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RESUMEN

La busqueda de genes que participan en el desarrollo de enfermedades ha tomado
gran relevancia debido a que modulan los aspectos de la fisiologia humana y su
interaccion con el medio ambiente esta ligada al desarrollo de ciertos padecimientos.
La obesidad y la diabetes tipo 2 son resultado de las interacciones entre la nutricion
y el acervo genético.

Se han identificado varias mutaciones que son responsables de formas muy raras
monogénicas de obesidad (como los portadores de mutaciones en el gen de la
leptina) y diabetes (las diversas formas de MODY, del inglés “Maturity Onset
Diabetes of the Young”); reafirmando el componente genético.

En dltimos afios gracias al desarrollo de los estudios de asociacion del genoma
completo (en inglés GWAS) se ha comenzado a identificar las bases genéticas de
las formas comunes de ambas patologias, que estan influenciadas por decenas, si
no cientos, de genes. En especial, la realizacion de meta-andlisis a gran escala de
los resultados de diferentes GWAS se considera en este momento la mejor
herramienta a la hora de identificar las variantes genéticas mas estrechamente
implicadas en el desarrollo de estas enfermedades.

Durante los ultimos 7 afos, este tipo de estudios han proporcionado variantes
genéticas de riesgo para Obesidad, Diabetes tipo 2 y fenotipos intermedios,
estableciendo aproximadamente 300 loci asociados a estos fenotipos en su mayor
parte en Poblacién Europea.

Realizar este tipo de Estudios en poblacibn mexicana podria identificar nuevas
variantes de riesgo comun para esta poblacién y rara en otras, dando como
resultado nuevas vias de sefalizacion involucradas en el desarrollo de estas
patologias. En este trabajo realizamos estudios de asociacion genémica para tratar
de identificar biomarcadores moleculares que puedan ser utilizadas como
predictores tempranos de riesgo metabdlico, y/o desarrollar tratamientos
farmacolégicos que sean capaces de retrasar dichos padecimientos en nuestra

poblacion.



ABSTRACT

The search for genes involved in disease development has taken great importance
because they modulate aspects of human physiology and it's interaction with the
environment has been linked to the development of certain conditions. Obesity and
type 2 diabetes are the result of interactions between nutrition and the genetic
background.

In the recent years researchers have identified several mutations responsible for
monogenic rare forms of obesity (as carriers of mutations in the leptin gene) and
diabetes (various forms of MODY, “Maturiry Onset of Diabetes the Young ")
establishing a genetic component.

In recent years thanks to the development of genome-wide association studies
(GWAS) we have begun to identify the genetic basis of the common forms of both
diseases, which are influenced by dozens, if not hundreds, of genes. In particular,
large-scale analysis of different GWAS is currently the best tool to identify genetic
variants involved in the development of these diseases.

Over the past seven years, these studies have provided genetic risk variants for
obesity, type 2 diabetes and intermediate phenotypes, establishing around 300 loci
associated with these conditions mostly in European Population.

Perform such studies in the Mexican population could identify new variants of
common risk for this population and rare in others, resulting in new signaling
pathways involved in the development of these diseases. In this work we did genome
association studies trying to identify molecular biomarkers that can be used as early
predictors of metabolic risk and/or development of drug treatments capable of delay

such conditions in our population.



INTRODUCCION

1. Conceptos de Genética

El concepto de gen tiene sus antecedentes histéricos en Mendel, en sus definiciones
de las unidades informativas responsable de una caracteristica transmisible.
Posteriormente, en 1950 se definia como la secuencia de ADN, con la informacion
necesaria para la sintesis de una proteina en particular.

En la actualidad hablamos de un gen molecular, una secuencia completa de acidos
nucleicos necesaria para la sintesis de un producto génico funcional (polipéptido o
ARN). Se conoce la estructura de esos genes, con identificacion de las diferentes
zonas, que definen su estructura, y su funcionalidad: los exones, porciones de los
genes que formaran el RNA mensajero; los intrones, regiones espaciadoras que
desapareceran del RNA precursor; los locus o loci, parte del gen donde se
encuentran las regiones esenciales que controlan su expresion (regiones
reguladoras).

El tamafio de los genes es muy variable, se miden en unidades de 1000 pares de
bases (bp) o kilobase (Kb) o 1 millon de bp o Megabase (Mb). EI ADN humano
tiene 3.000 Mb y los genes constituyen solo el 10-15 % del ADN, es decir, entre 300-
450 Mb. Existen alrededor de 30.000-40.000 genes con una longitud media de 10
Kb, y un rango muy amplio. La transcripcion génica, en la que la polimerasa del RNA
sintetizara RNA a partir de la hebra molde de ADN, serd la conclusiéon final del
proceso que constituye la herencia génica, tal y como se entiende hoy (Rockman &
Kruglyak, 2006; Jamenson JL, Kopp P, 2008). Los acidos nucleicos forman el
genoma, un sistema que tiene la propiedad de portar, transmitir y acumular
informacion codificada. Esta informacion codificada en los genes hace posible la
funcionalidad de los sistemas vivos, y este es el mecanismo de la evolucion

bioldgica.
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El estudio del genoma fue un proyecto que comenzd a mediados de 1980 y culminé
con la publicacién de los resultados el 15 de Febrero del 2001 en la revista Nature.
Los mapas genéticos describen el orden que adoptan los genes y definen la posicion
gue ocupa cada gen respecto a los demas loci del mismo cromosoma (Lander et al.
2001).

En la actualidad conocemos que el ADN codificante constituye sélo un 30% de la
totalidad y se encarga de expresar genes, cuyo producto final son proteinas. EI ADN
no codificante supone un 70% del total, es inactivo, desde el punto de vista
transcripcional, es altamente polimérfico, tiene un gran interés de cara a la
identificacion de individuos y, no obstante, tiene funciones diversas, como la
promocién de genes, regulacion de la transcripcion, y otras funciones desconocidas
o sin funcién aparente.

Una distribucion casi completa del genoma se conoce desde hace menos de una

década y se simplifica en el siguiente esquema.

Genoma humano

Genoma nuclear
3300 Mb
= 80 000 genes
25% | | 75% | |
Genes y ADN 2 genes 22 genes 13 genes
secuencias e para para para
relacionadas ge ARNr ARNt proteinas
10% | 90% 60% 40%
ADN ADN 1o Copia tnica o e
codificante codificante pocas copias 0 muy repetitivo
w— e
[ [ ]
Infrones, Repeticiones i
Pseudogenes Frz%rnniggtsos secuencias no en tandem o F?&Q;Elg:gdn::
traducidas, efc. agrupadas

Figura 1. Genoma Humano
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1.1 Variabilidad en el genoma

Si bien dos personas del mismo sexo comparten un porcentaje elevado (alrededor
del 99,9%) de su secuencia de ADN, el 0.1% restante contiene las variaciones
genéticas que influyen en el fenotipo de los individuos.

Las variaciones en el genoma se clasifican principalmente en variantes comunes y
variantes raras para indicar la frecuencia del alelo menor presente en la poblacion.
Las comunes son polimorfismos definidos como aquella variante genética cuya
frecuencia del alelo menor (MAF) es de por lo menos un 1% en la poblacion,
mientras que las variantes raras son aquellas que tienen una MAF menor del 1%. De
igual forma, las variantes en el genoma se pueden clasificar de acuerdo con su
composicion de nucleétidos en variantes de un solo nucleétido y variantes
estructurales. La gran mayoria de las variantes son neutras, es decir que no
contribuyen a la variacion fenotipica.

El andlisis de la variabilidad ha permitido identificar millones de cambios puntuales
denominados SNP (Single Nucleotide Polymorphism) con una frecuencia de
aproximadamente un cambio cada 1000 p. La base molecular de las diferencias
fenotipicas entre poblaciones de origenes geograficos distintos esta fundamentada
en pocos genes que controlan la expresion de ciertos caracteres facilmente

distinguibles a simple vista.

1.2 Polimorfismos de un solo nucleétido

Los polimorfismos en un solo nucledtido (Single Nucleotide Polymorphism, por sus
siglas en ingles SNP) son las més frecuentes en los individuos; y se define como el
cambio en una sola base (Figura 1) se ha estimado que el genoma contiene
alrededor de 11 millones, de los cuales 7 millones aproximadamente tienen un MAF
del 5% vy los restantes un MAF entre 1y 5%.

Por su parte, las variantes estructurales se refieren a secuencias de pares de bases

gue difieren entre los individuos, como son las inserciones deleciones (Andes).
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Existen ademas dos tipos de polimorfismos que corresponden a sustituciones en
bloque, en las cuales un segmento de nucledtidos adyacentes varia entre dos
genomas. También se encuentran las inversiones de secuencias de ADN, donde
pares de bases son invertidas en una seccion de un cromosoma, y por ultimo, las
variaciones en el niumero de copias (CNV), que son secuencias idénticas o casi
idénticas que se repiten en algunos cromosomas pero no en otros (Frazer KA et al.,
2009).

= e F 25
| / GA
AW G T8
. Al g -
u /QW g > 4 TAGA

Figura 2. Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)

Cabe mencionar que la distribucion de SNPs a lo largo del genoma no es
homogénea sino que existen zonas calientes que presentan mayor variabilidad, asi
como se observa una tendencia a acumular SNPs en regiones de poca importancia

funcional (Tabla 1)
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Region Talla de la Densidad
genomica region (Mb) (SNP,Mb)
Intergénica 2185 707
Intrones 615 921
Primer 164 808
Intron

Exones 31 529
Primer Exon 10 592

Tabla 1. Distribucién de los SNPs en funcién de la clase funcional del genoma

En concreto en el primer intrén existe una menor frecuencia de SNPs comparado
con otros intrones del mismo gen, ello es debido a que en algunos casos el primer
intron puede contener secuencias reguladoras en cis de la transcripcion asi como en
muchos genes existen dos promotores alternativos, estando el segundo de ello
situado dentro del primer intron. Con respecto a las secuencias intergénicas se
observa que el 75% de los SNPs se localizan dentro de estas regiones, pero la
densidad de SNPs es menor que en los intrones. Esto podria explicarse por un
fendmeno de incremento de la mutagénesis debida a los fendmenos de transcripcion
génica.

Con respecto a los exones, destacar que el primer exdn puede acumular mayor
variabilidad genética, debido a que suele contener regiones no traducidas
importantes para la unién del ribosoma durante las etapas preliminares de la
traduccion, por ello estd menos limitado que el resto de exones a la hora de
acumular cambios. Con respecto a los exones codificantes, los SNPs son muy raros
(0,17% del total), siendo la mayoria cambios conservativos por tambaleo de la
tercera base del codén o cambios por un aminoacido muy similar funcionalmente al
original. Cambios no conservativos constituyen solo el 0,07% del total descrito.

Sin embargo pueden tener un papel importante en explicar las diferencias

fenotipicas entre los seres humanos.
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Por ejemplo multitud de SNPs en los genes de los citocromos P450 estan asociados
a una mayor frecuencia de desarrollo de cancer o enfermedades cardiovasculares,
otros SNPs en genes implicados en la respuesta inmunitaria estdn asociados a
enfermedades autoinmunes como la psoriasis o la enfermedad de Crohn.

El catalogo completo de SNPs del genoma humano y su asociacion con diferentes
enfermedades es una tarea importante para el presente y futuro. También van a
representa un papel determinante como marcadores evolutivos que permiten trazar
el origen y dispersion de las poblaciones humanas. (International Human Genome

Sequencing Consortium, 2001)

2. Enfermedades de Herencia Multifactorial

2.1 Caracteres cuantitativos

Los caracteres cuantitativos o métricos que son heredables, son el resultado de la
accion de varios genes. Estos genes que actian sobre un mismo rasgo lo pueden
hacer en forma igualitaria y aditiva, es decir, mediante aportes pequefios e iguales
de cada uno, que se suman para dar el rasgo completo (estatura, presion arterial) o,
alternativamente, los aportes de cada gen pueden ser desiguales, sobresaliendo un
gen sobre los demas. En general, la herencia cuantitativa o multifactorial se refiere al
primer caso (efecto igualitario y aditivo, sin dominancia)

En cambio, si el aporte de los genes no es igualitario y sobresale alguno, la curva no
sera normal y podra presentar picos secundarios o desviaciones. De este modo, las
curvas de distribucion de intensidad de un rasgo métrico pueden dar una indicacion
inmediata del tipo de factor genético implicado en este rasgo.

La hipotesis de un umbral determinante de la aparicion de una enfermedad discreta
permite explicar un numero de enfermedades con componente genético no
mendeliano y con factores ambientales superpuestos (Holt et al., 1961)

Ultimamente se ha considerado que algunas enfermedades estan determinadas por

multiples genes y ademas por factores ambientales, de tal modo que pueden tratarse

15



como un caracter métrico que, pasado un cierto umbral, provoca una discontinuidad:
la enfermedad. Los factores predisponentes a la enfermedad (genéticos y
ambientales) han sido reunidos bajo el nombre de intensidad de compromiso
(liability); es esta intensidad de compromiso la que en toda la poblacion se distribuye
como una curva normal, en cuyo extremo, luego de un umbral de compromiso, se
encuentran los afectados por la enfermedad. Un ejemplo demostrativo de
enfermedad multifactorial es el paladar hendido, cuya heredabilidad del paladar
hendido completo (labio y paladar) se estima en alrededor del 70%, pero la
incidencia en hermanos de un afectado no pasa del 5%, lo cual muestra un tipo de

herencia no mendeliano. (Farrel et al., 1992; Fraser FC, 1980)

2.2 Origen de las Enfermedades Multifactoriales

Los antecedentes familiares son un elemento esencial para identificar un
componente hereditario y deben actualizarse de forma periddica. Los padres,
hermanos e hijos comparten la mitad de los genes con el paciente objeto de estudio.
Practicamente, todas las enfermedades poseen un componente genético y se
precisa un laboratorio de referencia que realice los estudios moleculares, siempre
con el consentimiento informado pertinente. Las moléculas que forman parte del
material hereditario, almacenan la informacion biolégica de una forma estable, se
replican y la transmiten de una célula a otra y de una generacién a la siguiente.
Llevan la informacion para otro tipo de moléculas y estructuras y poseen capacidad
de mutacion y recombinacion.

En las enfermedades multifactoriales intervienen tanto los factores hereditarios como
los ambientales y de su interaccidén se expresa el proceso patoldgico. Esto hace, que
en ocasiones, el protagonismo del impacto ambiental, haga dificil identificar una
influencia hereditaria, aunque este haya contribuido de forma mayor a la
enfermedad. Esta realidad fue bien definida como modelo autorregresivo umbral o
Threshold Auto Regressive Model.

16



Los procesos autoregresivos se activaban cuando determinada variable
sobrepasaba un valor umbral. Estos modelos y otros cuantitativos o semi-
cuantitativos han ayudado al entendimiento de muchas enfermedades, apareciendo
conceptos mas novedosos de “predisposicion”, “latencia”, “umbral de enfermedad”,
“factores favorecedores”, etc., que emplean un razonamiento matematico para
explicar la aparicion de una enfermedad. (Chan & Tong 1986)

La variabilidad genética tiene como fuente primaria a la mutacion, alteraciones o
cambios en la molécula que contiene la informacidn. Si no existiera la mutacion, no
habria sido posible observar la enorme variabilidad existente de especies diferentes
ni la variabilidad dentro de cada especie. Sin la mutacion no se podria haber
producido el proceso evolutivo. Sin embargo, muchas de las mutaciones moleculares
identificadas son responsables de multitud de enfermedades.

En la actualidad se identifican distintos tipos, dependiendo del mecanismo que las
ha provocado. Las mas frecuentes son: las mutaciones puntuales (42 %);
deleciones, tanto parciales como totales, (32 %); las inserciones (9%); rearreglos
(7%) y duplicaciones (5 %). Una mutacion patoldgica sera la que provoca una
alteracion en la secuencia del ADN de un gen asociado con una funcion alterada o
con una falta de funcién. Esto lo distingue de los alelos normales y de las variantes
alélicas. En los primeros, la secuencia de ADN de un gen esta asociada a una
funcion normal y se observa en la poblacién con la frecuencia mas alta; las
segundas, son alteraciones en la secuencia de un gen cuyo efecto no esta claro
hasta realizar un estudio adicional del genotipo y del correspondiente fenotipo, en
una poblacién suficientemente amplia, finalmente podria tratarse de una mutacion
genética o de un polimorfismo, alteracion en la secuencia salvaje de un gen,

asociada con una funcién normal. (Cohn Vicki, 2010)
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3. Estudios de Enfermedades Multifactoriales.

3.1 Aspectos Generales

En los estudios genéticos es importante la seleccion de los sujetos de estudio, de
ahi que la definicion de caso tiene un criterio de seleccion bien definido respecto a
las caracteristicas clinicas de la enfermedad estudiada. Los sujetos de estudio
deben tener un origen étnico similar para evitar la heterogeneidad genética y con
esto falsos positivos. Las bases genéticas de la Enfermedad pueden ser
investigadas aplicando varias estrategias como son el estudio de “asociacion”

mediante genes candidatos o barrido genémico inespecifico. (Suarez et al. 2007)

3.2 Estudio de Genes Candidatos

Se denomina gen candidato a aquellos genes identificados cuya alteracion causa en
modelos animales la enfermedad en cuestion, o bien de aquellos que se sospecha
su relacién con un proceso fisiolégico del que dependa en este caso la Obesidad o
Diabetes tipo 2, como son los genes implicados en el metabolismo lipidico, en la
secrecion y accion de la insulina, homeostasis de la glucosa etc.

