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iv. RESUMEN

La enfermedad de higado graso no alcohdlico es la mas prevalente de las enfermedades al higado
a nivel global, y su prevalencia en Chile se estima en un 22%. Presentan mayor riesgo las personas
con obesidad, resistencia a la insulina, dislipidemias, y personas con predisposicién genética. Se han
reportado nueve variantes genéticas en diferentes poblaciones europeas, asiaticas, vy
estadounidenses, pero los estudios han cubierto escasamente poblaciones latinoamericanas. En
este contexto, la cohorte Maule (MAUCO) desarrollé un protocolo de estudio para realizar
seguimiento a enfermedades crénicas en pacientes provenientes de la region del Maule, Chile,
donde se centran las mayores tasas de mortalidad por enfermedades crdnicas en el pais. En este
estudio, se evalud la replicacidon de asociacién entre nueve variantes génicas con higado graso no
alcohdlico reportadas en la literatura en 3966 participantes de MAUCO. Sélo dos de las nueve
variantes de riesgo replicaron su asociacion: rs2896019 en el gen PNPLA3 y rs2073080 en el gen
SAMMS50. Un puntaje de riesgo poligénico a partir de estas dos variantes mostré asociacién con
niveles plasmaticos elevados de las transaminasas hepdticas ALT (OR=1,17, p <0,001) y AST
(OR=1,231,p <0,001), y con higado graso sdlo en individuos con ancestria sobre 54.6% europea
(OR=1,154, p = 0,016), en una muestra donde el 52,13% de los pacientes padece la enfermedad.
Este es el primer estudio sobre riesgo poligénico de padecer enfermedad de higado graso no
alcohdlico en una poblacién chilena. Nuestros resultados sugieren que los marcadores de riesgo
reportados en la literatura para higado graso no alcohdlico tienen modesta replicacion en la
poblacién chilena, especialmente en personas sin un alto componente de ancestria europea. Este
trabajo indica ademas la necesidad de realizar estudios de asociacién a nivel gendmico en poblacidn
chilena orientados a descubrir loci de riesgo que no hayan mostrado asociacidn con la enfermedad

en otras poblaciones.



v. SUMMARY

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease is the most prevalent liver disease worldwide, and its prevalence
in Chile is estimated at 22%. People with obesity, insulin resistance, dyslipidemia, and genetic
predisposition are at more risk. There have been 9 gene variants frequently reported among
different populations. However, these studies have been focused in European, Asian and American
populations, and poorly in Latin Americans. In this context, Maule Cohort (MAUCO) developed a
study protocol to track chronic diseases in patients from Maule region, Chile. This region has the
highest national mortality rates for chronic disease. In the present study, it was evaluated the
replication of association between nine previously reported gene variants with non-alcoholic fatty
liver disease in 3966 participants from MAUCO. Only two variants replicated their association:
rs2896019 in the PNPLA3 gene, and rs2073080 in the SAMMS50 gene. A polygenic risk score
calculated from these two variants was associated with altered levels of ALT (OR=1,173, p < 0,001)
and AST (OR=1,231, p<0,001) and with fatty liver disease only in patients above 56.4% of European
ancestry (OR=1,154, p = 0,016) in a sample where the 52,13% of patients suffer from fatty liver
disease. This is the first study on polygenic risk score to develop non-alcoholic fatty liver disease in
an admixed Chilean population. These results suggest that previously reported biomarkers for non-
alcoholic-fatty liver disease have a modest replication in the Chilean population, especially in
patients with a lower level of European ancestry. These findings point to the need of developing
genome-wide association studies in the Chilean population to discover risk loci that have not shown

association with the disease in other populations.



1.INTRODUCCION

Se define higado graso no alcohélico (NAFLD) como la acumulacion de grasa en el higado mayor al
5% de su peso total, no asociado al consumo de alcohol. A nivel global se trata de la enfermedad al
higado con mayor prevalencia, con una incidencia promedio cercana al 20%*. En algunos individuos,
esta enfermedad genera una respuesta inflamatoria en el higado, condicién conocida como
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), que a su vez puede generar tejido fibroso y progresar a
cirrosis e incluso a carcinoma hepatocelular en los casos mdas graves?, y en conjunto, estas
enfermedades representan la principal causa de trasplantes de higado®. Los pacientes con
condiciones metabdlicas tales como obesidad, resistencia a la insulina y/o dislipidemias son quienes
se encuentran en mayor ri,.enfermedad?. Sin embargo, la predisposicién a la enfermedad varia
entre individuos debido a variaciones en secuencias de genes relacionados con el metabolismo y la
etnicidad: de acuerdo a lo reportado en EEUU, NAFLD afecta a un 45% de poblacién

predominantemente hispénica, 33% europea y 34% afroamericana®.
1.1. Variables demograficas y perfil bioquimico

Si bien NAFLD puede afectar a cualquier grupo etario, suele afectar con mayor frecuencia a
personas entre 40 y 50 afios®. Con relacidn al sexo, no hay claridad ya que se ha descrito que el
paciente promedio con NAFLD es una mujer de mediana edad, mientras que otros estudios han

demostrado que el hombre es quien tiene mayor predisposicién &’

NAFLD es la principal causa de niveles plasmaticos elevados (>35 [U/L]) de las enzimas hepaticas
alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST). Estas enzimas se encuentran
normalmente al interior de hepatocitos y por lo tanto su presencia libre en la sangre es indicativa
de lesidon hepética®®. Las dislipidemias, por otra parte, son factores que permiten determinar si el
individuo se ve propenso a desarrollar FLD ya que se relacionan con la concentracién de grasa en el
higado. Los niveles plasmaticos aumentados de triglicéridos (>150 [mg/dL]) y lipoproteinas de baja
densidad (LDL) (>100 [mg/dL]) predisponen a generacion de tejido graso, mientras que los niveles
disminuidos de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (<40 [mg/dL] en varones o <50 [mg/dL] en
mujeres) implican menor catabolismo de los niveles excesivos de colesterol en sangre.
Adicionalmente, se ha descrito que un nivel elevado de glicemia (>105 [mg/dL]) indica posible
resistencia a insulina que esta especialmente asociada al padecimiento de FLD y a su progreso a

fibrosis hepética®.



1.2. Condiciones clinicas

La prevalencia de esta enfermedad aumenta en pacientes obesos hasta un 74% °. Kim y cols. !
reportaron una fuerte relacién positiva entre higado graso y sindrome metabdlico (MS), el cual
comprende obesidad abdominal y alteraciones en glicemia. Incluso, se ha descrito MS como un
factor predictivo para FLD?. Sin embargo, un 30% de los pacientes con FLD no presenta

anormalidades metabdlicas en US!. En todos los casos puede verse involucrado el factor genético®3.
1.3. Variantes genéticas asociadas a riesgo

A partir de estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) ha sido posible identificar
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) que han mostrado tener asociacion a NAFLD. La
seleccion de variantes de riesgo para una determinada poblacién puede ser basada en los filtros de
frecuencia de alelo menos comun (MAF) y de desequilibrio de ligamiento (LD). MAF es una técnica
aplicada en estudios de asociacidon que consiste en seleccionar variantes en que el alelo con menor
frecuencia es comun y es mayor al 5%, indicando que se tratan de polimorfismos asociados a
enfermedades comunes?, y LD consiste en la seleccién de variantes que se encuentren en loci
cercanos, por lo que la frecuencia de recombinacion es baja, por lo que la probabilidad de heredar
esas variantes es similar *°. Variantes en PNPLA3, SAMMS50, GCKR, PPARy, II-6, TCF7L2, PPP1R3B y
GC se han asociado a riesgo de NAFLD en distintas poblaciones!®?, La frecuencia alélica de SNPs en
estos genes difiere entre poblaciones, indicando que el componente ancestral se encuentra
involucrado en la predisposicion a la enfermedad? (Tabla 1, Tabla suplementaria 1). A

continuacién, se resume el estado del arte actual de cada gen.
PNPLA3 (Gene ID 80339)

