarrollo y progresion en la
enfermedad del higado graso, la presencia de este polimorfismo pueda dar inicio al desarrollo
de esta enfermedad en los individuos pero, al ser una enfermedad multifactorial su desarrollo
tendra siempre una relacion directa con el estilo de vida, incluido la alimentacion y actividad
fisica, las variables como obesidad, riesgo cardiaco y perfil lipidico anormal estan ligadas y se

consideran subyacentes a la enfermedad del higado graso no alcohdlico.
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4.7 Recomendaciones

A partir de este estudio se logré establecer y cuantificar la asociacion que existe entre el
rs738409 y la enfermedad de higado graso y a su vez enfermedades subyacentes que se pueden
desarrollar, al ser enfermedades multifactoriales no es posible establecer una sola causa del
desarrollo de las mismas, en base a los datos analizados en este estudio se pudo establecer que
la parte genética tiene un alto grado de influencia , sin embargo, se requiere de un estudio mas
profundo para precisar las causas exactas de estas enfermedades asi como aumentar el nUmero

de caso y realizar la expresion génica del Gen en caso y controles.
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ANEXOS

Técnica de procedimiento:

Para la obtencidn del material genético se utilizo el siguiente protocolo.

Protocolo de amplificacion

1.- Calentar el bloque térmico a 55°C.

2.- Al tubo estéril adicionar <200 ul de sangre.

3.- Adicionar 20ul de Proteinasa K a la muestra.

4.- Adicionar 20ul RNase a la muestra, mezcle bien vortexeando brevemente e incube a

temperatura ambiente por 2 minutos.

5.- Adicionar 200ul del Buffer de Lisis/ Binding, vortexeando bien para obtener una solucion

homogénea.

6.- Incubar a 55°C por 10 minutos para promover la digestion de proteinas.

7. - Adicionar 200 ul de etanol (96 —100%) para lisar. Mezcle bien por vortex por 5 segundos

para gque rinda una solucién homogénea.

8.- Proceder inmediatamente a la captura del DNA.

Antes de empezar
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Adicionar ethanol 96-100% ethanol al PureLink® Genomic Wash Buffer 1 and PureLink®
Genomic Wash Buffer 2de acuerdo a las indicaciones marcadas en cada etiqueta. Marcar las
etiquetas cuando ya ha sido adicionado el ethanol. Guardar ambos Buffer a temperatura

ambiente.

9.- Remover del paquete de tubos 1 columna

10.- Adicionar el lisado (640ul) en la columna

11.- Centrifugar la columna a 10.000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente.

12.- Descartar el tubo de coleccidn y colocar un tubo de coleccion limpio.

13.- Proceder a enjuagar el DNA.

Lavado de DNA

14.- Adicionar 500ul de Buffer Wash 1, preparado con ethanol a la columna.

15. Centrifugar la columna a temperatura ambiente a 10.000 x g por 1 minuto.

16. Descartar el tubo de coleccion y colocar un tubo limpio.

17. Adicionar 500 uL. Wash Buffer 2 preparado con ethanol a la columna.

18.-Centrifugar la columna a la velocidad maxima por 3 minutos a temperatura ambiente.

Descartar el tubo de coleccion

19. Proceder a la elucion del DNA.

Elucién de DNA

20. Coloque la columna en un tubo estéril de microcentrifuga de 1.5ml.
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21. Adicionar 25-200 uL of PureLink® Genomic Elution Buffer a la columna. Observe los

parametros de elusion (page 13) para elegir el adecuado volumen de elusion que se necesita.

22. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar la columna a méaxima velocidad

por 1 minuto a temperatura ambiente. El tubo contiene el DNA genémico purificado.

23. Para recuperar mas DNA, realice un Segundo paso de elusion usando el mismo volumen

de buffer de elusion como la primera vez en otro tubo estéril de 1.5ml.

24. Centrifugar la columna a maxima potencia por 1.5 minutos a temperatura ambiente. El tubo

contiene el DNA purificado. Descartar la columna.
Almacenaje del DNA

Guardar el DNA purificado a -20°C para la aplicacién deseada.

Pala la amplificacion del material genético se utilizaron los siguientes equipos y

materiales

Equipos:

PCR en tiempo real.

Regulador de voltaje con no-break.

Computadora con el programa de analisis instalado.

Materiales:
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Guantes de nitrilo libres de polvo.

Tubos o placas.

PCR de 200 pl de calidad optica.

Puntas nuevas estériles de 10 y 100 pl.

Micropipetas de alta precision de 20 pl y 200 pl.

Gradilla para tubos PCR.

Reactivos.

Tabla:

Condiciones de la mezcla para el PRE-MIX de PCR

Preparacion de la reaccién

Ajustes

20 ul de mezcla de la reaccion.

Agua 14.4 - 10.4 ul
Mezcla del reactivo 1.4 ul

FastStart ADN Master 2.0 ul

MgCl, (25 mM) 1.6 ul

ADN 1.0 - 5.0 ul (- 50 mg)

Concentracion final MgCl>: 3.0 mM

LightCycler 1.x & 2.0 instrumentos

LightCycler 1. X Instrumento: canal F1

LightCycler 2.0 Instrumento: canal 530

LightCycler FastStart ADN Master HybProbe (Dignostico Roche)
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Tabla:

Programa LightCycler 1.x / 2.0 Instrumentos

Programa Desnaturali  Ciclismo Derritiendo Enfriamie

zacion nto

Modo de Ninguna Cuantificacion Curvas de Fusion Ninguna

analisis

Segmento 111 1 2 3 1 2 3 1

Retener (hh: 00:10:00 00:00:1 00:00:1 00:00:2 00:00:2 00:00:2 00:00:0 00:00:30

mm: ss) 0 5 0 0 0 0

Modo de Ninguna Ningun  Solo Ningun Ningun  Ningun Continu  Ninguna

adquisicion a a a a 0

LightCycler FastStart ADN Master HybProbe (Digndstico Roche)