Para seleccionar las variantes genéticas es importante tomar en cuenta ciertos
aspectos como son: 1- La localizacién de la variante genética (promotor, intron,
exbn). 2- Modelos bioinforméticos de prediccion. 3- Posibilidad de realizar estudios
funcionales y 4- La distincién entre variantes funcionales e indicadoras. (Schork et al.
2007)

3.3Disefos para estudiar genes candidatos

El objetivo de los estudios es establecer el grado de asociacion entre alelos de un
gen candidato y la ocurrencia de una enfermedad en una poblacion definida. En
afios recientes se ha producido un cambio de enfoque en las enfermedades

comunes de tipo multifactorial o de origen complejo.
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La aparicion de nuevas tecnologias asi como la secuenciacién completa del genoma
humano en el 2003, permitieron la aparicion de los asi llamados “estudios de
asociacion del genoma completo” (Genome Wide Association Studies o GWAS en
inglés).

Este tipo de estudios gendmicos, en vez, de comenzar con la hipétesis de un gen
candidato para la enfermedad, estudian la totalidad de las variantes polimorficas que

existen en el genoma de dos grupos: el grupo caso con la enfermedad y el grupo
control sin la enfermedad (Finnra )
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Figura 3. Estudios de asociacion del genoma completo.

A grandes rasgos analizan la frecuencias de ciertos SNP en los grupos y cuando
encuentran que la frecuencia de algunos SNP en el grupo de enfermos excede el de
los presentes en el grupo control, se considera a dichos SNP sospechosos de ser un
factor de riesgo para la enfermedad, o bien que estan cerca de un locus de riesgo
para la enfermedad. Todos los SNPs utilizados como marcadores en estos estudios
han sido registrados en las bases de datos del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI), incluyendo sus frecuencias alélicas y otro tipo de informacién

genomica (Sayers et al., 2009)
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3.4Barrido gendmico inespecifico

Uno de los principales aportes al desarrollo de esta herramienta son: primero, los
resultados obtenidos a partir del proyecto HapMap, los cuales muestran los patrones
de variacion y de desequilibrio de ligamiento de tres poblaciones ancestrales como
son la caucasica, asiatica y africana (International Hap Map Consortium, 2005) y
segundo, la disponibilidad de micro chips de genotipificacion que agrupan cientos de
miles SNPs, los cuales abarcan gran parte del genoma total y favorecen la
realizacion de un rastreo global.

Aqui se investiga la asociacion genotipica de un namero elevado de SNPs situados
a intervalos mas o menos regulares en el genoma, sin tener sospechas previas de
su relacion a la enfermedad de estudio; siendo el GWAS el prototipo. Desde sus
inicios, los GWAs han utilizado marcadores moleculares del tipo STRs o SNPs. Con
respecto a los STRs, el genoma humano esta constituido por aproximadamente
30,000 microsatélites, los cuales fueron descritos inicialmente por Weber y cols.
(Weber JL et al.,1989) como secuencias pequefias de ADN repetidas en tandem
(STRs), constituidas por unidades de 2 a 7 pb que se repiten en un nimero variable
de veces y dan lugar a alelos de tamafio aproximado entre 80 y 400 pb. Su gran
utilidad se puso rapidamente de manifiesto como marcadores moleculares para
rastrear genes comprometidos en enfermedades, debido a su abundancia,
distribucién muy regular en el genoma, naturaleza polimérfica y su pequefio tamafio.
Los SNPs pueden estar presentes en regiones codificadoras o no codificadoras, asi
como en regiones intergénicas del genoma. Inicialmente, estos polimorfismos se
observaron en regiones que codifican genes indispensables para la expresion de
proteinas. Los SNPs que se encuentran al inicio de regiones que codifican proteinas
pueden ejercer efectos sobre varios eventos epigenéticos, splicing genético, sitios de
union de los factores de transcripcidon, regulacion de promotores y RNAs no
codificantes (Rao, 2008). El aspecto mas importante con respecto al uso de estos
marcadores en los estudios de rastreo gendémico es que ellos se pueden heredar

juntos en un mismo haplotipo o bloque de LD.
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Por consiguiente, para la genotipificacion se puede emplear uno o un grupo de estos
marcadores presentes en una region del genoma, ya que todos los SNPs que se
encuentran en ese bloque estan relacionados. Sin embargo, en una region del
genoma que tenga poco LD o donde no existan segmentos de haplotipos se
necesitaria un nimero mayor de SNPs. En cuanto al estudio de variantes raras,
éstas no pueden ser detectadas a través de GWAs que se basan en el uso de
marcadores polimorficos que estan ligados, debido a que son variantes de baja
frecuencia y pequefia contribucion en la susceptibilidad a enfermedades. Por lo
tanto, para establecer asociaciones con variantes raras es necesario realizar un
mapeo directo e identificar dichas variables dentro de la poblacién de estudio. La
identificacion se realiza mediante la secuenciacion de genes candidatos en el grupo
de individuos con la enfermedad en cuestion. Posteriormente se evalia su
frecuencia en una poblacién control apropiada y las posibles consecuencias en la
funcion del producto de dicho gen (Cirulli et al.,2008. Bodmer et al.,2008).

3.5Ventajas de los estudios GWAS

Las ventajas del método de GWAS son: No requieren una hipétesis previa; los datos
pueden ser utilizados para otras busquedas futuras; permite descartar asociaciones
espurias; provee datos de origen ancestral de los individuos; aporta detalles de
secuencias y de variacion en el numero de copias (CNV), y facilita la verificacion de

vias bioquimicas responsables de la enfermedad.

3.6 Desventajas de los estudios GWAS

Sus desventajas y precauciones a tener en cuenta son: Solo descubren alelos
relativamente comunes (AF > 5%); tienen poco valor predictivo; requieren gran
namero de muestras del orden de decenas de miles; utilizan chips de 100.000 o mas
SNP; lo que se ubica son loci y no genes; y se requiere siempre de una réplica en
otros grupos poblacionales, para verificar la validez de los datos. (Hardy J, Singleton
A, 2009)
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3.7 Microarreglos de ADN

En los ultimos afios de la década de 1990, en laboratorios de la Universidad de
Stanford en Estados Unidos desarrollo un ingenioso método que permite observar el
grado de funcionamiento (transcripcion) ya no de un solo gen, sino de un conjunto
de miles de genes, e incluso de todo un genoma. (Ferea, Brown., 1999) El método
de los microarreglos, también llamados pastillas de ADN consiste en depositar
minuUsculas microgotas en las microcuadriculas de un casillero virtual sobre el vidrio
de un portaobjetos preparado. La base de la técnica consiste en la hibridacion
especifica, de segmentos de acidos nucleicos desconocidos, con los segmentos
“diana o blanco” pegados al vidrio. La especificidad de esta hibridacion esta dada
por la complementariedad de las secuencias. Las condiciones de hibridacion (pH,
temperatura y otras) son importantes para la eficiencia. Una vez ocurrida la
hibridacion, la presencia o ausencia se detecta iluminando con luz laser el
microarreglo: puesto que los segmentos desconocidos estaban teflidos con un
fluoroforo, el nivel de fluorescencia en cada punto es proporcional al nivel de
hibridacion. (Figura 4)

Fluoréforos l
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Igual
cant|dad

Hibridacién

Figura 4 Microarreglo de ADN
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Lo fundamental de esta técnica es que se realizan todas las hibridaciones
simultaneamente y se analizan como un sistema: es decir que se puede visualizar

todo el genoma funcionante. (Gerhold et al.,1999)

4. Epidemiologia de Diabetes tipo 2 y Obesidad

De acuerdo a la Federacion Internacional de Diabetes estima que méas de 387
millones de personas en el mundo padecen Diabetes tipo 2 de los cuales el 77%
vive en paises clasificados por el Banco Mundial como de ingresos medios y bajos.
(IDF, 2014).

Respecto al comportamiento de esta enfermedad en México, de 1998 al 2012 se ha
observado una tendencia hacia el incremento en un 4.7%. Especificamente en el
afio 2012, la prevalencia nacional es de 14.4%, lo que equivale a 8 millones de
personas con Diabetes (Figura 5)(ENSANUT, 2012)

El mayor aumento del nimero de personas con diabetes a lo largo de los proximos
20 afios tendréd lugar en paises de ingresos medios y bajos llegando a ser hasta de
521 millones de personas con este padecimiento. Esto viene impulsado por el
aumento en la esperanza de vida y por los cambios de comportamiento asociados a

la urbanizacién, de crecimiento rapido, y al desarrollo.
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Entre los cambios clave de comportamiento se encuentran la disminucién de la
actividad fisica, el cambio a dietas con un contenido mas alto en calorias y el

aumento asociado de la obesidad.

Prevalencia Nacional de Diabetes
14.4 por ciento

~ 9 millones de Diabéticos

. NORTE 12.70%

B centro / oksTE 18,
B centro 14.90%

SUR 11.20%

Figura 5. Prevalencia Diabetes México, INEGI 2012

De acuerdo a las cifras preliminares emitidas por el INEGI para el aflo 2012, esta
enfermedad constituy6 la segunda causa de muerte en la poblacidn mexicana, con
una tasa de mortalidad de 75 defunciones por cada 100 mil habitantes, ademas de

ser la primera causa de hospitalizacion mostrando un aumento ordenado. (Figura 6)

(Secretaria de Salud, 2013)
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Figura 6. Porcentaje de casos hospitalizados con DT2 por entidad federativa.
(Secretaria de Salud, 2013)

La obesidad se considera como importante factor de riesgo para el desarrollo de
Diabetes, en México 90% de los casos de Diabetes son atribuibles al sobrepeso y
Obesidad; la prevalencia nacional para el 2012 fue de 73% para las mujeres y 69.4%
para los hombres. (Figura 7)

A nivel mundial la obesidad infantil afecta a mas de 43 millones de nifios de los
cuales 35 millones estan en paises en desarrollo. (World Health Organization, 2012).
En las ultimas dos décadas ha habido un incremento de 65% de este problema en
preescolares del mundo en desarrollo y 48% en el mundo desarrollado. En México la
prevalencia combinada de sobrepeso/obesidad en nifios de 5 a 11 afios es de 34.4%
de acuerdo a la ENSA de 2012. (Figura 7). De donde la prevalencia de sobrepeso
es del 19.8% y de obesidad es del 14.6%.
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Figura 7. Prevalencia de sobrepeso y Obesidad en poblacién Adulta. México
ENSANUT; 2012.
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Figura 8. Prevalencia de sobrepeso y Obesidad en poblacion infantil (5 a 11 afios de
edad). México; ENSANUT 2012
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5. Generalidades sobre Obesidad

5.1 Definiciéon

La Obesidad se define como una enfermedad crénica, compleja y multifactorial la
cual se produce por un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético dando

como resultado una progresiva acumulacion de tejido adiposo. (Goossens, 2008)

5.2 Clasificacion

La obesidad se clasifica de acuerdo con su etiologia genética en: 1- monogénica en
donde la causa es un gen unico disfuncional siendo la mutacion del gen MC4R
(receptor 4 de melanocortina) la causa mas frecuente de este tipo de Obesidad
(Ichihara et al.,, 2008) 2- Sindromatica donde existe un patron de herencia
Mendeliano, cursan con retraso mental, dismorfias y obesidad. Como es el caso del
Sindrome de Prader Willi (Burman et al., 2001) y 3- Poligénica o comun en donde la
influencia genética se va a asociar a condiciones externas como los habitos
dietéticos y estilos de vida sedentarios, relacionado esto con la disponibilidad de
alimentos, la estructura sociolégica y cultural que intervienen en el mecanismo de
regulacion del gasto y almacenamiento de la energia dando lugar a un deposito

excesivo de grasa corporal. (Bouchard,1997; Ebbeling et al., 2002)

5.3 Diagnostico de Obesidad

El indice mas aceptado actualmente para evaluar la obesidad infantil y en adultos es
el indice de Masa Corporal. EI IMC o indice de Quetelet es una expresion del peso
referido a la talla y se calcula dividiendo el peso corporal expresado en kilogramos
por la talla elevada al cuadrado expresada en metros. Siendo el mayor utilizado por
su facilidad de calculo. En los adultos se considera sobrepeso cuando el indice de

masa corporal (IMC = peso en kg /talla en m?) es >25, y obesidad si es 230.
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En los nifios y adolescentes la OMS recomienda las tablas de referencia
internacionales del Centro de Control de Enfermedades de Atlanta (CDC) (ANEXO I-
I), diagnosticandose como sobrepeso a partir del centil 85 en las curvas de IMC y
obesidad a partir del centil 95. (INSP, 2006) Los puntos de corte se establecieron de
manera convencional en nifios con relacion a la morbimortalidad en adultos

demostrada por estudios epidemiolégicos. (NCHS, 2000)

5.4 Fisiopatologia de la Obesidad

De acuerdo con la primera ley de la termodinamica, la obesidad es el resultado del
desequilibrio entre el gasto y el aporte de energia. Esta energia procede, en el caso
de nuestro organismo, de los principios inmediatos: carbohidratos, proteinas y
grasas (Badman, 2005). Los carbohidratos son el primer escalén en el suministro de
energia. Cuando el consumo de carbohidratos excede los requerimientos, estos se
convierten en grasas. En ausencia, o con niveles muy bajos de glucidos, las grasas
son movilizadas siendo utilizadas para la produccion de energia. A este proceso se
le conoce como lipolisis, y en él, las grasas son convertidas en acidos grasos y
glicerol. De este modo, el cuerpo humano cumple las leyes fisicas representadas
por este primer principio de la termodinamica, segun el cual la energia ni se crea ni
se destruye, solo se transforma. Todo exceso de energia introducida cambia la
energia interna del organismo y se transforma en energia quimica, y como principal
almacén esta el tejido graso (Lowell, 2000). Un ingreso energético (IE) mayor que el
gasto o consumo energético total (CET), inevitablemente causara un aumento del
tejido adiposo, que siempre se acompafia del incremento de la masa magra, asi
como también del peso corporal, en cuyo control el CET desempefia una funcion
importante. A medida en que se acumulan lipidos en el adipocito, este se hipertrofia
y cuando la célula ha alcanzado su tamafio maximo, se forman nuevos adipocitos y
se establece la hiperplasia.

Esta acumulacion de grasa visceral juega un papel muy importante en el desarrollo

de resistencia a la Insulina. (Nishina, 2003)

28



Una explicacion esta dada por la teoria del sobreflujo que dice que la grasa visceral
es metabdlicamente mas activa y una vez que llega al limite de capacidad para
acumular triglicéridos, se presenta un sobreflujo de grasa a través del sistema porta-
hepatico hacia el higado, donde los &cidos grasos y el glicerol son liberados
interfiriendo con el mecanismo de transporte y sefalizacion de la insulina. Una
segunda teoria dice que el incremento en la liberacion de acidos grasos libres a la
circulacion  portal disminuye la depuraciébn hepéatica produciendo una
hiperinsulinemia sistémica. (McGarry, 1999)

Actualmente se sabe que la obesidad es un proceso inflamatorio crénico de bajo
nivel, ya que existe un aumento de los niveles circulantes no so6lo de citocinas
proinflamatorias como la interleuquina 6 (IL6) y el factor de necrosis tumoral a
(TNFa), también de proteinas de la fase aguda. La obesidad visceral y en general el
adipocito hipertrofico desarrolla resistencia a la insulina a través de activacion de
vias de sefalizacién en la mitocondria y el reticulo endoplasmico. Entre estas vias
encontramos la via del factor nuclear kappa-beta (NFKR) y la via de la c-jun N
terminal cinasa (JNK) que al ser sobrereguladas libera citocinas proinflamatorias,
especies reactivas de oxigeno (ROS) y activacion de apoptosis llevando a un circulo

vicioso de inflamacion cronica. (Figura 9)(Hotamisligil, 2006)
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Figura 9 Contribucién de distintos tipos celular a la inflamacion del tejido adiposo.
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5.5Factores Ambientales asociados a Obesidad

En efecto, ya desde el surgimiento de la agricultura hace unos 10 000 afios, pero en
forma muy acelerada en el siglo XX, han ocurrido cambios en ambos componentes
del balance energético. Los efectos de la agricultura han sido graduales, pero han
impactado tanto a la actividad fisica -estimando una reduccién en un tercio o mas,
teniendo un menor gasto energético- como a la alimentacion.

La domesticacion y mejoramiento, mediante cruzas, de plantas permiti6 una
creciente disponibilidad de semillas maduras de gramineas y leguminosas que
tienen una densidad energética media (cuatro Kcal/gr) y que seguramente
desplazaron en forma parcial a los tejidos vegetales frescos (verduras y frutas) cuya
densidad es mucho menor (menos de 1 kcal/gr). Asi la dieta relativamente diluida del
Paleolitico se remplazé por una dieta mas concentrada en energia y es probable que
el consumo en pequefias porciones haya cambiado por un consumo en cargas,
como en la actualidad con desayuno, comida principal y cena; originando respuestas
insulinicas en forma de picos a las que el organismo humano no estaba
acostumbrado y que favorece el depdsito de grasa y retencién de sodio. Es claro,
gue nuestros antepasados sobrevivieron a este cambio, pero no necesariamente lo
hicieron todos con la misma eficacia.