El gen PNPLA3 codifica para la proteina adiponutrina, que se encuentra al interior de adipocitos y
hepatocitos. Esta proteina esta involucrada en adipogénesis®. Variantes en este gen generan una
ganancia de funcién, promoviendo la acumulacién anormal de lipidos en el tejido hepatico?® %°. La
variante rs2896019 se ha relacionado al desarrollo de esta enfermedad y a su progreso a
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), asi como a alteraciones en los niveles plasmaticos de ALT y

AST, en poblaciones asidticas y latinoamericanas??®,



SAMMS50 (Gene ID 25813)

El gen SAMMS50 (homdlogo del componente 50 de la maquinaria de clasificacion y ensamblaje) esta
involucrado en el ensamblaje de proteinas barril beta en la membrana externa de la mitocondria?’.
Se ha descrito que la variante rs2073080 de este gen conduce a una disfuncidon en la mitocondria,
alterando su capacidad para remover especies reactivas de oxigeno y asi promoviendo el desarrollo

de NAFLD 226,

Tabla 1. Loci de variacion genética asociados a riesgo de NAFLD reportados en la literatura.

Alelos R cucncla
alélica

Posicion Global (62

G SNP chr. N R

en r (Mb) (n=5.008)
PNPLA3  rs2896019%%%42>26 22 43937814 T G 0,738
SAMMS50  rs20730802%2>26:27 22 43998522 T C 0,744
GCKR rs780094%%%° 2 27518370 T C 0,302
rs12603262%2° 2 27508073 T C 0,404
PPARy rs180128232 3 12351626 C G 0,901
IL-6 rs18007953* 3 12351626 C G 0,901
TCF7L2 rs7903146>° 10 112998590 C T 0,708
PP1R3B rs42406243738 8 9326721 G A 0,114
GC rs222054%° 4 71738582 C G 0,709

GCKR (Gene ID 2646)

El gen GCKR (regulador de glucoquinasa) codifica para una proteina que regula la actividad de la
glucoquinasa en hepatocitos y en el pancreas, en respuesta a los niveles de glucosa en la sangre,

por lo que juega un rol central en el metabolismo de carbohidratos y en la activacién de lipogénesis



hepética®®. Las variantes rs780094 y rs1260326 se han asociado a hipertrigliceridemia®® e

hiperglicemia en diferentes poblaciones, aumentando el riesgo de desarrollar NAFLD?% 39,

PPARy (Gene ID 5468)

PPAR corresponde a una subfamilia de receptores nucleares activados por proliferador de
peroxisomas. PPARy es un subtipo de receptores PPAR que funciona como regulador en la
diferenciacién de adipocitos®!. La variante rs1801282 en este gen se ha visto implicada en la

patologia de enfermedades metabdlicas tales como obesidad y resistencia a la insulina32.

IL-6 (Gene ID 3569)

La citoquina codificada por este gen participa en la respuesta inflamatoria, asi como en la
maduracién de linfocitos B. Este gen estd implicado en las etapas inflamatorias de multiples

enfermedades®. La variante rs1800795 en este gen se ha asociado a diabetes mellitus y NASH3®,

TCF7L2 (Gene ID 6934)

Este gen codifica para un factor de transcripcién con un rol clave en la ruta de sefalizacién de Wnt,
glicoproteinas cruciales en regulacion y funcién de sefializaciones. Esta proteina se encuentra
involucrada en la homeostasis de glucosa en sangre. La variante rs7903146 en TCF7L2 se ha

asociado con riesgo de diabetes mellitus tipo 1l (DM2), enfermedad coronaria y NAFLD*.

PPP1R3B (Gene ID 79660)

La proteina codificada por este gen es la subunidad reguladora 3B de fosfatasa 1, cuya funcién esta
involucrada en la regulacién de sintesis de glucdgeno en tejido esquelético y hepético®. La variante

rs4240624 en este gen se ha asociado a acumulacién de triglicéridos y glucégeno en el higado®” 38,

GC (Gene ID 2638)

Este gen codifica para la proteina de unién a vitamina D. Se encuentra en muchos tipos celulares, y
se encuentra involucrada en el transporte de metabolitos, incluyendo acidos grasos®. La variante
rs222054 se ha asociado a alteraciones en rutas metabdlicas involucradas en adipogénesis y

resistencia a la insulina“.



1.4. Puntaje de Riesgo Poligénico

Los puntajes de riesgo poligénico (PRS) son expresiones matematicas construidas a partir de los
alelos que porta una persona en multiples loci asociados a riesgo. Existen distintos tipos de PRS,
desde la simple multiplicatoria de los riesgos asociados a cada alelo que porta una persona a
estimaciones bayesianas que consideran las frecuencias alélicas poblacionales como probabilidades
a priori de portar un alelo. El valor del PRS para enfermedades de herencia compleja, como la de
higado graso no alcohélico, es que, si bien cada locus aporta sélo una pequefia fraccion de riesgo,
al agrupar multiples loci el riesgo acumulado puede ser significativo y por lo tanto el PRS puede ser
predictivo de la probabilidad que tiene una persona de desarrollar una enfermedad*.. Al basarse
en el genotipo inferido a partir de un ensayo de ADN, la prediccion puede realizarse incluso antes
del nacimiento, mediante un test genético in vitro. Sin embargo, el desarrollo y aplicacién PRS esta
aun en etapas iniciales. La gran mayoria de los estudios GWAS de los cuales derivan las asociaciones

42,43, y las

utilizadas en el calculo de los PRS se han realizado en poblaciones de ancestria Europea
asociaciones reportadas no han sido evaluadas en otras poblaciones. Por lo tanto, el valor
predictivo del PRS que de ellos deriva es desconocido en poblaciones no europeas, tal como en
Latinoamérica®*. Recientemente se describid por primera vez que PRS funciona como predictor de
riesgo de transaminasas elevadas en una poblaciéon mexicana, pero no su asociacion directa con

NAFLD?,

Muiltiples estudios han establecido diferencias de riesgo de desarrollar NAFLD en distintas etnias,
pero se han centrado mayoritariamente en poblaciones de Asia y Europa®. Dichos trabajos
determinaron que NAFLD es mas prevalente en individuos de ancestria hispanica en estudios que
contemplan también alimentacién y estilo de vida, que expone a las personas a desarrollar NAFLD
por factores ambientales*. Por lo tanto, es posible hipotetizar que existen diferencias en el riesgo

poligénico para NAFLD entre hispanos y poblaciones de otros origenes.

1.5. Aplicaciones biotecnoldgicas

Existe interés en el mercado en el desarrollo de pruebas diagndsticas que permitan un diagndstico
temprano de la enfermedad, antes de que progrese a una cirrosis, momento en el cual la condicién
se vuelve irreversible. La deteccidn de NAFLD se realiza por pruebas de ultrasonido abdominal y
tomografia computarizada, y su diagndstico definitivo sélo se logra mediante exdmenes de biopsia
de higado, un proceso invasivo*®#. En grupos de alto riesgo, particularmente personas obesas, se
recomienda realizar pruebas imagenoldgicas como ecografias para detectar signos de la

enfermedad. Sin embargo, el NAFLD puede pasar desapercibido a estas pruebas y ademas también



puede presentarse en personas no obesas?. Por lo tanto, existe demanda por pruebas que
permitan identificar grupos de alto riesgo en los cuales la realizacién de ensayos diagndsticos

permita identificar pacientes de forma temprana y eficiente.

La empresa BioPredictive ha desarrollado pruebas diagndsticas de enfermedades al higado
mediante métodos no invasivos, basandose en niveles plasmaticos de transaminasas hepaticas,
proteinas plasmaticas, colesterol y glicemia como biomarcadores asociados a dafio hepético®. Es
un producto econdmico y preciso, sin embargo, se trata de informacion sobre el estado de salud
actual de la persona, por lo que no permite tomar medidas preventivas. Otros estudios han logrado
utilizar biomarcadores para predecir de forma precisa el progreso de NAFLD a fibrosis o

49-51

carcinoma®™™>*, pero nuevamente se trata de un proceso que funciona sélo cuando ya se ha

desarrollado NAFLD en algun grado.

Los PRS tienen la potencialidad de convertirse en biomarcadores de riesgo utiles para la clinica. Si
bien el uso de PRS se ha restringido principalmente al ambito de la investigacidn, recientemente se
estd evaluando su utilidad para predecir riesgo en aplicaciones clinicas y de salud publica®5%. A
diferencia de otro tipo de biomarcadores, los PRS pueden ser calculados mucho antes del inicio de
un proceso patoldgico, incluso antes del momento de nacimiento. En teoria, los PRS podrian ser
usados para discriminar grupos de individuos con distinto nivel de riesgo a sufrir una enfermedad y
de esa manera mejorar la direccién de estrategias preventivas, como imagenologia, o de

tratamiento.

Ademas de la aplicacién en la clinica, los marcadores genéticos pueden ser Utiles para particulares
interesados en conocer su composicidon genética. Conociendo su riesgo genético, es posible que los
individuos adopten cambios en su estilo de vida tendientes a disminuir las probabilidades de
enfermarse. Esto motiva a empresas de test genéticos de acceso directo al consumidor tales como
23andMe que, por ejemplo, incluyé en 2019 un reporte de riesgo a desarrollar diabetes tipo Il en

su plataforma®.

Por lo tanto, los PRS podrian derivar en el desarrollo de ensayos aplicables tanto para la medicina
de precision como para la orientacién de politicas publicas por parte de las autoridades sanitarias.
Sin embargo, antes de poder ser aplicados en alguna poblacién, los PRS deben ser validados en
cuanto a su nivel predictivo en la poblaciéon de interés y se debe evaluar si su poder predictivo

depende de la ancestria de las personas.



1.6. Contexto nacional

La poblacién chilena se ha enfrentado a grandes variaciones socioecondmicas y ambientales en los
ultimos afos. Estos cambios han significado alteraciones en el panorama de la salud: por un lado,
ha aumentado considerablemente la esperanza de vida®®, y en paralelo también ha crecido la
proporcidn de chilenos afectados por condiciones de riesgo de enfermedades crénicas®®, que
representan el 85% de las causas de muerte en el pais®. El afio 2018, el Departamento de
Estadisticas e Informacién de Salud (DEIS)®® reporté que las enfermedades al higado representaron
la séptima causa de muerte a nivel nacional y cerca del 51% de los fallecimientos por enfermedades
del sistema digestivo. En los resultados de la Encuesta Nacional de Salud 2016-2017 se reportd que
el 18,9% de los chilenos presenta niveles de transaminasas asociados a dafio hepatico, mas del
36,6% presenta alguna dislipidemia, el 41,2% padece sindrome metabdlicoy el 10,2% reporté tener

diabetes tipo Il (Tabla 2).

Tabla 2. Prevalencia a nivel nacional y regional de condiciones de riesgo de enfermedad de higado graso.
Fuente: Encuesta Nacional de Salud, 2016-2017, Ministerio de Salud?®. ‘n’ indica el nimero de individuos y,
entre paréntesis, la proporcion respecto de la poblacion expresada como porcentaje.

Chile (n) Maule (n) Hombres (n) Mujeres (n)

Higado graso, cirrosis, o dafio

2 29
hepatico crdnico (autorreporte) 323 (5,2%)

14 (8,3%) 75 (3,3%) 248 (7.0%)

Transaminasas elevadas 778 (18,9%) 29 (10,6%) 280 (18,3%) 498 (19,4%)

Sobrepeso u obesidad

HDL< 40 mg/dL H, <50 mg/dL M
LDL > 100 mg/dL

TG 2 100 [mg/dL]

Sindrome Metabdlico

Diabetes tipo 2 (autorreporte)

4.170 (75,0%)
1.662 (44,9%)
1.858 (52,2%)
1.294 (36,6%)
1.574 (41,2%)

738 (10,2%)

264 (76,2%)
110 (47,7%)
111 (52,9%)
71 (33,5%)
98 (38,7%)

58 (11,1%)

1.489 (74,5%)
501 (40,7%)
678 (52,9%)
526 (42,3%)
578 (44,0%)

246 (8,6%)

2.681 (75,6%)
1.161 (48,9%)
1.180 (51,6%)
768 (31,0%)
996 (38,5%)

568 (11,8%)

En este contexto, se cred la cohorte de Maule (MAUCO), con el objetivo de analizar la situacién y
progreso de enfermedades crénicas en la comuna de Molina, Chile, a través del seguimiento a datos
de hébitos de riesgo, condiciones clinicas y muestras bioldgicas de 10.000 individuos®. El trabajo
realizado por MAUCO se centré en cuantificar la prevalencia de un grupo de enfermedades
cronicas, incluyendo higado graso. Para ello colaboraron con el laboratorio Genomed,

perteneciente a la Universidad de Chile, con el fin de determinar si las prevalencias en esta



poblacién en particular podrian estar relacionadas a un factor genético y a la ancestria de las
personas. Segun un estudio realizado por Riquelme y col. (2009)%!, NAFLD se manifiesta en un 23%
de chilenos de ancestria hispanica. Adicionalmente, Riquelme sugiere que la ancestria amerindia
puede ser un antecedente importante en la predisposicién al desarrollo de NAFLD. Sumado a lo
anterior, hoy sabemos que, en promedio, el componente ancestral de la poblacién chilena es 53%
europeo, 42% amerindio y 4% africano en una muestra de 2.843 individuos en diferentes zonas del

pais®?.

En el presente trabajo, se genotipificaron 3.966 muestras de la cohorte MAUCO mediante
secuenciacion dirigida, que incluyé 150 SNPs informativos de ancestria y 9 SNPs asociados a riesgo
de NAFLD, con la finalidad de estimar la influencia del componente genético y ancestral en el

desarrollo de la enfermedad de higado graso en la poblacién chilena.

El objetivo de esta investigacidn es evaluar el grado de replicacién de las asociaciones reportadas
para nueve variantes de riesgo en los genes PNPLA3, SAMMJ50, GCKR, PPP1R3B, PPARYy, IL-6, GCy
TCF7L2 con higado graso no alcohdlico en participantes de MAUCO en la zona central de Chile, con
la finalidad de determinar los marcadores de riesgo mas relevantes de esta enfermedad, y asi abrir
la posibilidad de generar instrumentos que utilicen la tecnologia de PRS para estimar riesgo de

enfermedad de higado graso de forma dirigida a poblacién chilena.