Los cambios mencionados se fueron acentuando durante milenios. Gradualmente,
se logré6 aumentar la cantidad de almidones en la dieta, aislar aceites y grasas que
permitieron una mayor ingestién de triglicéridos y consecuentemente una mayor
densidad energética, se descubrio la fermentacion —que introdujo el etanol en la
dieta- y la forma de obtener sal y sacarosa en forma aislada y, mas recientemente, el
proceso de refinacion que redujo el aporte de fibras. Estas nuevas condiciones
alimentarias cobraron mayor importancia en el siglo XX y, en paises como el nuestro
durante la segunda mitad del mismo. (Salud & Yucatan 1999)

La elevacion del contenido del triglicéridos (aportan 9Kcal/gr) aumenta la densidad
energética de la dieta, lo que se acentla con la presencia de etanol (7kcal/gr) y
sacarosa y con la reduccion de las fibras. Dando lugar a dietas que inducen menor

saciedad.
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El retraso en la saciedad combinado con la alta densidad energética de la dieta
favorece la ingestion excesiva y mas aun si la dieta es atractiva o hay factores que
alientan su consumo (costo econdmico).

Entre los factores ambientales figuran los epigenéticos propuestos por Baker, donde
la mala alimentacién de la madre durante el embarazo produce en el feto una
respuesta adaptativa que establece un estado metabdlico “ahorrativo” y protege el
desarrollo del sistema nervioso. Se reduce el crecimiento en estatura, masa
muscular y peso, lo que reduce los requerimientos y eleva las oportunidades de
sobrevivir. Aumenta la concentracién de cortisol en la sangre que a la larga favorece

la resistencia a la insulina. (Barker,1998)

5.6 Factores Genéticos asociados a Obesidad

Estudios recientes sugieren que el desarrollo de la obesidad podria tener su origen
en las etapas mas precoces de la vida, esto es, durante el periodo fetal. Segun esto,
en el periodo fetal tendrd lugar un mecanismo de programacion, el cual activara
NUMerosos procesos nutricionales, hormonales, fisicos y psicoldgicos, los cuales van
a actuar en periodos criticos de la vida configurando ciertas funciones fisiol6gicas
(Tounian P, 2011)

La existencia de uno o varios miembros en una misma familia con obesidad severa
ha planteado la probable implicacién de factores genéticos en la aparicion de este
cuadro a edades tempranas, implicacion que ya ha sido verificada por diferentes
estudios. Asi, se ha podido determinar como el riesgo de padecer obesidad extrema
a lo largo de la vida (IMC > 45), se multiplica por 7 cuando uno de los progenitores la
padece (Hernandez Cordero, 2011; Junnila et al., 2012; Serene et al., 2011) Es mas,
estudios sobre familias han puesto de manifiesto indices de heredabilidad para el

total de grasa corporal que varian desde el 20 al 80% (Murrin et al., 2011)

31



De acuerdo a la doceava revision del mapa de la obesidad humana, con datos
recogidos hasta el afio 2005, han sido publicados 47 casos de obesidad
monogenica, 24 casos de alteraciones mendelianas y 253 loci diferentes y
susceptibles de encontrarse implicados en obesidad poligénica (Figura 10)(El-Sayed
Moustafa & Froguel 2013).

En este sentido, el mapa de la obesidad indica que, excepto en el cromosoma Y, en
todos los cromosomas hay genes con una potencial implicaciéon en la aparicién y
desarrollo de la Obesidad (Rankinen et al., 2006) (Rao et al. 2014). Actualmente, y
en base a los resultados de los 222 estudios realizados sobre genes y obesidad,
existe evidencia cientifica suficiente como para establecer en 71 el nimero de genes
identificados como posibles inductores en la aparicion de la obesidad (Doo M, Kim 'Y,
2011)
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Figura 10 Mapa de los loci asociados al IMC en estudios de GWAS.(EI-Sayed
Moustafa & Froguel 2013)
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Si ademas tenemos en cuenta las regiones cromosémicas, el nimero ascenderia a
mas de 300. De ellos, 15 genes se asocian de manera intima con el volumen de
grasa corporal. Uno de los genes descubiertos por su potencial implicacion en el
desarrollo de obesidad a edades tempranas es el gen FTO (Baturin et al., 2011).

Se considera inductor de la ganancia progresiva de peso en aquellos sujetos en los
gue se encuentra sobre expresado (Peng et al.,2011; Dina et al.,2007). Por lo
general, su expresion es mayor en las areas hipotaldmicas implicadas en el proceso
de alimentacién (McTaggart et al.,2011). Se ha podido comprobar su posible
interrelacion a nivel de las sensaciones de apetito y saciedad (Wardle, 2008)

Pero no fue hasta hace poco que se dilucido el mecanismo por el cual FTO se
asocia a un desbalance energético, mediante la activacion de otros dos genes
denominados IRX3 y IRX5 llevando a un almacenamiento de los lipidos y una
disminucién en la termogenénesis mitocondrial. (Claussnitzer et al. 2015)

Dentro de los genes mayormente asociados a Obesidad encontramos al gen MC4R,
se encuentra en el cromosoma 18, localizacion18qg22, codifica al receptor de
melanocortina 4, este receptor se expresa en el hipotdlamo, y esta implicado en el
control del apetito, provocando la inhibicién de la ingesta. Se ha demostrado que
mutaciones en este gen pueden producir hiperfagia, hiperinsulinemia, hiperglucemia,
un gasto energético inferior a la media y obesidad.(Yeo et al. 1998) Se considera la
causa mas comun de obesidad monogénica, con herencia autosémica dominante
(HAD); el gen ADAMTS2 o gen NPY (ADAM metalopeptidasa con el tipo de
trombospondina 1), se localiza en el cromosoma 5, localizacion 5 gter, codifica al
neuropéptido Y, un neurotransmisor localizado en el hipotalamo, que juega un papel
importante en la regulacion hipotalamica del balance energético, estimulando la
ingesta y aumentando la actividad lipoprotein-lipasa del tejido adiposo.

El polimorfismo en el gen NPY (1128T-C) produce un cambio del aminoacido Leucina
a Prolina y la presencia de este polimorfismo se asocia a obesidad con niveles altos
de triglicéridos desencadenada por hiperfagia, hiperinsulinemia y disminucion del
consumo energeético; el gen LEPR: receptor de la leptina, situado en el cromosoma

1, localizacion 1p31, codifica la leptina, hormona secretada por los adipocitos, que
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actua regulando el peso corporal mediante la unién y activaciéon a su receptor en el
hipotalamo. Las mutaciones en este gen juegan un papel trascendental en la
fisiopatologia de la obesidad; los genes ADRB2 y ADRB3, de los receptores
adrenérgicos beta 2 de superficie, con localizaciones 5q31-g32 y  8pl2,
respectivamente.

Estos genes codifican a los receptores adrenérgicos beta 2 y beta 3, localizados
principalmente en el tejido adiposo, ambos participan en la regulacion del
metabolismo lipidico, intervienen en el control de la lipdlisis y termogénesis. Los
portadores de polimorfismos en estos genes, tienen mayor riesgo de desarrollar
obesidad, asma nocturna y diabetes mellitus tipo 2; el polimorfismo -866 G/A del gen
UCP2 de la proteina desacoplante 2, portadora de protones (mitocondrial),
localizado en el cromosoma 11, posicion 11q13, lleva a una mayor expresion de la
proteina en el tejido adiposo blanco y en el musculo esquelético. Se asocia a mayor
riesgo de desarrollar obesidad en la edad adulta. La UCP2 es un transportador
mitocondrial que impide la formacion de ATP, y libera energia en forma de calor
(termogénesis adaptativa o facultativa), permitiendo asi regular el peso y
temperatura corporal (Cheung et al., 2012) (Tomaszewski et al., 2009)

Por ultimo, EI PPARG (receptor activado del proliferador de peroxisomas gamma,
nuclear), regula la diferenciaciéon de los adipocitos y la sensibilidad a la insulina,
ademas de participar en la homeostasis energética. Interviene en la obesidad y la
diabetes mellitus tipo 2. La presencia del polimorfismos Prol2Ala (alelo Alal2) del
gen PPARG, localizado en el cromosoma 3, 3p25, se asocia a niveles bajos de
insulina, menor indice de masa corporal, y desempefia un papel protector frente a la
resistencia a la insulina y niveles de colesterol HDL altos. Este es un ejemplo de
marcador genético de caracter protector en riesgo vascular. (Razquin et al. 2011)

La oportunidad mas grande en estos momentos es estudiar al mismo tiempo
mecanismos epigenéticos que puedan contribuir al desarrollo de este padecimiento.
Por el momento variaciones cromosOmicas, llamados variantes del numero de
copias, por sus siglas en ingles CNVs han sido asociadas a la presencia de
Obesidad. (Falchi et al. 2014)
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6. Generalidades sobre Diabetes

6.1 Definicion

La definicién de Diabetes es toda aquella alteracion metabdlica caracterizada por la
presencia de hiperglucemia cronica que se acompafia, en mayor o menor medida,
de modificaciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, de las proteinas y
de los lipidos. El origen y la etiologia de la enfermedad pueden ser muy diversos,
pero conllevan inexorablemente la existencia de alteraciones en la secrecion de
insulina, en la sensibilidad a la accion de la hormona o bien en ambas en algun

momento de su historia natural.

6.2 Clasificacion

Habitualmente se distinguen dos tipos fenotipicamente diferentes: La Diabetes Tipo
1, de sigla DT1 (insulinodependiente) y la del tipo 2, de sigla DT2 (No
insulinodependiente). La frecuencia poblacional y los riesgos de recurrencia entre

hermanos se expresan en la tabla 2.(Florez et al. 2003)

Incidencia en Poblacién Riesgo de recurrencia Riesgo de recurrencia
en hermano en gemelo
DM1 0.4% 6% 20-70%
DM2 7% 30-40% 63%

Tabla 2. Frecuencia de Diabetes y riesgos de recurrencia entre parientes. (Florez et
al. 2003)

La Diabetes tipo 1 es de mediacion inmunitaria, que consiste en un trastorno
catabdlico en el cual no hay practicamente insulina circulante, aumenta el glucagon
plasmatico y la célula Beta pancreatica falla en respuesta a todos los estimulos
insulinégenos. Por tanto se requiere de insulina exdgena para revertir el estado
catabolico.

Sin embargo existen otros tipo especificos de Diabetes como Diabetes Gestacional;
Diabetes con defectos genéticos en la funcion de la célula beta del pancreas
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denominados MODY (Diabetes de tipo Adulto de comienzo en la juventud; del
inglés: maturity onset diabetes of the young) o bien defectos en la accion de la
Insulina (Lepreuchanismo etc). (American Diabetes Association 2014)
Recientemente un nuevo tipo denominado LADA (Diabetes autoinmune del adulto;
del inglés: latent autoinmune diabetes in adults), en el cual existe la presencia de
anticuerpos antiglutamato decarboxilasa (GAD),edad de diagnoéstico de 30 a 45 afios
y el requerimiento inminente de Insulina. (Cernea et al. 2009) Su clasificacion puede
depender, entre otros factores, de las circunstancias en que se produzca el
diagnéstico, de la precocidad del mismo, de la intensidad inicial de la hiperglucemia
y de la presencia de enfermedades o tratamientos concomitantes. Del mismo modo,
debemos tener siempre presente que la DM no es un proceso inerte sino que
constituye una entidad en continua evolucion. Asi, su severidad puede mantenerse,
mejorar o empeorar, y el grado de control metabdlico estar intimamente ligado a la
propia historia natural de la enfermedad o al tratamiento considerado como idéneo
en cada momento.

En el presente trabajo nos enfocaremos a la Diabetes tipo 2 siendo esta la forma

mas comun encontrada hasta en el 90% de Diabéticos.

6.3 Diagnostico de Diabetes tipo 2
Los criterios diagnésticos en la tabla 3 son los marcados por la Asociacion

Americana de Diabetes y actualmente son los mas utilizados a nivel mundial.

Criterio diagnostico Valor
Hemeglotina glucesilada -5 5%
{HBA1Q) QRSN
Glucemia plasmatica en ayunas 3
(GPA) =126 mg/d
Clucemia plqsrnéﬁcz alas dos
horas despuss de ia prueba de =200 ma/dl

tolerancia oral a2 l1a glucosa {con
75 g de glucosa) (PTOG)

= 200 mg/dl en pacien
tes con sintomas dasik
cos Je hiperglucemia o
aoEs de hiperglucemia

Glucemiz plasmatica

Tabla 3. Criterios diagndsticos de Diabetes en Adultos, ADA 2014
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6.4 Fisiopatologia de la Diabetes

La diabetes tipo 2 estd relacionada casi que necesariamente a la condicion de
obesidad y, por lo tanto, con la resistencia a la insulina (RI) en musculo e higado,
pero se requiere adicionalmente de un deterioro de la funcion de la célula Beta
pancreatica. Estas caracteristicas forman la parte central de la fisiopatologia en este
padecimiento. Para vencer la RI, la célula Beta inicia un proceso que termina en el
aumento de la masa celular, produciendo mayor cantidad de insulina
(hiperinsulinismo), que logra compensar la RI, y mantener los niveles de glucemia
normales; sin embargo, con el tiempo, la célula Beta pierde su capacidad para
mantener la hiperinsulinemia compensatoria, produciéndose un déficit relativo de
insulina con respecto a la RI. Aparece finalmente la hiperglucemia, inicialmente en
los estados post-prandiales y luego en ayunas, a partir de lo cual se establece el
diagnoéstico de DM2. (Maggio & Pi-Sunyer 2003)

6.4.1 Resistencia a la Insulina

La resistencia a la insulina es una condicién que es heredada y esta presente desde
la gestacion, que es cuando los niveles de insulina se encuentran en rangos
normales pero que con el paso del tiempo se incrementa para mantener los niveles
de glucosa, sin embargo, llega a un punto donde las células beta del pancreas se
ven rebasadas y ya no producen suficiente cantidad de la hormona para compensar
dicha condicién, lo que trae como consecuencia que se presente la hiperglucemia
(Aguirre, 2011).

El adipocito parece orquestar todo el proceso; ésta es una célula que basicamente
acumula acidos grasos (AG) en forma de triglicéridos (TG) pero que ademas, a
través de adipocinas, puede influenciar otros 6érganos. Su capacidad de
almacenamiento se ve limitada por su tamafio; al alcanzar ocho veces el mismo, no
puede seguir almacenando AG, generando migracion de éstos a 6rganos que en
condiciones normales no lo hacen, como son el muasculo esquelético (ME) y el

higado.
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El ME es el principal 6rgano blanco de la insulina, ya que alli se deposita por efecto
de la insulina el 80% de la glucosa circulante; la llegada de los AG bloquea las
sefiales de la insulina, lo que lleva a RI en el tejido muscular esquelético. Como se
observa en la figura 2, la unién de la insulina a su receptor fosforila el sustrato del
receptor de insulina 1 (IRS 1) en los amino&cidos tirosina, activando la via de la
fosfoinositol 3 cinasa (PI3-K), la cual a su vez activa la translocacion de los
transportadores de la glucosa, Glut-4, desde el citoplasma hasta la membrana
celular, generando poros que permiten la entrada de la glucosa a la célula. Con la
llegada de los AG libres (AGL) se activa el diacilglicerol (DAG) y posteriormente la
proteina cinasa C; ésta a su vez fosforila el IRS pero ya no en los aminoacidos
tirosina sino en los aminoacidos serina como consecuencia de ésto el IRS ya no
gueda disponible para la insulina, ocasionando una resistencia a la
insulina.(Shulman 2000)

Insulina

Receptor de la insulina

Figura 11. Vias intracelulares de respuesta a la Insulina.
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6.4.2 Otros factores de darfio a la célula beta

Actualmente se sabe que la falla en la célula Beta ocurre mucho antes de lo
pensado, los sujetos en el tercil superior con intolerancia a la glucosa han perdido
cerca del 80% de la funcion de la célula Beta.