2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Existen diferencias en las asociaciones entre enfermedad de higado graso no alcohdlico y variantes
genéticas de riesgo entre la poblacidn chilena y las reportadas en otras poblaciones producto de la
ancestria mestiza de los chilenos.
Objetivo general: Evaluar la replicaciéon de asociacién entre enfermedad de higado graso no
alcohdlico y variantes genéticas previamente identificadas, en una poblacidn mestiza chilena.
1. Objetivo especifico 1. Determinar las variantes genéticas asociadas a enfermedad
de higado graso no alcohdlico.
2. Objetivo especifico 2. Determinar la asociacidn entre el componente ancestral y la
presencia de enfermedad de higado graso.
3. Objetivo especifico 3. Evaluar si existe interaccidn entre componente ancestral y

las variables de riesgo asociadas a la enfermedad.



3. MATERIALES Y METODOS

El estudio fue disefiado para analizar relaciones entre la enfermedad de higado graso no alcohdélico
y el genotipo de individuos pertenecientes al grupo de estudio de la cohorte MAUCO. La
metodologia utilizada para realizar los analisis se rigié por una secuencia légica de pasos, detallada

en el siguiente esquema (Figura 1):

Protocolo MAUCO

150 SNPs informativos de ancestria
9 SNPs asociados a riesgo de NAFLD

Frecuencia de alelo menos comutn (MAF)
Desequilibrio de ligamiento (LD)

Ecuacion 1

Modelos de regresion

Férmula basal (Fenotipo ~ Sexo + Edad)
o =0.05

Cl=95%

(2 U 2 U U

Figura 1. Secuencia de procedimientos realizados en esta investigacion
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Los datos demograficos, bioquimicos y clinicos fueron obtenidos segun el protocolo de estudio del
Maule Cohort (MAUCO) de enfermedades crdnicas. La presencia de higado graso se determiné a
través de imagenologia, especificamente mediante un examen ecografico, el que permite mediante

ultrasonido detectar infiltracion de tejido graso.

El perfil bioquimico de los individuos fue determinado a partir de muestras de sangre, que fueron
analizadas con los reactivos de los kits de deteccion de Wiener Lab, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. En los analisis que requerian la variable en forma categérica, los niveles fueron
expresados de forma dicotdmica como ‘normal’ o ‘alterado’, considerando este Ultimo de acuerdo
con los criterios recomendados por los fabricantes de los kits de deteccidn : ALT y AST > 35 U/L,
glicemia > 105 mg/dL, triglicéridos > 150 mg/dL, HDL < 40 mg/dL en mujeres y < 50 mg/dL en
varones, LDL > 160 mg/dLy presion sanguinea > 135/85 mmHg. Se considerd obeso al individuo con
indice de masa corporal (IMC) igual o superior a 30 [kg/m2]. La presencia de sindrome metabdlico
se determind de acuerdo con los criterios de diagndstico de sindrome metabdlico del National

Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel IIl (ATP 111)2.

Todos los analisis estadisticos fueron ejecutados en Python 3.7.6. Para determinar la significancia
estadistica, se establecié a=0,05. El nivel de confianza para los intervalos de confianza se determiné
a 95%. Las librerias usadas fueron Pandas®, Numpy®* y Scipy® en sus versiones 1.0.1, 1.18.1y 1.4.1,

respectivamente.

Modelos de regresion

El modelo de regresidn logistica permite modelar la probabilidad p de que ocurra un evento binario
en funcidn de una o mads variables explicativas. Para esto, el modelo genera una funcidn lineal entre
las variables explicativas x y el log-odd (logarithm of odds) de una variable de respuesta. El odd es
larazén entre las probabilidades de un evento y su complemento (Ecuacidn 1). La regresién logistica
modela el logaritmo natural (In) de esta expresién como una funcién lineal de un intercepto y una
0 mas variables independientes (Ecuacién 2). Los estimadores b;, para el genotipo de cada SNP
reportado en la literatura, fueron utilizados para estimar un Odds Ratio (OR) asociado a portar un
alelo del SNPs (Ecuacion 3). Las regresiones logisticas para las variables fenotipicas binarias fueron
ajustadas en Python 3.0 con la libreria StatsModel v0.11.0 con la funcién GLM (familiy = binomial)
(Generalized Linear Models), que utiliza el método de los minimos cuadrados reponderados
iterativamente (IRLS por su sigla en inglés). Para las variables fenotipicas continuas, se ajustd una
regresion lineal multiple con la funcién OLS (Ordinary Least Squares) de StatsModel®®. La bondad

del ajuste de los modelos de regresion se determind con el Criterio de Informacidn de Aikaike (AIC).
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Los graficos correspondientes a cada anélisis se generaron con las librerias Matplotlib y Seaborn®’

en sus versiones 3.1.3 y 0.10.0 respectivamente.

Ecuacion 1 odd = P p=probabilidad de ocurrencia de
I=p un evento
Ecuacion 2 looodd — 1 _, D = probabilidad de ocurrencia
§0 n (1 — p) o+ bix de un evento
b = coeficientes
Ecuacion 3 OR = eb: x = variable explicativa

Puntaje de Riesgo Poligénico

3.966 muestras fueron genotipadas por secuenciacion dirigida para 150 SNPs informativos de
ancestriay 9 SNPs de riesgo de FLD seleccionados de la literatura (OR>1,2 y p<3x107) y filtrados por
frecuencia de alelo menos comun (MAF) y desequilibrio de ligamiento (LD). Con un analisis por
regresion logistica, ajustado a edad y sexo, se evalué asociacién entre cada SNP con FLD. Se generé
un PRS a partir de los SNPs filtrados, y un PRS a partir de los SNPs que mostraron asociacidn con
FLD en la muestra chilena (PRS CL), ambos mediante la Ecuacién 4. Ambos puntajes de escala
continua fueron categorizados en 4 niveles de riesgo poligénico (PRL y PRL CL respectivamente),
correspondientes a cuartiles de cada PRS. Los componentes ancestrales de los individuos fueron

categorizados en terciles.

OR: Odd Ratio
n
n: Multiplicatoria
— | | x
Ecuacion 4 PRS =In ORi , . , .
b1 n: Numero de variantes génicas
i=

asociadas a la enfermedad
x: Numero de alelos de riesgo

portados por el individuo
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4. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de la poblacion

Del total de 3.966 pacientes, el 51,4% padece FLD, de los que un 85,4% no consume niveles
riesgosos de alcohol. De los pacientes enfermos, la edad promedio se acerca a los 55 afios, y el
68,71% son mujeres. Se observaron diferencias significativas en edad (p = 0,035) entre casos y
controles. El sexo por si solo no mostrd asociacidn significativa (Tabla 3), pero si como covariable

en otros modelos.
4.1.1. Perfil bioquimico y condiciones clinicas

La prevalencia observada de condiciones de riesgo se resume en Tabla 3.

Tabla 3. Prevalencia de condiciones clinicas de riesgo en la muestra. n: nimero de individuos

MAUCO
(n=3.966)

Hombres
(n=1.291)

Mujeres
(n=2.675)

Transaminasas elevadas
Sobrepeso u obesidad

HDL< 40 mg/dL H, <50 mg/dL M
LDL > 100 mg/dL

TG > 100 mg/dL

SM

Diabetes (autorreporte)

1243 (31,34%)
3342 (84,27%)
2294 (57,84%)
368 (9,28%)
984 (24,81%)
2028 (51,13%)

642 (16,19%)

553 (42,84%)
1084 (83,97%)
598 (46,32%)
105 (8,13%)
384 (29,74%)
606 (46,94%)

200 (15,49%)

690 (25,79%)
2258 (84,41%)
1696 (63,40%)
263 (9,83%)
600 (22,43%)
1422 (53,16%)

442 (16,52%)

Se observo asociacién entre FLD y presidn sistélica (SBP) y diastélica (DBP), transaminasas hepaticas
(ALT y AST), indice de masa corporal (IMC), glicemia, triglicéridos y colesterol HDL, no asi con el
colesterol total. IMC y transaminasas mostraron ser los mayores estimadores de riesgo de FLD

(Tabla 4).