Ademas del musculo, higado y célula beta; el tejido graso (Lipolisis acelerada),
Intestino  delgado  (Deficiencia/ resistencia a Incretina), célula alfa
(Hiperglucagonemia), rifibn (reabsorcion de glucosa incrementada) y cerebro
(resistencia a la Insulina) juegan un papel importante en la patogénesis de la
Diabetes. Motivo por el cual ha sido denominado por De Fronzo el octeto
fatal.(Defronzo 2009)

Una de las aportaciones recientes a la fisiopatologia de este padecimiento es la
relacion con la microbiota. En un estudio reciente combinando analisis
metagenomico y clinico (Metagenome-Wide Association Study MGWAS), Karlsson
y colaboradores, caracterizaron el metagenoma bacteriano fecal de 145 mujeres
europeas sanas, pre-diabéticas o diabéticas. Encontrando que una menor
abundancia de clostridia productoras de butirato (Roseburia intestinalis y
Faecalibacterium prausnitzii) era altamente discriminante de DT2. (Karlsson et al.
2013)

Actualmente, la microbiota es considerada como un actor importante en la regulacién
del metabolismo energético del organismo, en particular a través del rescate col6nico
de energia a partir de la fibra dietética y de la regulacion del almacenamiento de
grasa por los adipocitos. La Ml de los obesos y de los pacientes con DM2 esta
alterada, comparada con aquella de los individuos sanos, y seria mas eficiente en la
extraccion de energia a partir de los alimentos. El aporte de grasa dietaria también
altera la composicion de la MI, aumentando poblaciones bacterianas gram-negativas
y alterando la funcion intestinal de barrera. Estos eventos conllevan al aumento de
las concentraciones plasmaticas de LPS y el con siguiente desarrollo de un estado
inflamatorio de bajo grado que facilita la aparicion de resistencia insulinica y DM2.
(Han & Lin 2014)
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6.5 Estudios Genéticos en Diabetes tipo 2

Este padecimiento ha sido uno de lo mas estudiados, debido a su frecuencia a nivel
mundial y complicaciones graves. Luego de haberse hallado un gen en el afio 2000
(PPARG, del inglés peroxisome proliferative activated receptor- receptor gamma de
activadores de proliferacion de peroxisomas) uno mas en 2003 (KCNJ11 un canal de
potasio, elemento 11 de la familia J), y justo hasta el descubrimiento de TCF7L2; se
evidenci6 su papel como gen de susceptibilidad para la DT2 en diversas poblaciones
humanas aunque con un riesgo variable. Siendo uno de los candidatos replicado en
distintas poblaciones con un riesgo atribuible de entre el 2 y el 28%. (Grant et
al.,2006; Groves et al., 2006)

Fue justamente a partir del 2007 cuando se inici6 el bombardeo de genes
descubiertos. (Hiroshi et al., 2007) En concreto podemos dividir en dos periodos el
descubrimiento de las variantes asociadas a Diabetes, una primera ola de GWAS
por el 2007 identifico una docena de variantes: ADAMTS9,
CDC123,CDKAL1,JAZF1,NOTCH2, THADA entre otros. (Saxena et al. 2007)(Scott
et al. 2007)(Zeggini et al. 2007) Y la segunda ola dada en 2009 identificando a
MTNR1B, DGKB,PROX1, ADCY5 y GCKR; todos estos estudios realizados en
poblacion Europea. (Dupuis et al. 2010) (Prokopenko et al. 2009)

Actualmente existen cerca de 90 variantes asociadas a Diabetes, involucradas en la
secrecion de insulina, funcién de la célula Beta, resistencia a la Insulina o bien sin
funcién conocida; de las cuales solo dos variantes son exclusivas de la poblacion
Mexicana, SLC16A11 y una mutacién rara en el gen HNF4( Figura 12) (Bonnefond &
Froguel 2015)(Williams et al. 2014)(Estrada et al. 2014) El efecto individual de cada
SNP en el riesgo para padecer DT2 es modesto, incrementando menos del 15% de
riesgo (OR <1.15). Como consecuencia todos los SNPs han capturado menos del

15% de agregacion familiar. (Morris et al. 2012).
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En otras palabras los SNPs no son utiles para predecir el futuro de la enfermedad;
sin embargo el uso de los datos genéticos puede beneficiar a los pacientes de recién
diagnéstico o bien proponer nuevos medicamentos. Y mas aun hemos aprendido

gue cada etnia tiene variantes exclusivas de su trasfondo genético.

Insulin secretion/ Insulin
Unknown x
beta cell or islet function resistance

CE
cE
p
cE
cE
EA
cE
TA
EA

™
4

T20 susceptibility genes primarily found through:

Candid &

GWAS and GWAS meta-analyses

GWAS and GWAS meta-analyses of both imputed and genotyped SNPs
GWAS and GWAS meta-analyses for T2D-related quantitative traits
GWAS based on Metabochi beadchip

WES

L

Figura 12. Lista de loci asociados a Diabetes tipo 2. AA. Africanos-Americanos; CE
Caucasicos de Europa; EA Asiaticos del Este; G Groenlandia; GWAS estudios
completo del genoma; M Mexicanos; SA Asiaticos del Sur; T2D Diabetes tipo 2; TA
Trans-ancestria; WES secuenciacion completa de exones. (Bonnefond & Froguel
2015)
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JUSTIFICACION

México se encuentra en un proceso de transicion epidemioldgica, caracterizado por
un aumento en la morbi-mortalidad de enfermedades cronico degenerativas, como la
Obesidad y Diabetes tipo 2. (Salud & Yucatan 1999).

Ambos padecimientos estan asociados a una menor esperanza de vida y a sus
complicaciones micro y macro vasculares. El aumento en la demanda de servicios
de salud y los costos elevados, directos e indirectos de sus comorbilidades imponen
la necesidad urgente de actuar con la mejor evidencia cientifica disponible para su
control y prevencion.

En la poblacion mexicana es necesaria la identificacion de marcadores genéticos
exclusivos que puedan ser utilizadas como predictores tempranos de riesgo
metabdlico con el fin proponer modelos de prevencion que puedan aplicarse desde

la nifiez.

HIPOTESIS

En la poblacion Mexicana existe un perfil genético exclusivo para el desarrollo de

obesidad en nifios y Diabetes tipo 2 en adultos.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar variantes genéticas de riesgo asociadas a Obesidad infantil y Diabetes

tipo 2 en poblacién Mexicana

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes de estudio
para Obesidad Infantil y Diabetes tipo 2 en una muestra de poblacién de la

Ciudad de México.

2. Medir las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes del gen FTO,
NPC1, GNPDA2, NEGR1, ENPP1 y MC4R para obesidad Infantil.

3. Para Diabetes tipo 2 realizar un escrutinio completo del genoma mediante el
uso de Metabochip con 200 mil polimorfismos.

4. Determinar la asociacion del polimorfismo en los genes candidatos con el
indice de masa corporal y perfil bioquimico para el caso de obesidad infantil y

con un perfil metabdlico para el caso de diabetes tipo 2.

5. Determinar la asociacion entre los polimorfismos con el perfil metabdlico de

los casos y controles para ambos padecimientos.

6. Realizar un score de riesgo genético para la poblacién Mexicana de todas las

variantes asociadas a DT2.

7. Analizar si las variantes de los genes estudiados pueden utilizarse como

marcadores predictivos
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DESARROLLO

1. Diagrama de Flujo

Figura 13. Diagrama de Flujo utilizada en Fase 1, Obesidad Infantil.
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Diabetes tipo 2

Reclutamiento de pacientes
(Clinicas IMSS)

Seleccidn casos (Dx ADA, 2013)

Extraccion de ADN (pureza,
concentracion e integridad del ADN)

Genotipificacion Metabochip

lllumina (Infinium HD assay ultra)

Analisis de Resultados (Genome
Studio, SPSS, Golden Helix SVS)

Figura 14. Diagrama de flujo utilizada en Fase 2, Diabetes
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2. Material y Métodos.
2.1. Fase 1: Obesidad infantil

Disefio del estudio: casos y controles.

Se procederd a tomar las muestras de sangre procedentes de nifios casos y
controles entre 6 y 12 afios de edad procedentes de cinco estados de la Republica
Mexicana (San Luis Potosi, Queretaro, Guanajuto,Tijuana y Ciudad de México, que
fueron reclutados aleatoriamente del 2007 al 20011; todos ellos fueron
caracterizados en los siguientes parametros: valoracion clinica (medidas
antropometricas, antecedentes heredo-familiares de diabetes, hipertension,
obesidad, etc.), pardmetros bioquimicos (glucosa, colesterol total, HDL, LDL,
triglicéridos e insulina. El diagndstico se realizd acorde a los criterios del Centro de
Control de Enfermedades de Atlanta (CDC) (IMC = Pc95). Los controles fueron nifios

con IMC < Pc75. Las tablas se muestras en los Anexos | y Il de la presente tesis.

Los casos son nifios cuyo IMC es = del percentil 95 para edad y sexo.

Los controles son nifios cuyo IMC es < del percentil 75 para edad y sexo.

Tamafio de la muestra. Para el polimorfismo de los genes se han descrito
prevalencias desde 10% hasta 37% y se ha informado una razén de momios desde
1.4 hasta 2.37 veces. Aplicando los parametros mencionados se obtuvo un tamafio

de muestra de 800 nifios para cada grupo de estudio, casos y controles.

Criterios de inclusiéon. Nifios aparentemente sanos, de ambos sexos, con edades
de 6 a 12 afos, cuyo IMC sea < del percentil 75 o = percentil 95, quienes previa

informacion hayan otorgado su consentimiento por escrito.

Criterios de exclusion. Nifios que al momento del estudio se encuentren con:

1) Alguna enfermedad infecciosa aguda que modificaria el patrén de citocinas. 2)
Que sufran alguna enfermedad crénica como alergias y enfermedades autoinmunes
y 3) Que estén participando en un programa de reduccion de peso, con 0 sin

tratamiento farmacolégico.
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Definicion de variables:

Variables dependientes: Condicién nutricia (normalidad u obesidad general y
central) y distribucién de grasa corporal. Concentraciones de glucosa, colesterol
total, LDL, HDL, triglicéridos y presion arterial sistélica y diastélica Variables
Variables Independientes: polimorfismo de los genes candidatos ENPP1, MDR2,
NEGR1, FTO y MC4R; estilo de vida (dieta habitual y ejercicio).
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2.2. Fase 2 Diabetes tipo 2

Disefio del estudio: casos y controles.

Se reclutaron 2900 pacientes adultos derechohabientes del IMSS en el Hospital de
especialidades Centro Médico siglo XXI procedentes de 4 unidades de Medicina
Familiar de la ciudad de México durante el periodo de 2011 a 2012; a los que previo
consentimiento informado se evaluaron los siguientes parametros: valoracion clinica
(toma de presion arterial y Exploracion fisica para datos de neuropatia diabética;
medidas antropométricas, antecedentes heredo-familiares de enfermedades
cardiovasculares, renales, diabetes y obesidad, antecedentes de tabaquismo,
alcoholismo y actividad fisica), Recordatorio de alimentacion de 24 horas,
parametros bioquimicos (glucosa, Hemoglobina glucosilada, colesterol total, HDL,
LDL, triglicéridos, urea, creatinina), y albumina en orina. Se les realizara un
pronostico de riesgo cardiovascular y se estimd su tasa de filtracion glomerular

mediante la formula de Cockcroft —Gault.

Los casos son adultos que cursan con Diabetes tipo 2, segun los criterios del
American Diabetes Association (ADA) y que fueron diagnosticados entre 30 a 55
afios de edad con o sin complicaciones macro y microvasculares. No

consanguineos.

Los controles son adultos sin diagnéstico de Diabetes al momento del estudio. No
consanguineos.

Tamafno de la muestra: 1200 casos y 1000 controles, a todos los pacientes se les
entrego una hoja de resultados bioquimicos, Riesgo Cardiovascular, tasa de

filtracion glomerular y medidas antropométricas. (Anexo 1)

Criterios de Inclusién: Casos; Pacientes Diabéticos diagnosticados de acuerdo a los

criterios del ADA de los 30 a 55 afios de edad con y sin complicaciones. No
consanguineos.

Controles; Pacientes de 30 a 75 afios edad sin Diagnostico de Diabetes.
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Criterios de No inclusion: Pacientes con otras enfermedades que puedan reducir la

sobrevida o que puedan confundir la ocurrencia de eventos (SIDA- Cirrosis Hepatica,
cualquier neoplasia maligna, etc.). Sujetos que no sean capaces de proveer
informacion confiable durante la entrevista (demencia, dependencia al alcohol u

otros farmacos).

Definicion de variables:

Variables dependientes: Diabetes tipo 2, concentraciones de glucosa, hemoglobina
glucosilada, colesterol total, LDL, HDL, triglicéridos, urea, creatinina, albumina en
orina y presion arterial sistélica y diastolica

Variables Independientes: polimorfismos de los genes candidatos, estilo de vida

(dieta habitual y ejercicio) y tratamiento.

Tamafio de muestra: El poder estadistico de un estudio depende de diferentes

factores, como:

« El tamafo del efecto a detectar, es decir, la magnitud minima de la diferencia
0 asociacién entre los grupos que se considera clinicamente relevante.
Cuanto mayor sea el tamafio del efecto que se desea detectar, mayor sera la
probabilidad de obtener hallazgos significativos y, por lo tanto, mayor sera el
poder estadistico.

e« La variabilidad de la respuesta estudiada. Asi, cuanto mayor sea la
variabilidad en la respuesta, mas dificil serd detectar diferencias entre los
grupos que se comparan y menor sera el poder estadistico de la
investigacion. De ahi que sea recomendable estudiar grupos lo mas
homogéneos posibles.

o El tamafio de la muestra a estudiar. Cuanto mayor sea el tamafio muestral,
mayor sera la potencia estadistica de un estudio. Es por ello que en los
estudios con muestras muy grandes se detectan como significativas
diferencias poco relevantes, y en los estudios con muestras menores es mas

facil obtener resultados falsamente negativos.
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« El nivel de significacién estadistica. Si se disminuye el valor de alfa también
se disminuye el poder de la prueba. Es decir, si disminuimos la probabilidad
de cometer un error de tipo | aumentamos simultaneamente la probabilidad de
un error de tipo Il, por lo que se trata de encontrar un punto de “equilibrio”

entre ambas.

Habitualmente se trabaja con un nivel de significacion del 95% alfa=0.05), por lo
gue el equilibrio hay que en encontrarlo finalmente entre el tamafio de la muestra
gue es posible estudiar y el poder que se quiere para el estudio. (LenThomas &
J.Krebs 2012)

Mediante el software Quanto La seleccién del tamafio de muestra se basé en
estos importantes factores. En una fase preliminar, se evalué la potencia
estadistica para identificar loci con diferentes efectos relativos utilizando diversos
tamafios de muestra. A partir de estos analisis preliminares, se seleccion6 un
tamafio de muestra que supone un balance razonable entre costo y potencia

estadistica (1000 casos y 1000 controles).
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. Disefio Experimental

3.1. Fase 1: Obesidad Infantil

Extraccibn de ADN se obtuvo a partir de células mononucleares de sangre
periférica. Se utilizara un método de columna (QIAamp ADN Blood Midi Kit,
No. Cat 51185, Qiagen) el cual se basa en la union especifica del ADN a una
membrana de silica gel con la posterior eliminacion de contaminantes por
medio de lavados y centrifugacién. EI ADN puro es eluido en un volumen final
de 300 a 400yg.

Determinacion de integridad y pureza del ADN. Se realizaron lecturas
espectrofotométricas a 260/280 en el equipo de nanodrop. La integridad se
analizo mediante geles de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio para
observar la presencia del ADN gendémico.

Deteccion de SNP’s. Todas las muestras fueron genotipificadas para las
siguientes variantes MC4R rs17782313, NEGR1 rs2815752, ENPP1
rs7754561, NPC1l rs1805081, GNPDA2 rs10938397 y FTO rs1421085
utilizando tecnologia de Applied Biosystems (www.appliedbiosystems.com),
haciendo uso del equipo ABI Prism 7900HT y sondas TagMan que detectan el
alelo 1 o del alelo 2. El rango de genoatipificacion fue de al menos 98%, y sin
desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (P = 0.01)

Los datos se analizaron por medio del software del equipo para obtener

frecuencia de homocigotos para alelo 1 6 2 o heterocigotos 1,2.

Andlisis Estadistico

Analisis descriptivo: Se estimaron las frecuencias alélicas y genotipicas,

desagregadas por género y edad, de acuerdo con el IMC en las 2 categorias normal

y obesidad respectivamente. Las frecuencias genotipicas, se calculan estimando la

proporcion de individuos con cada genotipo. Para estimar las frecuencias alélicas

simplemente se duplica la muestra tomando como unidad de observacion el

cromosoma (cada individuo contribuye con 2 cromosomas) y se calcula la proporcion
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de cada alelo. Para los datos obtenidos de SNP’s se evaluara si existe equilibrio de
Hardy—Weinberg con el programa Popgene v1.32 (University of Alberta, Canada).
Comparaciéon divariada. Se estimé el grado de asociacion del SNP comparando
proporciones en sujetos con IMC normal y anormal, estimado la razén de momios y
su correspondiente intervalo de confianza al 95%. Se estimé la correlacion entre el
IMC con los datos de laboratorio (perfil bioquimico), por el coeficiente de correlacion
de Pearson.

Andlisis multivariado: Se calcul6 el odds ratio (OR) de cada genotipo respecto de la
referencia para cuantificar la magnitud de la asociacién. Se ajusto para evitar
variables de confusién, por lo cual utilizamos modelos de regresion logistica.

Los resultados del perfil bioquimico e IMC los cuales se analizaron mediante
regresion logistica. Todos estos analisis se llevaron a cabo con el programa SPSS
(SPSS Inc, Chicago Ill.) y STATA (SE/8, Stata Corp, TX). Considerando

significativos los valores de p < 0.05.

Extraccion de ADN

1. Extracciéon de ADN se realiz6 a partir de 4ml de muestras sangre periférica
utiizando un método de columna (QlAamp ADN Blood Midi Kit, No. Cat 51185,
Qiagen) el cual se basa en la unién especifica del ADN a una membrana de silica gel

con la posterior eliminacion de contaminantes por medio de lavados y centrifugacion.

El ADN puro es eluido en un volumen final de 300 a 400y, con un rendimiento

promedio de 50ug
A continuacion se describe la metodologia que se realizd para el aislamiento del
ADN con columnas Qiagen. (Figura 15)
1. Enun tubo de 15 ml se agrega 200 ul de proteasa
2. Posteriormente se afiade 2ml de sangre
3. Adadir 2.5 mL de buffer AL, al mismo tubo mezclando 15 veces por inversion
y luego se mezcla con vortex por un minuto.

4. Incubar a 70° C durante 10 minutos.
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5. Afadir 2 ml de etanol al 100%.