El 16,31% de los pacientes presentd un nivel plasmatico elevado de AST y un 29,77% de los
pacientes presentd un nivel plasmatico alterado de ALT, y un 14,73% presenté ambas
transaminasas elevadas. Del total de la muestra, un 21,1% de los pacientes presenta FLD y niveles
elevados de ALT, y un 11,8% presenta FLD y niveles alterados de AST (Figura 2); mientras que un

31,4% presenta FLD y obesidad. Una cuarta variable que mostré una alta asociacién (OR = 0,962, p
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< 0,001) con FLD fue el colesterol HDL, ya que el 66,4% de los pacientes con FLD tenia niveles de

HDL por debajo de lo deseable (Figura 1).

Tabla 4: Asociacion entre NAFLD y variables demogrdficas, clinicas y bioquimicas. Odd ratio estimados en
regresion logistica, ajustada a edad y sexo.

Todos FLD - FLD+ OR (CI) p

Hombres (n) 1.291 (-6) 647 638

Mujeres (n) 2.675 (-3) 1.271 1.401 0,894 (0,782-1,022) 0,101
Edad 54,5+0,2 54,2+0,2 54,810,2 1,007 (1,001-1,013) 0,035
Presion sist* [mmHg] 132,0+0,3 130,1+0,5 133,7+0,4 1,010 (0,993-1,007) 0,000
Presidn diast* [mmHg] 76,0+0,2 75,0+0,2 76,9+0,2 1,018 (1,012-1,024) 0,000
IMC [kg/m?] 29,6 +4,9 27,2+3,7 31,8+4,8 1,316 (1,289-1,343) 0,000
ALT [U/L] 32,3+0,3 26,8+0,4 37,3+0,5 1,038 (1,033-1,042) 0,000
AST [U/L] 28,3+0,25 25,7+0,3 30,6 £0,4 1,031 (1,025-1,037) 0,000
Glucosa [mg/dL] 103,4+0,6 96,8 +0,7 109,4+0,9 1,014 (1,011-1,017) 0,000
Total col. [mg/dL] 193,5+0,6 192,7+0,9 194,2+0,9 1,000 (0,999-1,002) 0,579
TG [mg/dL] 166,5+2,1 142,8 +2,5 188,3+3,1 1,005 (1,004-1,006) 0,000
LDL [mg/dL] 115.7+0,5 117,1+0,8 114.3+0,8 0,996 (0,995-0,999) 0,001
HDL [mg/mL] 45.3+0,2 47.5+0,3 43.410,2 0,962 (0,956-0,968) 0,000

Condiciones clinicas y variables bioquimicas expresados en media + error estandar

4.2. Genotipo
4.2.1. Variantes génicas

Cinco SNPs fueron seleccionados por su asociacidon a NAFLD de acuerdo con la literatura: rs2896019
(PNPLA3), rs2073080 (SAMMS50), rs780094 (GCKR), rs4240624 (PPP13RB) y rs222054 (GC), con los
que se generd un PRS. Dos de estas cinco variantes mostraron asociacion a FLD en la muestra:
rs2896019 y rs2073080, con una frecuencia alélica de 0,477 y 0,594 respectivamente, a partir de
los que se obtuvo un PRS para la muestra (PRS CL) (Tabla 5). Los valores minimos de PRS y PRS CL
fueron de 0,0 para ambos, y los valores maximos fueron de 0,489 y 2,177 respectivamente, con

medias de 0,289 y 1,044.
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Figura 2. Proporcion y numero de individuos FLD- (gris) y FLD+ (negro) en presencia de transaminasas

alteradas, obesidad, y HDL disminuido.

Mediante andlisis de regresion logistica, se obtuvo que cada PRL y PRL CL representa un aumento

de un 8,38% y 11,68% de riesgo de desarrollar NAFLD respecto a los correspondientes PRL

anteriores (Tabla 6). Se observa que a partir del tercer PRL, los individuos NAFLD+ superan el 50%,

mientras que el mismo valor se obtiene a partir del segundo PRL CL (Figura 3).
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Tabla 5. Frecuencias y asociacion de variantes de riesgo con FLD. Odd Ratio estimados en regresion logistica,

ajustada a edad y sexo

Alelos Frecuencia alélica
OR
Gen SNP Ref. Ries. MAUCO FLD- FLD+
(c1)
PNPLA3 rs2896019 T G 0,477 0,500 0,457 1,189 0,000
(n=3.429) (n=1.641) | (n=1.788) | (1,082-1,308)
SAMM50 rs2073080 T C 0,594 0,608 0,580 1,126 0,016
(n=3.414) | (n=1.631) | (n=1.783) | (1,025-1,241)
GCKR rs780094 T C 0,667 0,674 0,661 1,060 0,257
(n=3.392) (n=1.618) | (n=1.774) | (0,958-1,172)
PP1R3B rs4240624 G A 0,184 0,178 0,189 0,930 0,252
(n=3.350) (n=1.611) | (n=1.739) | (0,822-1,052)
GC rs222054 C G 0,259 0,262 0,255 1,029 0,599
(n=3.431) (n=1.638) | (n=1.793) | (0,924-1,145)
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Tabla 6. Asociacion entre FLD y PRL. Odd Ratio estimados en regresion logistica, ajustada a

edad y sexo.
PRL FLD- (n) FLD+ (n) Estimate OR (CI) p AIC
435 o 0,081 1,083 0,008 4.765,334
1 (49,61%) 442 (50,39%)
(1,021 -1,150)
440 .
2 (51,34%) 417 (48,66%)
395 .
3 (45.88%) 466 (54,12%)
381 \
4 (44,61%) 473 (55,39%)
PRLCL  FLD-(n) FLD+ (n) Estimate OR (Cl) p AIC
636 o 0,111 1,117 0,001 4,742,421
1 (50,76%) 617 (49,24%)
(1,047 - 1,191)
558 .
2 (47,73%) 611 (52,27%)
245 .
3 (46,67%) 280 (53,33%)
205 .
4 (41,92%) 284 (58,08%)
FLD vs PRL FLD vs PRL CL
= 1.00 = 1.00
é 436 440 394 381 é 635 559 245 205
S 075 2075
2 2
= =
o 050 o 0.50
o ©
= =
T 025 T 025
= =
=] =]
= 0.00 = 0.00

Figura 3. Proporcion y numero de individuos FLD- (gris) y FLD+ (negro) por

=+

-—

(o] o
PRL

PRLy PRL CL
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PRL y PRL CL se encontraron también asociados a niveles elevados de transaminasas hepaticas

(Figura 4), pero no a las demas condiciones de riesgo asociadas a FLD (Tabla 7). Cada PRLy PRL CL

mostrd una probabilidad 8,2% y 17,2% mayor de presentar niveles elevados de ALT, y 14.2% vy 23%

mayor de presentar niveles alterados de AST respecto al correspondiente PRL anterior (Tabla 8,

Figura 4).

Tabla 7. Asociacion entre condiciones clinicas de riesgo y PRL. Odd Ratio estimados en regresion logistica,

ajustada a edad y sexo.

Intercept OR Cl p
AST > 35 U/L 0,207 1,231 (1,130 - 1,340) 0,000
ALT >35 U/L 0,159 1,173 (1,092 - 1,259) 0,000
Enfermedad cardiovascular -0,001 0,999 (0,882 -1,132) 0,992
Glicemia > 105 mg/dL -0,004 0,996 (0,920-1,078) 0,919
Triglicéridos -0,050 0,951 (0,882 -1,025) 0,188
HDL (<40 H, >50 M) 0,023 1,023 (0,959 - 1,092) 0,491
LDL 0,052 1,053 (0,946 - 1,174) 0,345
SM -0,010 0,990 (0,928 - 1,055) 0,751
Obesidad -0,038 0,963 (0,901 - 1,028) 0,258
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Tabla 8. Asociacion entre alteracion de niveles plasmdticos de transaminasas y PRL CL. Odd Ratio estimados
en regresion logistica, ajustada a edad y sexo.

ALT
PRL CL <35[U/L] >35[U/L] Estimate OR (Cl) p
1 923 (73,66%) 330 (26,34%) 0,159 1172 0,000
2 830 (71,06%) 338 (28,94%) (1,092-1,258)
3 350 (66,79%) 174 (33,21%)
4 315 (64,42%) 174 (35,58%)
AST
1 1092 (87,15%) 161 (12,85%) 0,207 1,230 0,000
2 982 (84,00%) 187 (16,00%) (1,129-1,340)
3 415 (79,05%) 110 (20,95%)
4 390 (79,75%) 99 (20,25%)
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Figura 4. Proporcion y numero de individuos con niveles alterados (negro) y normales (gris) de

transaminasas ALT y AST en funcion de PRL y PRL CL

4.2.2. Componente ancestral

En la muestra, las ancestrias europea y amerindia son las mas prevalentes, con una media cercana
al 60% y al 35% respectivamente. Se observa que la media de ancestria europea es menor en
pacientes FLD+ respecto a pacientes NAFLD- mientras que la media de ancestria amerindia en

pacientes FLD+ es mayor que en pacientes NAFLD- (Tabla 9).

Ambas ancestrias mostraron estar asociadas a higado graso, puntaje de riesgo poligénico, y
transaminasas. Por cada % de ancestria amerindia, PRS aumenta 0,006, PRS CL aumenta 0,018, ALT
aumenta 0,028 [U/L] y AST aumenta 0,009 [U/L]; y por cada % de ancestria europea, PRS aumenta
0,007, PRS CL aumenta 0,016, ALT aumenta 0,027 [U/L] y no se asocia de forma significativa con
AST (Tabla 10).

Se evalué lainteraccion entre riesgo poligénico y ancestria. Tanto PRL como PRL CL mostraron tener
mayor asociacion con FLD en individuos del segundo tercil de ancestria amerindia, mientras que

PRL mostré asociacion con FLD en segundo tercil de ancestria europea, y PRL CL en el tercero (Figura
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5). En el segundo tercil de ancestria amerindia, cada PRL CL representa un riesgo de NAFLD 21,6%
mayor respecto al anterior (Tabla 11). En el segundo tercil de ancestria europea, por cada PRL CL el

riesgo de FLD es un 12% mayor, y en el tercer tercil, 15.4% mayor (Tabla 12).

Tabla 9. Asociacion entre componente ancestral y FLD. Odd Ratio estimados en regresion logistica, ajustada
a edad y sexo.

Min  Max All FLD- FLD + OR (CI) p

0,99
Europea 0,14 099 0,59+0,001 0,60 + 0,002 0,59 + 0,002 0,013
(0,98-0,99)

1,01
Amerindia 0,00 0,84 0,35+0,001 0,34 £ 0,002 0,36 + 0,002 0,015
(1,00-1,02)

Tabla 10, Asociacién entre componente ancestral, PRS y transaminasas. Valores estimados en regresion
lineal, ajustada a edad y sexo.

r Coef cl p AIC

PRS 0,006 0,0098 0,006 - 0,014 0,000 932

PRS CL 0,018 0,0113 0,008 - 0,014 0,000 730

Amerindia

ALT 0,028 0,1066 0,018 - 0,195 0,018 30.850
AST 0,009 0,0731 0,013-0,134 0,018 28.240

PRS 0,007 -0,0094 -0,013, -0,006 0,000 932

PRS CL 0,016 -0,0098 -0,013, -0,007 0,000 731

Europea

ALT 0,027 -0,0882 -0,171, -0,005 0,038 30.850
AST 0,009 -0,0509 -0,108, 0,006 0,079 28.240
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Tabla 11. Asociacion entre NAFLD y PRL por tercil de ancestria amerindia. Odd Ratio estimados en regresion

logistica, ajustada a edad y sexo.

Estimate OR cl p

T1 PRL 0,078 1,081 (0,975-1,199) 0,138
> 0,00

AIC: 1589.259
<0,321

PRL CL 0,086 1,089 (0,968-1,227) 0,154

AIC: 1579.366
T2 PRL 0,194 1,214 (1,094-1,349) 0,000
>0,321

AIC: 1585.778
<0,385

PRL CL 0,202 1,223 (1,094-1,368) 0,000

AIC: 1582.204
T3 PRL -0,041 0,960 (0,864-1,066) 0,446
>0,385

AIC: 1591,060
<0,845

PRL CL 0,029 1,029 (0,922-1,149) 0,603

AIC: 1587,152
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Tabla 12. Asociacion entre NAFLD y PRL por tercil de ancestria europea. Odd Ratio estimados en regresion

logistica, ajustada a edad y sexo.

Estimate OR cl p
T1 PRL 0,008 1,008 (0,908-1,120) 0,886
>0,143
AIC: 1.596,330
<0,564
PRL CL 0,070 1,072 (0,961-1,196) 0,207
AIC: 1.590,575
T2 PRL 0,148 1,159 (1,044-1,288) 0,006
> 0,564
AIC: 1.585,122
<0,634
PRL CL 0,114 1,120 (1,001-1,254) 0,049
AIC: 1.583,063
T3 PRL 0,080 1,084 (0,978-1,201) 0,124
>0,634
AIC: 1.592,831
<1,00
PRL CL 0,144 1,154 (1,027-1,298) 0,016
AIC: 1.580,870
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Figura 5: Proporcion y numero de casos (negro) y controles (gris) de higado graso en funcién de PRL (a 'y
c)y PRL CL (b y d) por tercil de ancestria amerindia y europea

24



5.DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Variables demograficas

La mayor prevalencia de la enfermedad de higado graso se observd en mujeres y en pacientes con
una edad promedio de 55 afios. Lonardo y col.” reportaron resultados similares, sugiriendo que el
estrégeno puede ser un factor protector, ya que en su estudio observaron que la prevalencia de la
enfermedad en edad reproductiva es mayor en hombres que en mujeres. Una forma de confirmar
si esto es lo que ocurre en la poblacién estudiada de MAUCO seria dirigir estudios similares en
pacientes menores de 47,5 afos, que corresponde a la edad promedio en que se manifiesta la

menopausia en Chile®,

La prevalencia de la enfermedad de higado graso en esta muestra (51,4%) fue mas del doble de lo
reportado por Riquelme y cols®® (23%) y por el Ministerio de Salud*®(5,2%), aunque es importante
tener en cuenta que, tanto los datos recopilados de MAUCO como los del MINSAL no tienen una
diferenciacidn entre individuos con higado graso causado por consumo de alcohol y los individuos
con higado graso no alcohdlico, mientras que Riquelme se enfocd exclusivamente en higado graso
no alcohdlico. Por otro lado, el Ministerio de Salud reporté el nimero de casos de acuerdo con el
auto reporte de la enfermedad, sin diferenciar enfermedad de higado graso de cirrosis o dafo
hepatico crdnico, mientras que los encontrados en MAUCO fueron contabilizados de acuerdo con
un examen ecografico. La diferencia entre estos pardmetros de medicidn puede implicar que los

resultados no sean comparables entre si.