6. Mezclar 10 veces por inversion y posteriormente en el vortex.

7. Transferir cuidadosamente la mitad de la mezcla anterior y cerrar el tubo.

8. Centrifugar a 3000 rpm durante 3 min.

9. Transferir cuidadosamente la mitad restante de la mezcla.

10. Centrifugar a 3000 rpm durante 3 minutos nuevamente.

11.Remover la columna del tubo y desechar el filtrado, regresar la columna al
tubo.

12. Cuidadosamente agregar 2 ml de buffer AW1 a la columna, cerrar el tubo y
centrifugar a 4000 rpm por 6 minutos.

13. Agregar cuidadosamente 2 mL de buffer AW2, cerrar el tubo y centrifugar con
su tapa.

14. Centrifugar a 4000 rpm por 20 min.

15.Colocar la columna en un tubo limpio de 15 ml, cuidando que no queden
residuos de los buffers en la punta de la columna (de ser asi limpie con una
toalla o gasa limpiando el buffer excedente) y descartar el tubo que tenia el
filtrado.

16. Incubar la columna por 10 min a 70° C.

17.Sacar la columna del horno y enfriar por 5 minutos a temperatura ambiente.

18. Anadir 300 ul de buffer AE a TA directamente sobre la membrana de la
columna cierre el tubo e incubar de 5 a 10 min a TA.

19. Centrifugar a 4000 rpm por 6 min, repetir el paso anterior.

20. Transferir el filtrado a tubos de 1.5 ml nuevos.
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Extraccion de DNA

1 ml de sangre Proteasa (200ul) Buffer AL 2.4ml 2 ml de etanol y se
Incuba a 70°C

10 min. homogeniza

Elusién y purificacién por columnas

B« B < ‘L. @
[} [a)

Se coloca 2ml buffer Centrifuga 3000 rpm
AW1 X 3 min.

Se decanta.
Se coloca 2ml
buffer AW2

Se 300 ml de Se transfiere
buffer AE y columna
centrifuga a a tubo nuevo.

4000 rpm x 6 Hornea a . i
p 70°C Centrifuga a 4000 Centrifuga a _4000
min rpm x 20 min rpm x 6 min

X 10 min P

Figura 15. Extraccion de DNA por método de columna
Determinacién de integridad y pureza del ADN.
Se realizaron lecturas espectrofotométricas a 260/280 en el equipo de nanodrop. El
indice de pureza se obtuvo por el coeficiente de lecturas a 260 y 280nm (I 260/280) CON

unrango de 1.7 a 1.9.

La integridad se analiz6 mediante geles de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de
etidio observandose una banda correspondiente al ADN gendmico extraido.
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas obteniendo una concentracion final

de 20ng/ul para la realizaciéon de PCR en tiempo real.

Figura 16. Integridad del ADN de las muestras utilizadas en geles de agarosa al
0.8%.
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Determinacion de SNP’s.

La amplificacion y deteccion de los productos se realizé por medio de PCR en
tiempo real en el equipo 7900HT Fast real time PCR system (Applied Biosystems).
Se utilizaron sondas y primers proporcionados por el fabricante (Assay on Demand,
Applied Biosystems). Se obtuvieron los genotipos de cada muestra en el software del
equipo mediante un mapa de discriminacion alélica (Figura 17) y un Amplification
Plot donde se gréfica la sefal de fluorescencia contra el nimero de ciclos (Figura
18). Los datos se analizaron por medio del software del equipo obteniendo
frecuencias de homocigotos para alelo 1 6 2 o heterocigotosl,2. Se siguié el mismo

procedimiento para cada polimorfismo.
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Figura 17. Mapa de discriminacion alélica para un polimorfismo determinado. El color
azul representa el genotipo homocigoto para el alelo T, el color verde el genotipo
heterocigoto y por ultimo el color rojo a los individuos homocigotos para el alelo A.

Los cuadros negros son los controles negativos (NTC).
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Figura 18. Amplification Plot del polimorfismo determinado donde observamos en

azul la fluorescencia obtenida anicamente por el producto de amplificacion.

Analisis para marcadores predictivos

1. Analisis Estadistico mediante analisis multivariado se calcul6 el odds ratios (OR)
de cada genotipo respecto de la referencia para cuantificar la magnitud de la
asociacion. Los 4 modelos principales de herencia utilizados, fueron:

Modelo dominante. Supone que una Unica copia de C es suficiente para modificar el

riesgo y que ser portador de 2 copias lo modifica en igual magnitud; es decir,
heterocigotos TC y homocigotos CC tienen el mismo riesgo. Se puede comparar la
combinacion de estos 2 genotipos respecto a los homocigotos TT:

log[p/(1-p)] = a + BDo + yZ

Modelo recesivo. Supone que son necesarias 2 copias de C para modificar el riesgo;

por tanto, heterocigotos TC y homocigotos del alelo mas frecuente TT tienen el
mismo riesgo. Se compara la combinacion de ellos respecto a los homocigotos del
alelo variante CC:

log[p/(1-p)] = a + BRe + yZ

56



*Modelo _aditivo. Supone que cada copia de C modifica el riesgo en una cantidad

aditiva (en escala logit); por tanto, los homocigotos CC tienen el doble de riesgo que
los heterocigotos TC. Se compara la combinacién ponderada, donde se da peso 1 a
los heterocigotos TC y peso 2 a los homocigotos CC.:

log[p/(1-p)] = a + BAd + yZ

Modelo codominante. Cada genotipo proporciona un riesgo de enfermedad diferente

y no aditivo. Se comparan heterocigotos (He) y homocigotos variantes (Va) por
separado respecto a los homocigotos del alelo mas frecuente. Este modelo emplea 2
coeficientes (grados de libertad).

log[p/(1-p)] = a + B1He + B2Va + yZ

* Este tipo de modelo es el mas comunmente utilizado en todo tipo de estudios caso-control

Se compard el ajuste del modelo codominante (2 pardmetros), con los demas
modelos (1 parametro). Estas comparaciones se realizaron mediante el test de la
razon de verosimilitudes. En estos modelos se integraron los resultados del perfil
bioguimico e IMC los cuales se analizaron mediante regresion logistica. Todos estos
andlisis se llevaron a cabo con el programa STATA (SE/8, Stata Corp, TX). Se
consideraron significativos los valores de p < 0.05.
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3.2. Fase 2: Diabetes tipo 2

Generalidades: A todos los pacientes se les aplicé un cuestionario a través del cual
se obtuvieron datos socioeconémicos, demograficos, patolégicos personales y
heredofamiliares. El cuestionario fue aplicado por personal de salud a quien se le
capacitd y estandarizd previamente en la aplicacién del cuestionario, toma de
mediciones y muestras. La toma de muestra de sangre se realizé en instalaciones
del Centro Médico siglo XXI, Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica, en
ayuno de 12hrs se obtuvo una muestra sanguinea por venopuncion en 2 tubos al
vacio y estériles (Vacutainer), uno sin EDTA con capacidad de 7mL para la
realizacion de determinaciones serolégicas y otro con EDTA con capacidad de 5mL
para la determinacién de Alc y la extraccion de DNA.

.-Determinaciones antropométricas. Las mediciones que se les realizaron a
los pacientes son: Peso (Kg) y Talla (cm), para el célculo de IMC (Kg/m?) vy el
perimetro de cintura y cadera, a partir de estos se calculd el indice cintura/cadera
(ICC). La presion arterial sistélica (PAS) y diastolica (PAD) se midié con un

esfingomandmetro de columna de mercurio (America Diagnostic Corp., NY).

.-Determinaciones clinicas. El perfil bioquimico comprendié: glucosa (mg/dL,
mmo/L), urea (mg/dL), creatinina, colesterol LDL (C-LDL, mg/dL), colesterol HDL (C-
HDL, mg/dL) y triglicéridos (mg/dL). Estos parametros se determinaron por
fotometria en el instrumento ILab 30 Clinical Chemestry System (Instrumentation
Laboratory, Barcelona Espafia). El control de calidad interno se realiz6 con los
controles SYNCHRON niveles 1, 2 y 3. Las determinaciones bioquimicas fueron
realizadas por quimicos titulados y capacitados en el uso de estas metodologias, asi

mismo desconocian la hipétesis del estudio.

- Extraccion de ADN. La Extraccibn de ADN se realizd a partir de muestras de
sangre periférica, de la cual se realiz6 la extraccion de ADN gendmico mediante un

método semi automatizado con el equipo ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid
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PrepStation. Para determinar la pureza del DNA se realizaron lecturas

espectrofotométricas a 260/280 en el equipo de nanodrop.

La integridad se analizé mediante geles de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de
etidio para observar la presencia del DNA genémico. Obteniendo por cada muestra

concentraciones de al menos 250ng/ pl.

- Genotipificacion: Se realizd una seleccion previa de muestras a utilizar en los
microarreglos, para esto se procedié a verificar la concentracion de ADN por medio

de Nanodrop, aquellas con una concentracién menor a 100ng/pl se excluyeron.

Posteriormente se excluyeron aquellos pacientes en un rango de edad menor a 35.
La genotipificacion se realizd6 a 2000 muestras mediante microarreglos
Cardiometabochip lllumina tecnologia “bead array”, siguiendo el protocolo Infinium

HD Assay, descrito con detalle més adelante.

La ventaja de utilizar este microarreglo es en primera el costo a comparacién de uno
de escaneo completo del genoma, en segunda fue diseflado especificamente para
analizar SNPs previamente asociados a rasgos metabdlicos. Divido en dos paneles:

1- SNPs asociados a once rasgos: Diabetes tipo 2, glucosa en ayuno,
enfermedad coronaria, Lipoproteina de baja densidad (colesterol-LDL),
Lipoproteina de alta densidad (colesterol-HDL), Trigliceridos, indice de Masa
corporal, presion sistolica y diastdlica, intervalo QT e indice cintura-cadera
ajustado a IMC.

2- SNPs asociados a rasgos de menor interés : insulina en ayuno, glucosa 2 hr
postprandio, hemoglobina glicada, edad de Dx DT2, dx menor a los 45 afios,
circunferencia de cintura, talla, porcentaje de grasa total, colesterol total,

cuenta plaquetaria, volumen plaquetario y cuenta de leucocitos.

59



Este microarreglo fue disefiado por representantes de varios consorcios como
DIAGRAM (Diabetes tipo 2), GIANT (rasgos antropométricos), MAGIC (glucosa e
insulina) y GWAS meta-andlisis y cuenta con 196.725 polimorfismos de un solo

nucleétido los cuales se analizan al mismo tiempo por cada individuo.
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Protocolo Infinium HD Assay Ultra (Cardiometabochip)

Dia 1

Dia 2

Cuantificacion del DNA

Preparar placa MSA3 (4ul DNA en cada pozo a una concentracién de 50ng/ul)
Reactivos: 0.1N NaOH; MA1; MA2; MSM

En este punto se procede a desnaturalizar y neutralizar las muestras para
proceder a la amplificacion.

Preparacion: se precalienta el horno de hibridacion Illlumina a 37°C,

se procede a dispensar 20ul MAL a la placa MSA3

Dispensar 4ul 0.1N NaOH a cada pozo ya con el DNA 'y el MA1

Sellar la placa MSA3 (96 pozos)

Vortex a 1600rpm por un minuto

Centrifugar a 280xg por un minuto

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente

Agregar 34ul MA2 en cada pozo

Agregar 38ul MSM a cada pozo

Resellar nuevamente la placa

Vortex a 1600rpm por un minuto

Centrifugar 280xg por un minuto

Incubar en el horno de hibridacién durante 20 a 24hrs a 37°C

Fragmentacion MSA3

(No olvidar Precalentar el bloque MIDI a 37°C y descongelar el FSM a
temperatura ambiente, cuidadosamente invertir para mezclar el contenido y
dar un pulso en la centrifuga 280xg)

Retirar la placa MSA3 del horno de hibridacion lllumina

Centrifugar la placa a 50xg por un minuto

Agregar 25ul FSM a cada pozo
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Resellar nuevamente

Vortex 1600rpm por un minuto

Centrifugar 50xg por un minuto a 22°C

Colocar la placa sellada en el bloque caliente a 37°C y dejarlo ahi durante una

hora

Precipitar MSA3

(No olvidar precalentar el bloque a 37°C y descongelar el reactivo PM1)

Agregar 50ul PM1 a cada pozo, resellar la placa

Vortex 1600rpm por un minuto

Incubar a 37°C durante 5 minutos

Centrifugar 50xg a 22°C por un minuto

(Nota: preparar la centrifuga a 4°C para el siguiente paso)
Agregar 155ul 100% 2-Propanolol a cada pozo
Cuidadosamente sellar con una capa NUEVA

Invertir 10 veces para mezclar el contenido

Incubar a 4°C durante 30 minutos

Centrifugar a 3000 xg a 4°C durante 20 minutos

Retirar el sello y tirarlo; decantar el sobrenadante

Pegar firmemente sobre pafiuelos con la placa invertida varias veces durante
un minuto

Dejar secando la placa invertida al menos durante una hora

TRV T
2y e e
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e Resuspender MSA3
(Precalentar el horno de hibridacion lllumina a 48°C y descongelar reactivo
RA1)

Agregar 23ul RA1 a cada pozo con el pellet de DNA

Sellar la placa con “foil seal” con ayuda del bloque, empujando hacia abajo
firmemente 5 segundos

Colocar la placa en la incubadora durante una hora a 48°C

Vortex a 1800rpm por un minuto

Dar un pulso en la centrifuga a 280xg

e Hibridar Multi BC2

(Precalentar el bloque a 95°C; asimismo el horno de hibridacion a 48°C)

Pasos: Preparar las camaras de Hibridacién “Hyb chambers”
Agregar 400ul de PB2 a cada reserva, asegurar cada camara y dejarlas en

temperatura ambiente
Colocar la placa MSAS en el blogue para su desnaturalizacion a 95°C durante

20minutos, después de la incubacion dejarlo a temp. ambiente durante 30min

Dar un pulso en la centrifuga a 280xg

63



Cargar el microarreglo (chip)

Nota: Por cada microarreglo se cargan 12 muestras

MSAZ3 Plate
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Cargar el chip con 15ul de DNA de la placa MSA3 como se muestra arriba.

Por cada chip se debe escanear el codigo de barras

Una vez cargada las laminas se procede a colocar en el horno de hibridacién

illumina a 48°C durante al menos 16 horas y no mas de 24 horas.
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Lavar “beadchip”

Se retiran las cdmaras del horno y se dejan a temperatura ambiente 20min para
enfriar. Se llena un rack con 200ml de PB1De cada microarreglo se retira la parte de
plastico de este y se coloca en el rack con el PB1 para lavarlo durante al menos 10

minutos cambiando de rack

Una vez lavados se empieza a colocar cada microarreglo en la camara para

prepararlos para la extensién
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e Elongacion y tincion del microarreglo

Seguido de la hibridacion el reactivo RA1 retiro las partes no hibridadas del
DNA, los reactivos XC1 y XC2 se agregan para dar una superficie a la
reaccion de elongacion. Los reactivos TEM se agregan a las camaras para

realizar la elongacion de la cadena incorporando nucleotidos marcados.

e Escaneo de la imagen por medio del Bed array reader

e Preparacion del Genome Studio para su analisis

- Control de Calidad para las muestras genotipificadas

Una vez obtenido los primeros resultados se procedié a realizar los controles de
calidad mediante el software Genome Studio y SVS Golden Helix.

Estrategias de control de calidad para evitar problemas potenciales asociados con el
genotipado:

1. Eliminacion de muestras con bajo éxito en el genotipado. (< 98% call rating)

2. Eliminacién de muestras duplicadas y de individuos consanguineos

3. Eliminaciéon de SNPs que evidencien problemas de genotipado, basandose en las
desviaciones con respecto a las proporciones Hardy-Weinberg.

4. Inclusién de duplicados “blancos o NTC” para evaluar la concordancia de los
datos.

5. Inspecciones visuales de los clusters correspondientes a los SNPs significativos
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- Métodos estadisticos utilizados en el estudio de escaneo mediante el microarreglo
de Metabochip

Para este estudio se empled regresion logistica incluyendo proporciones de mezcla
genética como covariables. Esta estrategia es la mas utilizada en estudios previos
de GWAs en los cuales la estratificacion representa un problema. Se basa en las
proporciones de mezcla genética estimadas usando métodos multivariados, tales
como analisis de componentes principales (PCA).

En este trabajo ajustamos por ancestria en las muestras utilizando datos del Hap
Map 1000 genomas para después incorporarlos como covariables en los modelos de
regresion logistica (para ensayos dicotémicos) o lineal (para ensayos cuantitativos).
En nuestro estudio, los analisis de regresion se realizaron con el software SVS
Golden Helix y PLINK, que ofrece pruebas que incorporan la incertidumbre asociada
con los genotipos imputados.