Un resultado sorprendente fue el alto nimero de pacientes con dafio hepatico segun niveles de
transaminasas: un 31,34% de los individuos tenia al menos una de las transaminasas hepaticas en
niveles elevados, en comparacion al 18,9% reportado en Chile y un 10,6% reportado en la region
del Maule, segun la informacién del Ministerio de Salud®®. Sin embargo, es importante considerar
que los resultados entregados por el MINSAL fueron obtenidos a partir de estudios en muestras
poblacionales muy pequefias, no sélo a nivel regional (n=29) sino que también a nivel nacional

(n=778), en comparacion a los 3.966 individuos de este estudio (Tabla 1y 2).
5.2. Perfil bioquimico y condiciones clinicas.

La forma mas certera de diagnosticar lesién hepatica es a través de la medicidon de niveles
sanguineos de alanina aminotransferasa’, lo cual se condice con la asociaciéon entre las
transaminasas ALT y AST con higado graso, tanto en la diferencia de sus medias como con los

coeficientes de regresidn logistica obtenidos en este estudio (Tabla 2 y 3). La presencia de obesidad
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determinada por el indice de masa corporal también mostrd asociacidn significativa con la

presencia de higado graso, tal como ha sido reportado en estudios previos®.
5.3. Genotipo
5.3.1. Riesgo poligénico

En el presente estudio, se consideraron nueve SNPs cuya asociacidn a higado graso no alcohélico
se ha reportado frecuentemente, de los que cinco fueron seleccionados tras pasar por filtro de
frecuencia de alelo minimo y desequilibrio de ligamiento para evaluar la replicacién de asociacién
a la enfermedad. SAlo dos SNPs rs2896019 (PNPLA3) y rs2073080 (SAMMS50) replicaron asociacion
con higado graso en la muestra chilena, que coinciden con variantes reportadas por Larrieta-
Carrasco?! (Tabla 4). De acuerdo con estudios previos, la frecuencia alélica de la variante rs2896019
es similar a la reportada en la poblacién chilena, y la frecuencia alélica de rs2073080 se acerca a la
reportada para la poblacidon mapuche® Las frecuencias de las otras tres variantes difieren a nivel
global y respecto a la poblacidén europea, lo que puede explicar la ausencia de asociacidn entre ellas
y la presencia de higado graso en esta poblacion (Tabla suplementaria 1). El nivel de riesgo
poligénico obtenido a partir de estos dos SNPs mostré tener mayor asociacidon con higado graso
(OR=1,117, p=0,001) al compararlo con el nivel de riesgo poligénico obtenido a partir de los 5 SNPs
en la muestra de poblaciéon chilena (OR = 1,083, p = 0,008), pero estos resultados se observaron
s6lo en individuos de ancestria europea mayor a 56,4% (Tabla 5). Esto también se condice con los
estudios que, en su conjunto, han demostrado que el riesgo poligénico de desarrollar la
enfermedad de higado graso no alcohdlico se manifiesta de forma diferencial entre grupos étnicos

distintos??.

Las variantes utilizadas para calcular el puntaje de riesgo poligénico en la muestra se encuentran
asociados a niveles alterados de transaminasas ALT y AST%, lo que fue corroborado en el presente
estudio (rs2896019: x2 = 22,87, p<0,001; rs2073080: x2 = 9,94, p=0,007) y AST (rs2896019: x2 =
28,59, p<0,001; rs2073080: x2 = 13,24, p=0,001) (Tabla suplementaria 3). De forma concordante, el
nivel de riesgo poligénico obtenido a partir de estas dos variantes mostrd estar asociado de forma
significativa tanto a niveles alterados de ALT (OR = 1,172, p<0,001) como de AST (OR = 1,230,
p<0,001) (Tabla 4 y Figura 4) y no a la presencia de obesidad ni otros factores de riesgo, que si
mostraron asociacién con las otras variantes (Tabla suplementaria 3). Estos resultados son
comparables a los obtenidos por Larrieta-Carrasco?! en el estudio de riesgo poligénico para estimar
riesgo de higado graso en poblacién mexicana. Estas condiciones de riesgo no relacionadas a PRL,

pero si a la enfermedad de higado graso, se deben a que el desarrollo de la enfermedad se debid
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probablemente a habitos de riesgo y no a un componente genético, acorde a lo expuesto por Kim

y col'.

5.3.2. Componente ancestral

La media del componente tanto amerindio como europeo se acerca a la descrita por Verdugo y
col.®l. Ambas ancestrias mostraron estar asociadas a higado graso, puntaje de riesgo poligénico, y
transaminasas, siendo una correlacidn positiva con ancestria amerindia y correlacién negativa con
ancestria europea, salvo con AST con la que el componente europeo no mostré asociacidn
significativa. Los niveles de riesgo poligénico obtenidos a partir de los cuartiles de puntajes
mostraron estar asociados con padecimiento de higado graso en los individuos con un 32% a 38.5%
de ancestria amerindia (PRL: OR = 1,19, p=0,001; PRL CL: OR = 1,216, p=0,001), mientras que sélo
PRL CL en individuos sobre el 56.4% de ancestria europea (OR = 1,148, p=0,019), lo que sugiere que
la asociacién entre PRL CL y la presencia de higado graso se relaciona al perfil ancestral promedio
de la poblacién, donde la ancestria es predominantemente europea. Estos resultados sugieren que
los marcadores de riesgo reportados en la literatura para higado graso no alcohdlico tienen un
sesgo por ancestria europea. Estas diferencias de asociacion entre puntaje de riesgo, transaminasas
y ancestrias puede explicarse por las diferencias en la frecuencia de las variantes de riesgo. La
frecuencia de la variante rs2896019 en PNPLA3 en la muestra (0,477) es significativamente distinta
a la reportada para poblacién europea (0,801) como mapuche (0,907), por lo que el impacto que
esta variante pueda tener difiere considerablemente en este grupo, que contiene el perfil ancestral
promedio de la muestra. Por otro lado, la frecuencia de la variante rs2073080 en SAMMA50 (0,594)
se acerca mas a la reportada para la poblacion europea (0,789) y mapuche (0,611), por lo que su

impacto puede ser comparable (Tabla 4 y Tabla suplementaria 1).
5.4. Aplicaciones biotecnoldgicas

Profundizar en esta area permitiria desarrollar kits de ensayos clinicos para estimacion de riesgo de
dafio hepatico asociado a alteraciones en los niveles de transaminasas hepaticas, asi como de
desarrollar la enfermedad de higado graso no alcohdlico, y complementarlo con factores
ambientales para pronosticar el estado de salud del higado en los pacientes. La informacion
recopilada a largo plazo sobre el puntaje de riesgo poligénico en una poblacidon puede permitir a
los servicios de salud implementar tecnologias de analisis de datos donde el puntaje de riesgo
poligénico sea una herramienta tanto de prondstico, asi como de estratificacién clinica; o bien
generar productos comercializables de forma directa al consumidor para conocer sus
probabilidades de desarrollar la enfermedad de higado graso no alcohdlico, lo que significa una

ventaja respecto a los métodos que reportan la situacién de salud actual. Sin embargo, los hallazgos
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de este trabajo indican que, para encontrar las variantes genéticas mads relevantes asociadas a la
enfermedad de higado graso no alcohdlico, es necesario realizar estudios de asociacidon de genoma

completo en la poblacién chilena.
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6.CONCLUSIONES