Andlisis por variables fenotipicas: Es conocido que algunas variables fenotipicas,
como edad y sexo actuan como confusor. Para ello se realizO un analisis

estratificado por dichas variables, y andlisis multivariado.
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RESULTADOS
Fase 1 Obesidad Infantil

Se analizaron 1685 nifios de 6 a 12 afios. Los datos se presentan como media +
desviacién estandar. La prueba estadistica realizada fue t de Student y se
consideran significativos valores de p< 0.05. En el caso de los parametros
Antropométricos podemos ver que la edad promedio de los pacientes es de 9 afios
(Tabla 4).

indice de Masa Corporal

<85pc >85pc
n=949 n=514

Caracteristicas media +DE media =*=DE Dif P*
Femenino (%) 48.1 46.4 - 0.492
Edad (afios ) 9.5 +19 96 +18 0.1 0.109
Antropométrico

Peso (kg) 29.7 +7.8 465  +13.1 16.9 <0.001

Altura(cm) 133.2 +11.8 139.2 +115 6.0 <0.001

IMC(kg/m?) 16.5 +1.8 23.7 +36 7.3 <0.001

IMC(percentil) 46.1 +245 954  +3.7 494 <0.001
Presion Arterial(mmHg)

Sistdlica BP 95.4 +12.6 1029 +143 75 <0.001

Sistélica BP (percentil) 37.1 +31.8 48.1 +32.3 109 <0.001

Diastélica BP 61.5 +96 66.6 +104 5.1 <0.001

Diastolica BP (percentil) 54.6 +25.3 64.5 +23.3 99 <0.001
Bioguimicos (mg/dL)

Insulina (pU/mL) 7.8 +56 139 +9.2 6.1 <0.001

HOMA-IR** 1.7 +13 29 +20 12 <0.001

Glucosa 85.6 +10.1 87.7 +11.1 2.0 0.001

Colesterol Total 1521 +30.1 1609 +35.0 8.8 <0.001

Trigliceridos 83.8 +34.6 1244 +675 405 <0.001

HDL-C 49.8 +11.8 45.2 +13.0 -4.7 <0.001

LDL-C 92.1 +234 101.8 +27.7 9.7 <0.001

Tabla 4. Caracteristicas AntropOmetricas y Metabdlicas de casos y controles
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Observamos en los nifios con Obesidad un grande porcentaje de Resistencia a la
Insulina (45% en los casos) calculada mediante el «<HOMA» (Homeostasis Model
Assessment, modelo homeostatico con datos basales), segun la siguiente férmula:
HOMA = (glucosa mmol/l X insulina yU/ml / 22.5). Se definio resistencia a la insulina

cuando el valor de HOMA era superior a 2,4. (Stumvoll et al., 2004).

Al comparar ambos grupos los niveles de glucosa no mostraron cambios
significativos, siendo la media de 85mg/dl; los niveles de triglicéridos son mayores en
los casos y para colesterol total, HDL, LDL siguieron el mismo patrén para ambos
grupos. Cabe mencionar que en los nifilos Obesos encontramos una Insulinemia
marcada de 12mU/ml como media, ademas de presentar resistencia a la Insulina,
como ya he mencionado anteriormente. Lo cual nos muestra que en pacientes a

edad escolar ya existe una alteracion metabdlica.
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Frecuencias Alélicas y genotipicas

Las frecuencias alélicas encontradas en esta poblacion se verificaron con aquellas
ya reportadas, sin embargo no existen datos para muestras en poblacién Mexicana.
En la Figura 19 se muestran las frecuencias alélicas de los tres SNPs

estadisticamente significativos.

ENPP1 rs7754561 MCA4R rs17782313
1,522

890

781

142

GNPDA2 rs9383197
1,095

576

Figura 19. Frecuencias alélicas de las variantes en ENPP1, MC4R y GNPDAZ2 en la

poblacion estudiada

Asociacion de los SNPs estudiados con el riesgo de Obesidad. (Tabla 5)

Para esto se realizo una regresion logistica linear, utilizando el modelo Aditivo.
Después de aplicar una correccion de Bonferroni consideramos un valor significativo
de p por debajo de 1.4 x 10-3 (0.05/36) y con un valor de p entre 0.05y 1.4 x 10-3
se considero significativa nominalmente.

Identificamos una contribucion significativa asociada al riesgo de Obesidad para la
variante GNPAD?2 rs10938397 (alelo de riesgo G en poblacion Europa; OR=1.30;P =
1.34 x 10-3.
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Ademas de una asociacién nominal entre el riesgo de Obesidad y la variante MC4R
rs17782313 (alelo de riesgo C; OR = 1.40; P = 0.016 y ENPP1 rs7754561 (alelo de
riesgo G; OR =0.84; P = 0.020. (Tabla 5). Siendo la variante en MCR4 que muestra
un efecto nominal en el IMC (alelo de riesgo C; B[error estdndar]= 0.41[0.16] kg/m2;
P =0.012 (Tabla 6)

Casos/ RAF OR
*
Locus SNP AR™ Controles N (%) [95% CI] i
Control 949 744 - -
NEGR1 rs2815752 A Caso 1.18
514 77.6 0.068
[0.99;1.41]
Control 949 74.6 - -
514 74.2 0.845
[0.85;1.21]
Control 949 48.6 - -
ENPP1 rs7754561 G Caso 0.84
514 442 0.020
[0.72;0.97]
Control 949 7.3 - -
MCR4 rs17782313 C Caso 1.40
514 9.8 0.016
[1.06;1.83]
Control 949 32.2 - -
514 38.0 1.34x10
[1.11;1.53]
Control 949 19.1 - -
FTO rs1421085 C 1.13
Caso 514 211 0.228
[0.93;1.38]

Tabla 5 Asociacion entre los SNPs MCA4R rs17782313, NEGR1 rs2815752, ENPP1
rs7754561, NPC1 rs1805081, GNPDA2 rs10938397, FTO rs1421085 y Obesidad en

nifos mexicanos

* Alelos de riesgo reportados en Poblacion Europea. AR, Alelo de riesgo; RAF, Frecuencia del AR; OR, Odds ratio; Cl,Intervalo
de confianza; P, valor de P.
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Es importante mencionar que no encontramos una asociacion significativa entre el
riesgo de obesidad y las variantes en NPC1 rs2815752 y FTO rs1421085 como se
habia esperado.

En cuanto a los rasgos metabdlicos, encontramos una asociacion nominal entre el
IMC y la variante en NEGRL1 (alelo de riesgo A, p=0.24[0.10] kg/m2; P = 0.019)
(Tabla 6).

Para la variante de NPC1 rs2815752 encontramos una asociacion significativa con
los niveles de insulina mostrando que el alelo de riesgo A confiere un error beta de —
0.10 yU/mL, P =1.21 x 10-3. Tabla 6.

Ademas identificamos un efecto del alelo de riesgo de MC4R rs17782313 y el
incremento en la glucosa plasmatica en ayuno (alelo de riesgo C; B = 0.36[0.11]
mmol/L; P = 1.47 x 10-3.

_Para FTO a pesar de no mostrar una asociacion a Obesidad, encontramos una
ligera asociacion con el colesterol total (B = 3.70[1.72] mg/dL; P = 0.032) y los
niveles de Insulina (B = —0.06[0.04] pU/mL; P = 0.064)
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L IMC Insulina G;”Sgia Colesterol |Triglicéridos
gISILF’,S N (kg/m2) layuno (uU/mL) (mi’nol Ly |Total(mg/dL)| (mg/dL)
AR* B
BES) P BES) P | g5 P |BES) P |BES) P
NEGR1 | _ [024 001/ 001 0ass | 2 010l OO0 o o
92005752 1M 010) 9 (003)  (©07) @44) T |(002)
NPC1 | -016 012 -0.10 121x10 008 | 222 10003
SIO008L 1M 041 6 (003)  ° 0o07) @52) 002
ENPP1 -0.11 0.20 0.004 0.01 2.20 0.004
rs7754561 1,171 0.873 0.905 0.087 0.827
o (0.09) 9 |(0.03) (0.06) (1.29) (0.02)
MCR4 1041 001 004 036 147x10 271 0410
r3177§2313 “"lo1e) 2 (005 T lo1n) ® | @34 003
GNPDA2 | 1010 028 004 1010 190 0076
r5109§8397 701200 8 |(0.03) 0.07) (1.40)  |(0.02)
FTO | 1017 017 -006 014 | 370 0006 __
r514(2:1°85 012 1 (004 0 |(009) @72 |02

Tabla 6. Asociacion entre los SNPs MC4R rs17782313, NEGR1 rs2815752, ENPP1
rs7754561, NPC1 rs1805081, GNPDA2 rs10938397, FTO rs1421085 y parametros

bioguimicos en nifios no Obesos Mexicanos.

Los niveles de Insulina y triglicéridos fueron logaritmicamente transformados antes de los analisis estadisticos

* Alelos de riesgo reportados en Poblacion Europea.

AR, Alelo de riesgo; ES, error estandar; B, efecto del tamafio-; P,valor de P; IMC, indice de masa corporal
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RESULTADOS
Fase 2: Diabetes tipo 2

Se analizaron 2000 muestras todas procedentes de la Ciudad de México, el rango
de edad fue de 35 a 60 afios para ambos grupos de estudio, la media de indice de
Masa Corporal (IMC) fue de 29.7 para casos y 26.5 para controles. Las
caracteristicas clinicas se muestran en la tabla 7. Como era de esperar los casos
tuvieron un indice de masa corporal mayor respecto a los controles (29.7 kg/m2

versus 26.5 kg/m2) respectivamente y el 86% de los casos estaban diagnosticados

con Hipertension.

Casos Controles Ambos

Caracteristicas n=999 n=1001 n=2000
Edad (afios) 57.9+0.3 48.2+6.9 53.1+0.2
Edad de diagnostico 46.3+0.2 NA 46.3+0.2
Sexo Masculino (1) 403 (40.3) 593 (59.2) 996 (49.8)

Femenino (2) 596 (59.7) 408 (40.8) 1004 (50.2)
IMC, kg/m® 29.7+0.2 275+3.9 28.6 +0.1
PCC 09+0 09+0.1 090
Presién sistélica, mmHg 122.9+0.5 118.6 +13 120.7 £ 0.3
Presién Diastélica, mmHg 82.1+0.3 72.2+8.3 77.1+0.2
Glucosa, mg/dL 152.1+2.1 85.3+9.1 118.7+1.3
Urea, mg/dL 339105 28.1+8.4 31+0.3
BUN, mg/dL 15.8+0.2 12.7+3.8 14.3+0.1
Creatinina, mg/dL 0.86 £ 0.01 0.81+£0.25 0.84 £0.01
Colesterol Total, mg/dL 190.8+1.5 191.8+42.7 191.3+1
HDL, mg/dL 44 +0.4 46.8 £ 14 45.4+£0.3
LDL, mg/dL 1276 +£1.1 134.3£34.9 131+0.8
Trigliceridos, mg/dL 196.9+4.3 160 +110.2 178.4+2.8
HbAlc, % 7.57 +£0.09 5.0 £0.02 6.57 £ 0.09
TFG 99.7+1.2 NA 99.7+1.2
Riesgo Cardiovascular, (%) 15.02 + 0.29 NA 15.02 + 0.29

Los datos se muestras como +(DE), o numero (porcentaje), NA sin datos.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada
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Andlisis de asociacion para estudios de GWAS

El analisis de los polimorfismos genéticos permite identificar genes que confieren
susceptibilidad a presentar una enfermedad o un rasgo asociado a esta.

Desde el punto de vista estadistico un polimorfismo constituye una variable
categorica con varios genotipos posibles y se suele considerar como categoria de
referencia al grupo de individuos homocigotos para el alelo mas frecuente.

Utilizando el programa Genome Studio se llevan a cabo los filtros de control de
calidad (MAF >1%, call rate >98% ) como se observa en la figura 20; dentro del
control de calidad se incluye el analisis de diversidad genética (hetero-cigocidad y

andlisis de los componentes principales).

[ Call Rate
1,500
1,000
500
P
0 I (T | fi— L |
0.965 0.97 0. 0.98 0.985 0.99
Call Rate

Figura 20. Call rate mayor a 98% para las muestras analizadas
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Figura 22. Cluster de la variante en JAZF1
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Figura 24. Cluster de la variante en CYBRD1
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Figura 25. Cluster de la variante en FGD6

Analisis de los componentes Principales

Un problema central en el analisis de datos multivariantes es la reduccion de la
dimensionalidad: si es posible describir con precision los valores de p variables por
un pequefio subconjunto r < p de ellas, se habra reducido la dimension del problema
a costa de una pequefa perdida de informacion, en este caso se realiza un prunning
previo de todo el pool de SNPs.

El andlisis de componentes principales tiene este objetivo: dadas “n” observaciones
de p variables, se analiza si es posible representar adecuadamente esta informacion
con un numero menor de variables construidas como combinaciones lineales de las
originales.

Se analizaron datos de 1520 sujetos no relacionados de la Ciudad de México; para
fines de comparacion se incluyeron datos obtenidos de las poblaciones
Internacionales del Hap-Map 3: (ASW) Africanos del sudeste de USA, (CEU)
Europeos del Norte, (YRI, LWK, MKK) Africanos, (CHB, CHD) Chinos, (JPT)
Japoneses, (GIH) Indios Gujarati, (MEX) Mexicanos de California, USA.
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Estos resultados apoyan la presencia de una heterogeneidad genética entre la

poblacién de la Ciudad de México principalmente con un componente Africano y

sugiere que las diferencias observadas entre las poblaciones mexicanas proveniente

de California USA es distinta a la que reside en la Ciudad de México. (Figura 26)
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Figura 26. Analisis de los componentes Principales. En morado se muestra la

poblacion de estudio. La distribucion de la poblacion en el Eigen vector 2 reflejan

una contribucién ancestral europea (verde) a nuestra poblacion.

Mediante analisis estadisticos pudimos determinar la diversidad del componente

genético para las muestras de estudio, encontrando un componente Amerindio de

68%, Europeo de 27%, Africano 4% vy Asiatico 1% correspondiendo a lo

anteriormente publicado por nuestro grupo de estudio. (Martinez-Marignac et al.

2007) Sin embargo la presencia del componente Asiatico es novedosa.
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Una vez realizados todos los filtros posteriores al control del calidad y partiendo de la
base de datos ajustada a ancestria, realizamos un prunning de SNPs obteniendo al
final 56,700 variantes por analizar mediante regresion logistica partiendo de un
modelo Aditivo, ajustado por edad, sexo e indice de Masa Corporal (BMI). Al final se
obtuvo o un Plot de Manhattan que muestra en el cromosoma 9 un grupo de
variantes con una fuerte asociacion.

Los SNPs estadisticamente significativos fueron aquellos con valores de p
alrededor de 1x1077 (Figura 27).

1 H 1 . s L ’ ' . 30 1 2 0 2] 18 15 I m » 0¥n ¥
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Figura 27. Plot de Manhattan —log10 FVR Model para cada cromosoma, observando

una fuerte asociacion el cromosoma 9 (color Naranja)

Encontramos una asociacion nominal entre DT2 y varias sefiales independientes en,
o cerca de los genes GLIS3, JAZF1, FGD6, ARRP21 y CYBRD1 (Tabla 8).
Es importante mencionar que GLIS3 y JAZF1 son genes previamente asociados a

DT2. En este trabajo detectamos siete locus localizados en intrones de GLIS3, este
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gen se ha visto involucrado en el desarrollo de la célula-Beta pancreatica y en la
expresion del gen de la Insulina. (Kang et al., 2009).

Adicionalmente encontramos que una de estas variantes (rsl17717221) esta
localizada en un enhancer activo Gtil para la transcripcion de genes en la célula Beta
(ANEXO 1IV).

En el caso de JAZF1 identificamos cinco variantes también localizadas en regiones
intronicas (rs849142, rs12531540, rs849138,rs702814 and rs864745) varias de ellas
en desequilibrio de ligamiento.

Para los genes FGD6 rs6538592, ARPP1 rs7613472 y CYRBD1 rs13392902 los

SNPs igualmente se encontraron en regiones intronicas.

Gen SNP  AA** Poblacion N AAF* (%) E’tf_\gp(;’?s Odds Ratio  Valor de P
GLIS3* 1512335418 A D?;b”;iilo gg; ;‘gé 71.4 067 3 1610
GLIS3*  rs12350696 A D?;b”étigo gg; gg:é 69.0 068 1 15x10°
GLIS3*  rs12000159 T D(i:;b”ét;‘zlo gg; jg:i 69.2 070 3.39%10°
GLIS3®  rs7849638 A D(i:;bnét:i(zzlo gg; gfl)i 653 0.60 1.95%10°
GLIS3*  rs17717221 G D?;bn;go gg; 22:2 96.7 149 6.45x10°
GLIS3* 1573382379 A D?;b”;;‘ilo gg; ;2 2.5 Las 9.75x10°
FGD6™  r1s6538592 G Dci:aobnét:i?:lo 323 2‘21:; 200 0.67 413x10°

ARRP21*  rs7613472 G D?;bn;iilo gzg ;(7)2 29.6 0.62 1.84x10°
JAZF1* rs849142 G D?;bnét:go 323 i(l); 48.3 0;8 5.74_><10'6

JAZF1*  1s12531540 A D?;b”;go oo 49.2 068 £ 81x10°

JAZF1*  rs849138 A D(i:;b”ét:i((’:'o ggg gé 50.8 068 8.39x10°

JAZFLT - rs702814 A D(i::bn;i(zzlo 323 g(z):é 492 0.60 8.97x10°

CYBRDI™ rsi33g2002 G ool 988 o3 9.3 " 1x10°
Diabético 987 8.1 0.47 9.50x10

*Ajustado por edad, sexo e BMI , *Ajustado por edad y sexo , ***AA: Alelo Ancestral / AAF: AA frecuencia

Tabla 8. Asociacion de diversos SNPs y Diabetes de tipo 2 en Poblacion Mexicana

82



Mediante el programa de Locus Zoom verificamos estas asociaciones por cada SNP,
utilizando como referencia el ensamblaje del mapa genético hgl8 en la base de

UCSC Genome browser. Cada variante se muestra en las siguientes figuras.
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Figura 28. Regional Plot de JAZF1 mediante locus zoom
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Figura 29. Regional Plot de GLIS3 mediante locus zoom
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Figura 30. Regional Plot de FGD6 mediante locus zoom
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Figura 31. Regional Plot de ARPP21 mediante locus zoom
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Figura 32. Regional Plot de CYBRD1 mediante Locus Zoom

Una vez obtenidos los resultados de la genotipificacion, se realizan los analisis de
asociacion entre los SNPs (Polimorfismos de un solo nucleétido) y diferentes rasgos
metabalicos.

Analizamos la asociacion de distintos SNPs y niveles de colesterol total, Glucosa en
ayuno, HDL, LDL vy triglicéridos mediante regresion logistica en un modelo aditivo
ajustado por edad, sexo e indice de Masa corporal.

Encontramos una asociacion estadisticamente significativa para los siguientes
polimorfismos y los niveles de triglicéridos.

Para el resto de los rasgos metabdlicos se realizé el mismo procedimiento, los

resultados se presentan en el ANEXO V de esta tesis.
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SNP CHR | Alelo BETA P GEN

Riesgo
chr11:116156325 11 A -0,149 | 5,56E-12 ZNF259
chr11:116150485 11 A -0,130 | 2,83E-09 BUD13
chr11:10133558 11 G 2,556 1,96E-07 SBF2, KIAA1766
chr11:2890200 11 A 2,556 1,96E-07 SLC22A18
chr2:203967925 2 G 2,556 1,96E-07 ABIZ, argBPIB
rs6589567 11 A 0,133 2,71E-07 APOAS5

Tabla 9. SNPs asociados a los niveles de triglicéridos en poblacion Mexicana.

Se realiz6 un score genético de riesgo mediante la suma de cada alelo de riesgo por
individuo para los 69 SNPs asociados a Diabetes tipo 2 en poblacién Europea.
Obteniendo un riesgo por alelo de 0.065 con un OR 1.052; P-7.73E-06. Los

resultados se muestran en la tabla 10.

SCORE DE RIESGO GENETICO BASADO
EN 69 SNPs/DT2

ot T o
SIN AJUSTAR 0.049 1.050 2.32E-07
AJUSTADO POR EDAD Y SEXO0 0.051 1.052 7.73E-06
AJUSTADO POR EDAD, SEX0 E IMC 0.065 1.068 3.92E-08

Tabla 10. Score de riesgo genético basado en 69 SNPs asociados a DT2.
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Observando los resultados, ciertos SNPs ya bien establecidos como de riesgo para
DT2 no se replicaron en nuestra poblacién de estudio, por ello realizamos estudios
de heterogeneidad. Tomando Unicamente los resultados del Score genético de
riesgo, realizamos una comparacion entre riesgos genéticos basados en cuatro
modelos: SNPs asociados a DT2, asociados a la funcion de la célula beta, asociados
a la resistencia a insulina y aquellos asociados a glucemia en ayuno. Tomamos los
resultados de la cohorte Francesa DESIR genotipificada también por Metabochip.
Encontramos un valor de Heterogeneidad de Het P-value: 9,89E-06; OR 1,093.
(Tabla 11).

BetaT2D ORT2D PvalT2D BetaT2D ORT2D PvalT2D Het.P-valOR  FEPval

eRsToFt 0,122 1129 147654 0074 1077 314€-10 7,72¢-04 1,113 0,00E+00
GRsBeta* 0187 1206 134E-43° 0,144 1,155 1326-12 7.86E-02 1,190 0,00E+00
GRSIR 0078 1081 127€05° 0060 1,062 4,66E-02 6,20t-01 1,076 1,82E-06
GRSFG* 0124 1132 747¢-34° 0056 1,058 3,23E-04 2,65E-04 1,109 0,00E+00

Tabla 11. Comparacion de Heterogeneidad genética entre poblacion Francesa y

Mexicana (marcada en verde).
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DISCUSION

México se encuentra en un proceso de transicion en salud caracterizado por el
aumento de enfermedades crénico-degenerativas como son la Obesidad y Diabetes.
A pesar de que muchas variantes genéticas han sido asociadas a estos fenotipos,
muy pocas han sido replicadas en otras poblaciones.

En este estudio tratamos de establecer la asociacion entre las variantes FTO,
NPC1, GNPDA2, NEGR1, ENPP1 y MC4R vy la ocurrencia de Obesidad en una
poblacion Infantil de cinco estados de la Republica Mexicana.

El panorama general del estado metabdlico en los nifios con Obesidad muestra una
tendencia a presentar resistencia a la Insulina a edades mas tempranas (Salud &
Yucatan 1999)

Aqui encontramos un 45% de nifios ya con este fenotipo con una media de edad de
8 afos. En la literatura la presencia de resistencia a la Insulina se asocia a
hipertligiceridemia (Ascaso et al.,2001) pero no en este estudio.

Todos los resultados obtenidos para las frecuencias alélicas y genotipicas se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg pensando que se han mantenido
constantes a través de generaciones.

Encontramos una asociacion significativa del alelo menor de GNPDA2 SNP
rs10938397 con un incremento en el riesgo para padecer Obesidad. Esta asociaciéon
ya habia sido identificada en un meta andlisis de GWAS en poblacion Europea
realizada por el consorcio GIANT (Willer CJ et al., 2009), siendo este el primer
estudio en poblacion mexicana.

Asi mismo encontramos asociaciones nominales entre el riesgo de padecer
Obesidad o bien el indice de masa corporal con los siguientes SNPs: ENPP1
rs7754561, MC4R rs17782313 y NEGR1 rs2815752.

Cabe mencionar que estos polimorfismos fueron igualmente asociados en poblacion
Europea con excepcion del alelo de riesgo ENPP1 SNP rs7754561 que muestra un

efecto protector en la poblacién mexicana.
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En este trabajo identificamos un efecto significativo del alelo de riesgo en NPC1
rs1805081 con la disminucion de los niveles séricos de Insulina.

El gen NPC1 codifica para la proteina de membrana tipo C1 que tras la traduccion es
insertada en la membrana de los lisosomas y los endosomas tardios; mutaciones en
este gen se relacionan con la enfermedad de Niemann-Pick.

Recientemente Jelinek y colaboradores reportaron que la haploinsuficiencia de
NPC1l en modelos animales da lugar a hiperinsulinemia y un aumento en la
susceptibilidad a ganar peso. (Jelinek D., et al., 2011).

Por otra parte identificamos el alelo de riesgo de MC4R y su asociaciéon con el
incremento de glucosa en ayuno, a nuestro conocimiento no existe un estudio previo
gue muestre esta asociacion.

En resumen replicamos cuatro variantes previamente asociadas en poblacién
Europea (GNPDAZ2, y nominalmente NEGR1, MC4R, ENPP1) con el mismo efecto a
excepcion de ENPP1.

A pesar de que actualmente se conocen varios SNPs asociados a Obesidad
explican menos de 5% del riesgo para Obesidad infantil, sugiriendo la existencia de

loci adicionales, o bien loci raros que contribuyan en una mayor proporcion.

La Diabetes tipo 2 se debe considerar una de las manifestaciones mas graves de la
Obesidad. Cerca de 70% de los individuos con DT2 tienen obesidad en el momento
del diagnostico. (Maggio & Pi-Sunyer, 2003). El riesgo de desarrollar este
padecimiento aumenta junto con el grado y la duracion de la Obesidad, es decir
aguellos nifios con Obesidad Infantil seran mas susceptibles a padecer Diabetes tipo
2 en edad adulta.

Es por eso que cree que ciertas mutaciones en diferentes loci del mismo gen causan
la misma enfermedad, teniendo un mismo gen como en el caso del receptor de
Melanocortina 4 (MC4R) que contribuye a un cambio en el IMC y como en este
estudio un incremento de la glucosa en ayuno; pudiendo pensar en que se

comparten vias metabdlicas.
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Asi bien los estudios del escrutinio completo del Genoma Humano han identificado
70 loci asociados a la condicion de DT2 (Hivert, Vassy, & Meigs, 2014). El
mecanismo por el cual estos genes candidatos predisponen al padecimiento
permanece desconocido.

El panorama metabdlico para la poblacion adulta estudiada no muestra diferencias
significativas entre ambos grupos, en el caso de los triglicéridos existe un ligero
aumento para los pacientes con DT2 a diferencia de los controles; en el resto de
parametros bioguimicos no existe cambio alguno. Es importante mencionar que el
78% de los pacientes diabéticos estaban diagnosticados con al menos otra
comorbilidades en este caso Hipertension lo que muestra una posible presencia de
disfuncion endotelial.

El riesgo de padecer DT2 depende del efecto unificado de las variantes de
susceptibilidad que interactian en diferentes vias de sefializacion y alteran la funcion
0 expresion de otras moléculas, aunado a esto el estimulo de los factores
ambientales pueden alterar la respuesta de la célula beta para mantener la
normoglicemia. Las variantes localizadas en GLIS3 que se encuentran asociadas a
DT2 se encuentran en fuerte desequilibrio de ligamiento (coeficiente de relacion r2 of
.95 a 1.0 con nuestros SNPs ) lo que fortalece la hipétesis de que una Unica variante
en este gen puede ser la responsable de todas las asociaciones reportadas.

Este gen codifica para un factor de transcripcion en dedo de zinc similar a Krippel
involucrado en el desarrollo pancreético (Lichti-Kaiser et al., 2012) estudios recientes
muestran su interaccion con Pdx1l, NeuroD1l y MafA/MafB para la activacion
transcripcional del promotor Ins2 llevando al mantenimiento de las funciones en la
célula Beta. (Zeruth, Takeda, & Jetten, 2013) .Ademas el SNP rs17717221
encontrado en nuestro estudio esta localizado en un sitio de union para el factor de
transcripcion  MAFB, el cual es expresado en la célula Beta durante la
embriogénesis (Artner et al., 2010). La variacion alélica en los enhancers de los
islotes pancreaticos debe jugar un rol importante en el mantenimiento de las

funciones en la célula Beta como la expresion de la Insulina.
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Un estudio realizado por Dayeh y cols., muestra que la variante intergénica de
JAZF1 tiene perfiles diferentes de metilacion en el ADN de islotes pancreaticos
humanos en pacientes no Diabéticos comparados con donadores DT2 con una
diferencia de -5.02% (p=6.0x10-4) (Dayeh et al., 2014).

Como ya se ha mencionado variantes en JAZF1 habian sido asociadas en
Poblacion Europea y Africana tal es el caso de la variante rs864745 Zeggini et
Langberg confirmandose su asociacion en Poblacion Mexicana.

El gen ARPP-21 codifica para una fosfoproteina reguladora de AMP ¢ enriquecida
en regiones del cerebro que reciben estimulos dopaminérgicos como el ndcleo
caudado y la corteza cerebelar. (Rakhilin et al., 2004) Ha sido reportado que el raton
knockout muestra un comportamiento de ansiedad y deficit emocional con niveles
disminuidos de dopamina (Davis, Olausson, Greengard, Taylor, & Nairn, 2012)

Por su parte CYBRD1 codifica para un citocromo Beta duodenal con actividad de
ferroreductasa (Cells, Latunde-dada, Simpson, & Mckie, 2008) que aparentemente
no guarda relacion alguna con el desarrollo de este padecimiento. Sin embargo se
sabe que una sobrecarga de Hierro se asocia a DT2 (Gao, Li, Gao, & Li, 2014)
(Blasco et al., 2014) mediante un aumento en el estrés oxidativo y una disfuncién
mitocondrial en la célula Beta (Huang et al., 2011)

Constantine y cols, demostraron la asociacion entre el SNP rs884409 y un aumento
en los niveles de Hierro en una cohorte de Europa del Norte: (Beckman et al., 2009)
Este SNP esta en desequilibrio de ligamiento con el SNP rs13392902 reportado en
nuestro estudio, sin embargo no podemos confirmar esta asociacion debido a la falta
de datos en nuestra cohorte. Este gen puede ser importante para el depdsito de
Hierro en el higado llevando asi a una resistencia a la Insulina. En este afio se
publicé un estudio que asocia niveles de ferritina vy transferrina asociados a la
presencia de diabetes tipo 2 (ferritina OR=1.98 [1.22-3.22], transferrina OR=2.42
[1.54-3.81](Huth et al., 2015). Con esto se abre la pauta a la posible interaccién de
esta variante con la fisiopatologia de Diabetes. El siguiente paso es realizar estudios

funcionales inactivando o sobre-expresando este gen.

91



En el caso de los rasgos metabdlicos el que llama mas la atencion por su asociacion
estadisticamente significativa, es niveles de Triglicéridos. De acuerdo a la Encuesta
Nacional de Salud 2012, 31.5% de la poblacion adulta mexicana padece
Hipertrigliceridemia estos valores excesivamente altos son propios de cinco de los
seis clasicos fenotipos de las llamadas hiperlipoproteinemias de Frederickson (tipos
1, 2B, 3, 4 y 5), siendo la tipo 2 (hipercolesterolemia familiar) la Unica
hiperlipoproteinemia que no presenta hipertrigliceridemia de forma caracteristica. El
ejemplo mas clasico de influencia genética sobre los niveles de TG se observa en la
hiperlipoproteinemia tipo 1, que se produce por una alteracion en la actividad de la
Lipoproteina Lipasa (LPL). Esta enzima juega un papel fundamental en la regulacion
de lipidos plasmaticos, ya que es la encargada de la hidrolisis de los TG
empaquetados en los quilomicrones y en las particulas VLDL para producir &cidos
grasos que seran captados por el masculo y el tejido adiposo.

La mayor parte de los SNPs asociados a algun tipo de dislipidemia en distintas
poblaciones se localizan en el cromosoma 11, como los SNPs encontrados en este
estudio que codifican a los genes ZNF259, BUD13, SBF2 y SLC22A18.

Nuestros resultados confirman que la mayor parte de la variabilidad observada entre
poblaciones se debe a la heterogeneidad en los efectos alélicos en Europeos,
Africanos y Nativos Americanos.

El riesgo Genético es debido a mdltiples interacciones de varios genes, cada uno de
los cuales puede proteger o dafar a la célula Beta. La plasticidad de la célula
asegura una capacidad secretora de Insulina y normoglicemia bajo condiciones
extremas pero ¢hasta qué punto esta plasticidad deja de funcionar? No lo sabemos
con exactitud. En un modelo de ratdn con resistencia a la Insulina debido a una falla
en la secrecion, la respuesta fue altamente influenciada por el trasfondo genético-
(Andrikopoulos et al.,2005).

Asi bien considerando las diferencias genéticas en las frecuencias alélicas y los
haplotipos dentro de diferentes poblaciones. Los estudios en Poblaciones de
diferentes ancestrias incrementan la oportunidad de detectar variantes nuevas

implicadas en vias de sefalizacibn comunes.

92



93



CONCLUSIONES

- La distribucion de genotipos entre ambos sexos fue la misma tanto en
poblacion infantil como adulta.

- De acuerdo con la ley de Hardy-Weinberg ambas poblaciones de estudio se
encuentran en equilibrio génico.

- 45% de los nifios con Obesidad infantil presentan resistencia a la Insulina
junto con niveles altos de Insulina.

- Clinicamente el 30% de los nifios con Obesidad presentan Acantosis
Nigricans.

- Portadores del alelo G en la variante de GNPAD2 rs10938397 presenta un
riesgo OR=1.30 para la presencia de Obesidad.

- Portadores del alelo C en la variante de MCR4 tienen un efecto nominal
asociado al IMC (B[error estandar]= 0.41 kg/m2).

- Portadores del alelo G en la variante de ENPP1 rs7754561 presentan un
efecto protector a la presencia de Obesidad con un OR =0.84, a diferencia de
lo mostrado en poblaciones Europeas.

- Enla poblacion Adulta 30% de los controles presenta Sobrepeso u Obesidad.

- ElI 60% de los Pacientes Diabéticos muestran al menos dos complicaciones
de Diabetes.

- El 30% de los Pacientes Diabéticos tiene una tasa glomerular de filtracion por
debajo de 60ml/min/m2.

- No existen diferencias significativas en el perfil bioquimico (colesterol total,
HDL, LDL, Trigliceridos) de pacientes con Diabetes tipo 2 o control.

- Se replicaron las variantes en GLIS3 y JAZF1 anteriormente asociadas a
Diabetes tipo 2 en poblacién Mexicana.

- Se encontraron tres nuevos loci en los genes FGD6, ARPP21 y CYBRD
asociados a Diabetes tipo 2 en Poblacion Mexicana.

- La diversidad del componente genético para las muestras de estudio en
poblacién Adulta, estd dada por un componente Amerindio de 68%, Europeo
de 27%, Africano 4% y Asiatico 1%.
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La poblacibn mexicana muestra un score genético de riesgo de 0.065 por
alelo portado para la presencia de Diabetes tipo 2

Existe un alta heterogeneidad genética entre la poblacién Francesa y
Mexicana (Het P-value: 9,89E-06; OR 1,093) siendo de mayor importancia en
los SNPs asociados a la funcion de la célula Beta.

Los SNPs encontrados en este estudio asociados a niveles de triglicéridos
codifican a los genes ZNF259, BUD13, SBF2 y SLC22A18 localizados en el
cromosoma 11.