Sélo dos variantes de las cinco reportadas replicaron su asociacién con enfermedad de higado
graso: rs2896019, en el gen PNPLA3, y rs2073080 en el gen SAMMS50, indicando que existen
diferencias de asociacion entre las variantes reportadas para NAFLD en la literatura y las mismas
variantes para la poblaciéon chilena. Un puntaje de riesgo poligénico a partir de estas dos variantes
entrega informacion sobre el riesgo de desarrollar enfermedad de higado graso sélo en individuos
con ancestria europea mayor al 56.4%, pero la asociacién con el nivel de aspartato
aminotransferasa ocurridé en todos los individuos. Esta expresidén de riesgo, complementada con
otros factores de riesgo tales como dislipidemias y obesidad, permite hacer una prediccién sobre
el riesgo de desarrollar higado graso no alcohdélico. Los resultados obtenidos con un PRS en base a
las cinco variantes no mostraron mayor asociacién a riesgo de enfermedad de higado graso ni de
transaminasas hepdticas elevadas respecto al PRS con sélo las dos variantes, que replicaron su
asociacién. La asociacién del PRS con el riesgo de NAFLD fue mayor en individuos con alta ancestria
europea, dando cuenta del sesgo prevalente que existe en los estudios de asociacidon de genoma
completo en poblaciones con ese origen. Este es el primer estudio del riesgo genético de
enfermedad de higado graso no alcohdlico en una poblacidn chilena mixta europea amerindia.
Futuros estudios serdn necesarios para replicar la asociacién de otras variantes no evaluadas en el
presente trabajo. Estos hallazgos indican la necesidad de realizar estudios de asociacion de genoma
completo en poblacién chilena para para poder detectar la variacién genética asociada a riesgo con

un origen distinto al europeo y que pueda ser mas prevalente en nuestra poblacién mestiza.
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7.IMPLICANCIAS, RECOMENDACIONES Y PROYECCIONES FUTURAS

Las observaciones realizadas en este trabajo hacen posible la creacién de kits de ensayos clinicos
gue permitan estimar riesgo de lesién hepdtica antes de su manifestacion, ya sea estimando el
riesgo de alteracion en los niveles plasmaticos de transaminasas hepaticas o el riesgo de desarrollar
la enfermedad de higado graso no alcohdlico. Los resultados de ensayos clinicos de este tipo
permitirian al paciente tomar conocimiento y asi adoptar medidas preventivas tanto en estilo de
vida como alimentacién, asi como en controles médicos periddicos. A largo plazo, este tipo de
medidas podria reducir la prevalencia de enfermedad de higado graso no alcohdlico y de lesién
hepatica causadas por riesgo genético, reduciendo costos en salud y significando una mejora en la

calidad de vida de la poblacién chilena.

Un resultado que debe ser estudiado a mayor profundidad es la gran prevalencia que mostro tener
la presencia de dafio hepatico, tanto por la enfermedad de higado graso como por alteraciones en
los niveles de transaminasas, que ademas mostro ser significativamente mayor que en el resto del
pais. Esto sugiere que los estudios realizados hasta ahora por organismos publicos han sido en
tamafios muestrales muy pequefios, dejando a la poblacion subrepresentada. La situacidén debiera
ser evaluada por un equipo multidisciplinario para poder abarcar la situacién de salud, social,
econdmica y cultural de cada regién para estimar la realidad de una forma realmente

representativa.

Los resultados de este trabajo abren oportunidades de investigacidn sobre el uso de polimorfismos
en genes clave para estimar riesgo, de forma cuantitativa, para el desarrollo enfermedades
frecuentes en poblacién chilena, ya que deja en evidencia que las variantes génicas se distribuyen
en distintas frecuencias, manifestando diferentes efectos entre grupos étnicos como los niveles de
riesgo de desarrollo de la enfermedad. Lo anterior indica la necesidad de profundizar en el
conocimiento y entendimiento de este campo mediante estudios de asociacion de genoma
completo en poblacién chilena, y asi poder identificar las variantes de riesgo mas relevantes en el
grupo étnico que representa nuestro pais. El almacenamiento de datos obtenidos sobre
marcadores de riesgo asociados a enfermedad de higado graso en la poblacién chilena, asi como
otras enfermedades, puede ser un recurso valioso para la creacion de programas de salud
enfocados a pronosticar y estratificar individuos y asi tomar medidas preventivas en aquellas

personas que se encuentren con mayor riesgo de desarrollar la enfermedad.
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9.MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla suplementaria 1. Frecuencias alélicas en variantes de riesgo reportadas a nivel global y en
poblaciones europea, chilena, mapuche y aymara

(69) EUR(©? 61 AYM®!
Gen SNP G"fb;'os CL(sY pr4 OR
(n=5008)  (,-1006) (n=54) (n=85)
PNPLA3  rs2896019 0,738 0,801 (:;3278) 0,907 0,159 2.020%0)
SAMM50  rs2073080 0,744 0,789 (238189) 0,611 0,588 1,474
GCKR rs780094 0,302 0,411 0,329 0,213 0,206 1,220%8)
(n=419)
PPIR3B  rs4240624 0,114 0,075 (:;1713) 0,732 0,600 1,2568)
GC rs222054 0,709 0,670 (:L;z?)) 0,774 0,849 2.54(72)

Tabla suplementaria 2: Asociacion entre SNPs de riesgo y condiciones clinicas. Valores obtenidos con test

XZ

HDL TG Obesidad SM
Gen SNR X p X p X p X p
PNPLA3 rs2896019 0,21 0,90 2.81 0,25 1,16 0,56  2.50 0,29
SAMM50  rs2073080 0,31 0,86 5.37 0,07 1,43 049 1,05 0,59
GCKR rs780094 2.03 036 2263 1,22E55 0,79 0,68 1,42 0,49
PP1R3B rs4240624 14.07 9.0E-55  5.07 0,08 0,98 0,61 28.00 8.33E-7
GC rs222054 2.41 0,30 1,40 0,50 1,26 053 331 0,53
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Tabla suplementaria 2 (continuacion)

Glicemia ALT AST
Gen SNP " p " p 2 p
PNPLA3 rs2896019 2.04 0,36 22.87 1,08e-5 28.59 6.17E-7
SAMM50 rs2073080 0,92 0,63 9.94 0,007 13,24 0,001
GCKR rs780094 3.68 0,16 2.59 0,27 0,17 0,92
PP1R3B rs4240624 4.49 0,11 2.51 0,28 3.73 0,15
GC rs222054 3.31 0,19 3.08 0,21 4.71 0,10

Tabla suplementaria 3. Asociacion entre transaminasas hepdticas y
ancestrias. Odd Ratio estimados en regresion logistica, ajustada a edad y

Sexo.

Estimate OR P
ALT Sexo (M) 0,797 2,218 0,000
Edad -0,019 0,980 0,000
Amerindio 0,071 1,073 0,127
Sexo (M) 0,797 2,219 0,000
Edad -0,019 0,980 0,000
Europeo -0,063 0,938 0,170
AST Sexo (M) 0,498 1,646 0,000
Edad -0,012 0,987 0,009
Amerindio 0,096 1,100 0,091
Sexo (M) 0,496 1,642 0,000
Edad -0,012 0,987 0,010
Europeo -0,050 0,950 0,377
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Figura suplementaria 1. Tendencia de niveles de transaminasas hepdticas a) ALTy b) AST
en funcion de ancestrias amerindia y europea.