Los polimorfismos asociados a Obesidad infantil y Diabetes tipo 2 en nuestra
muestra de estudio permiten estimar el peso aproximado del componente

genético en poblacion mexicana.
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4 receptor

OR 1.40
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ectonucleotide
pyrophosphatase

ORO0.84

Mejia-Benitez et al. BMC Medical Genetics 2013

Figura 33. SNPs asociados a Obesidad Infantil en poblacion Mexicana
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Figura 34. SNPs asociados a Diabetes tipo 2 en poblacién Mexicana.
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Figura 35. Diversidad genética en la poblacion estudiada.
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PERSPECTIVAS

El mapa génico de la obesidad y Diabetes tipo 2 continla expandiéndose de forma
acelerada. Y actualmente se cuenta con variantes exclusivas a la poblacion
Mexicana como es el caso de SLC16A11 y una mutacién rara en HNF1A asociada a
Diabetes tipo 2 por el grupo SIGMA. Reafirmando la diferencias entre poblaciones de

distinto origen étnico.

Diferentes estudios con distintas metodologias han confirmado hallazgos comunes,
aungue la asociaciéon de riesgo con algunos rasgos de la obesidad y Diabetes no
estan completamente definidos. Esto significa que al dia de hoy, el mapa genémico

continda en construccion.

Los mecanismos genéticos que explican tanto la acumulacion excesiva de grasa
corporal y la resistencia a la insulina tienen gran potencial futuro para derivar
intervenciones dirigidas a modificar el perfil epidemiolégico actual de nuestro pais.
Sin embargo, la traduccion de los conocimientos a posibles intervenciones
poblacionales depende estrictamente de la comprensién de la arquitectura gendémica
completa. La propia complejidad del problema, aunado al enorme costo del analisis
gendmico, nos permite proponer que una de las direcciones que debemos seguir es
formar colaboraciones con los grandes consorcios dedicados al tema. Este tipo de
alianzas permite como lo hemos visto en el presente trabajo identificar aquellos

genes particulares a nuestra poblacion.

Es importante mencionar que una vez identificadas las variantes genéticas es de
extrema importancia replicar las mismas en otras poblaciones, para asi dar el paso
al nivel funcional; lo cual nos permitird dilucidar nuevos mecanismos

fisiopatoldgicos.
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ANEXO Il Tabla de IMC para nifias de 2 a 20 afios
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ANEXO IlI

Hoja de resultados Bioquimicos entregados a los pacientes incluidos en el proyecto

Diabetes.
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
Unidad de Investigacién Médica en Bioquimica
Paciente: | JA No Folio : 28000020
Sexo: B Fecha cita: 31/01/12
Edad: 49 anos Expediente:
Servicio: UMF 28
Diagnostico: DIABETES MELLITUS
ANTROPOMETRIA: Copia de Laboratorio
De acuerdo a su IMC usted se encuentra: OBESO
No No Si No K.Cal Consumidas: 1513
Estatura: 1 Cbesidag K-.Cal Requeridas: 1500
Peso- £ 73.97 kmg Nommal Scbrepesc Cbeso 3
Cintura: 103 cm " D D
Cadera: 102 cm
Presion Arterial: 110/80 mmHg
IMC: 31.62
RESULTADOS DE LABORATORIO
Estudio Resultado Unidades Referencia
Glucosa 126 mg/dL 70 - 100 %
Urea 30 mg/dL 15 - 40
Creatinina 0.61 mg/dL 0.6 - 13
Colesterol Total 234 mg/dL <200
Colesterol HDL 42 mg/dL Mujeres >50
Hombres >40
Colesterol LDL 189 mg/dL <100
Triglicéridos 284 mg/dL <150
HbA1c 7.58 % <7.0
Albumina en Orina 0.10 mg/dL Normal < 30 mg/dL
Microalbuminuria 30 a 288 mg/dL
Macroalbuminuria > 300 mg/dL
TFG 140 ml/min/1.73m?
Estadio Daiio renal TFGe (mi/min/1.73m?)|

1 Normal o alta > 190

2 Disminucion leve 60 - 89

3 Disminucion moderada 30-59

4 Disminucion grave 15-29

5 Falla renal < 15 (dialisis)

*Clasificacion de la ERC (KDOQI)

RIESGO CARDIOVASCULAR 6%

. D Mprmn 8 O
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ANEXO IV Mapa que muestra las variantes en desequilibrio de ligamiento en la
region del gen GLIS analizado por Genome Studio. En rojo se muestran las variantes

con un r2 mayor a 0.9
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ANEXO V SNPs asociados a rasgos metabolicos en la Poblacién Mexicana

SNP CHR BP Al ™ BETA P GEN
chr16:11589534 16 11589534 | G 980 | 1.036 4.60E-06 | LITAF
chr6:25997316 6 25997316 | A 980 | 1.036 4.60E-06 | SLC17A3
chr6:26141106 6 26141106 | A 980 | 1.036 4.60E-06 | HIST1H3B,
HIST1IH2AB
rs2731759 16 56850578 | A 980 | 0.079 3.76E-06 | CCDC113

Tabla SNPs asociados a niveles de colesterol; ESI.

SNP CHR BP Al ™ BETA P GEN

chr2:204113523 2 204113523 | G 980 0.35 6.01E-06 | RAPH1

Tabla SNP asociado a niveles de LDL; ES y ESI.

SNP CHR BP Al ™ BETA P GENES
chr11:116150485 11 116150485 | A 980 | 0.077 1.52E-09 | BUD13
chr11:116146238 11 116146238 | A 980 | 0.071 2.22E-07 | BUD13
chr17:78314097 17 78314097 | A 980 | -0.858 2.41E-07 | TBCD
chr17:78324826 17 78324826 | A 980 | -0.858 2.41E-07 | TBCD
rs1864163 16 55554734 | A 980 | -0.070 1.48E-06 | CETP

Tabla de SNPs asociados a niveles de HDL; ESI

SNP CHR BP Al ™ BETA P GEN
chr11:10133558 11 10133558 | G 980 2.604 1.38E-07 | SBF2,
KIAA1766
chr11:2890200 11 2890200 | A 980 2.604 1.38E-07 | SLC22A18
chr11:9927908 11 9927908 | G 980 2.604 1.38E-07 | SBF2
chr11:9999855 11 9999855 | C 980 2.604 1.38E-07 | SBF2,
KIAA1766
chr2:203967925 2 203967925 | G 980 2.604 1.38E-07 | ABI2,
argBPIB
chr11:116130572 11 116130572 | A 980 | 0.1389 2.74E-06 | BUD13

Tabla SNPs asociados a niveles de triglicéridos; ES.

SNPS asociados con una p>0.05. ES Ajustado a Edad y Sexo; ESI Ajustado a
Edad, sexo e IMC; CHR cromosoma; BP posicion ; TM tamafio de la muestra;
Alalelo de estudio; BETA Tamafo del efecto (log Odds Ratio para DT2); P valor de

p
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ANEXO VI. Enhancer activo en la region de GLIS3 unido a MAFB

Other

Open chromatin class
I C1 (promoter) I C3 {active enhancer) O C5 (others) — TF—-bound site
O C2 (inactive enhancer) B C4(CTCF) — 3 cluster — islet motif
chrd
1Kb (O o T W T 1T e O ) A hg18
= rsAT4 1046
a
pvalue
-log10
@ )
T T T T T T
4 29 4292 4 294 4 296 4. 298 43

Position (Mb)

116

20 30
Diagram

1.0

0.0



ANEXO VI

Proyecto Adicional: Numero de copias en el gen de AMY1 y su relacion con

Obesidad en poblacion infantil mexicana.

Introduccion

A lo largo de esta tesis, hemos mencionado que la Obesidad es un problema grave
de Salud que afecta a uno de cada tres nifios de 5 a 11 afios de edad. Los estudios
de GWAS han identificado diferentes variantes asociadas a este padecimiento, pero
todavia existe una gran parte de la heredabilidad sin comprender. El grupo de
estudio del Dr. Froguel recientemente ha identificado una fuerte asociacion entre el
namero de copias del gen que codifica a la amilasa salival (AMY1) y la presencia de
Obesidad en poblacion adulta europea y asiatica.

Es importante conocer un poco de la funcion de la saliva humana, la cual contiene
dos tipos principales de secrecion proteica: 1) una secrecidn serosa rica en ptialina
(a-amilasa) siendo una enzima para digerir almidones y 2) una secrecidbn mucosa
gue contiene mucina y cumple funciones de lubricacién y proteccion de la superficie.
Las glandulas parétidas secretan exclusivamente saliva serosa, mientras que las
submandibulares y sublinguales secretan ambos tipos. El pH de la saliva oscila de
6.0 a 7.0, limites favorables para la accion digestiva de la a-amilasa. (Dawes et al.)

El gen de la amilasa humana es un cluster altamente repetitivo, siendo una region
con un numero de copias variable el cual ha ido expandiéndose, principalmente en el
humano. El genoma de referencia humano (hgl19) muestra tres repetidos del gen
AMY1, que corresponden a las copias AMY1A, AMY1B y AMY1C en el ensamble
original en donde AMY1B muestra una orientacion invertida (Figura 1 de este
Anexo). A pesar de unos pocos indels, estas tres copias de AMY1 son idénticas en
un 99.9% teniendo una secuencia idéntica de 26.5kb cada copia. La secuencia de
AMY1 es idéntica en un 93.2% a AMY2A y 93.6% a AMY2B. (Carpenter et al.)

117



La caracterizacion del namero de copias en el gen de la amilasa data de unos 30
afios atras realizada para analisis de pedigree mediante Southern Blot. Mostrando

gue el numero de copias de AMY1 era proporcional a la concentracion de saliva.

Siendo este el punto de partida para el inicio de estudios relacionados a la
importancia funcional y la presencia de un determinado namero de copias. Por tal
motivo en este trabajo medimos el nimero de copias en nifios mexicanos con
Obesidad para dilucidar el vinculo entre el IMC y el nimero de copias, ademas de

ser una poblacion con un alto consumo de almidon

Read depth AMY28 AMY1 AMY? AMY Y

20,807 5¢ or
PRT rof!  tost I I I

microsatollie ] | |

Figura 1. Anexo VII. Regién del gen de la amilasa humana. Genoma de referencia
(hg19) mostrando tres copias de AMY1 (AMY1A/1B/1C) y una copia de AMY2A y
AMY2B respectivamente. Los exones 4-10 de AMY2A estan repetidos en un
pseudogen AMYP1. El rectangulo negro “18kb” indica dos regiones idénticas
cercanas con multiples secuencias similares a otras regiones del locus. (Carpenter et
al.)
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Objetivo: Establecer la relacién entre el numero de copias de AMY1 y el riesgo de

Obesidad en 597 nifios Mexicanos
Metodologia

Participantes del estudio

Se tomaron 597 muestras (293 Obesos y 304 eutréficos) de la cohorte de estudio
descrita anteriormente en la Fase 1 de Obesidad Infantil

Estos nifios fueron apareados por edad y sexo, para evitar variables de confusiéon
estadistica. (Caracteristicas clinicas en Tabla 1 de este Anexo VI)

El IMC fue calculado de acuerdo a las tablas del Centro de Control y prevencion de
Enfermedades 2000 (CDC, 2000) (Anexo |, Il). Donde se define como peso normal
por debajo del percentil 85" percentil, mientras que Obesidad valores por encima
del percentil 95" (Kuczmarski et al.).

El estudio fue aprobado por el Comité de ética del Centro Médico siglo XXI, IMSS
(‘Instituto Mexicano del Seguro Social’, numero de referencia: 2011-000-079).

PCR Digital

PCR digital (dPCR), una variacion de la vieja PCR en la que es posible generar una
Unica copia de un segmento de &cido nucleico (AN), esto se realiza partiendo la
muestra en muchas porciones pequeias (en un PCR array) y se realiza la
amplificacion en todas ellas, en estas separaciones que vienen a ser como
diluciones hay tan poco ADN que se puede llegar a tener solamente una o ninguna
molécula de AN en cada porcién, luego de la reaccion, se marcan los amplicones
con un marcador fluorescente y se recogen los resuiltados como binario 1 y 0 para
positivo y negativo osea con o sin AN presente, de esta manera se puede cuantificar
mejor la cantidad de AN presente de forma mucho mas exacta que en una PCR

convencional. (Whale et al.)
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Figura 2. Anexo VII. PCR Digital se realiza dividiendo la muestras de ADN (junto con
la gPCR sonda y primers) en distintas camaras separadas, asi cada reacccion
tendra 0 o 1 molecula diana. Al final se cuentan las reacciones fluorescentes que

corresponden a una molecula diana. (Bustin et al.)

Si bien es cierto el término PCR digital viene acufiado desde el afio 1999 y empiezo
a utilizarse con mas intensidad desde hace unos afios, donde su aplicacion principal
ha sido en el campo de la investigacion del cancer. Una variacion de esta técnica es
que se utiliza una cantidad menor de porciones reactivas, llegando a usarse
nanolitros (nL) una cantidad mucho menor que la utilizada generalmente y que ha
sido llamada PCR digital de microfluido, asegurando 1000 veces mas reacciones con
la misma cantidad de muestra y de reactivos.

Para este proyecto la PCR digital fue realizada en el equipo BioMark System
(Fluidigm), qdPCR 37K Digital Array (Fluidigm), siguiendo el protocolo establecido.
La reaccion final para un panel digital comprendio 1.2uL DNA (a 5ng/uL;
concentracion medida en el Qubit dsDNA HS Assay kit [Life Technologies]), 2uL
TagMan Gene Expression Master Mix (Life Technologies), 0.4puL 20x GE Agente de
carga (Fluidigm), 0.2uL AMY1 sonda TagMan (Hs07226362_cn; Life Technologies)
y 0.2uL RNase P TagMan humana como referencia del Numero de copias (Life

Technologies).
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Se coloco un total de 10uL de 1x GE del Agente de carga (Fluidigm) junto con 4uL
de la mezcla final en cada pozo del array digital, las cuales se distribuyeron a través
de mini pozo dentro de cada panel utilizando el IFC controller-MX (Fluidigm).

En las muestras que encontramos un ndmero de copas mayor a 10 para AMY1, se
disminuyo la concentracion de ADN a 4ng/uL; estas muestras se corrieron
nuevamente por octuplicado

Los blancos o NTC fueron cargados solo con muestra que contenia Master Mix. En

ninguno se encontré la presencia de copias.

Como se muestra en la Figura 3, los datos se recogen en archivo Excel y se verifican
las siguientes caracteristicas: a) Una diferencia estimada del niumero de copias de
AMY>2 entre cada panel. b) > 600 camaras positivas para AMY1 (VIC-MGM) y ¢)
<50 camaras positivas para RNAsa P (FAM-MGM). Con esto se aseguro un mayor
control de calidad en las mediciones. Las muestras que tienen alguna de las
caracteristicas anteriores se repitieron nuevamente.

La PCR digital ha demostrado ser una técnica altamente sensitiva para medir CNVs
polimorficos.(Falchi et al.; Whale et al.).
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sample InforVIC-MGE  FAM-MGB | nhk copies/genome
plate Name Est. Targets Est. Targets nb copies/chinb copies/genome moyenne sd
mexicainl 1 71 243 3.4 6.8' 1 7.2 0.5
mexicainl 1 387 1384 saturé
mexicainl 1 229 B16 3.6 7.1
mexicainl 1 89 384 3.9 7.8
mexicainl 24 146 451 3.1 6.2 24 6.1 6
mexicainl 24 75 248 3.3 6.6
mexicainl 24 g9 269 2.7 5.4
mexicainl 24 133 322 2.4
mexicainl 200 138 218 1.6 3.2 200 3.7 5
mexicainl 200 el g21 1.9 3.9
mexicainl 200 72 192 2.7
mexicainl 200 295 601 2.0 4.1
mexicainl 245 199 601 3.0 245 6.6 0
mexicainl 245 243 B2 3.3 6.6
mexicainl 245 241 802 3.3 6.7
mexicainl 245 271 905 3.3 6.7
mexicainl 249 71 387 5.5 1019 249 10.6 6
mexicainl 249 273 1457 saturé
mexicainl 249 176 B7 0 4.9 9.9
mexicainl 249 191 1051 5.5 11.04
mexicainl 258 149 271 1.8 3.6 258 3.9 2
mexicainl 258 164 330 2.0 4.0
mexicainl 258 131 255 1.9 3.9
mexicainl 258 113 239 2.1
mexicainl 286 216 623 2.9 5.8 286 5.6 1
mexicainl 286 196 473 2.4
mexicainl 286 179 495 2.8 5.5
mexicainl 286 230 639 2.8 5.6
mexicainl 506 213 612 2.0 5.7 506 5.8 1
mexicainl 506 176 586 3.3
mexicainl s06 208 595 2.0 5.7
mexicainl 06 233 694 3.0 6.0
mexicainl 524 185 952 5.1 524 11.6 8
mexicainl 524 209 1134 5.4 109
mexicainl 524 126 783 6.2 12.4
mexicainl 524 151 BE7 5.7 11.5
mexicainl 537 226 404 1.8 537 3.8 1
mexicainl 537 232 465 2.0 4.04
mexicainl 537 108 201 1.9 3.7
mexicainl 537 116 221 1.9 3.5
mexicainl 553 135 423 3.1 6.3 553 6.1 2
mexicainl 553 150 454 3.0 6.1
mexicainl 553 141 416 3.0 5.9
mexicainl 553 179 599 3.3
mexicainl 585 141 348 2.5 585 5.3 2
mexicainl 585 173 471 2.7 5.4
mexicainl 585 132 331 2.5 5.04
mexicainl 585 115 305 2.7 5.3

Figura 3. Resultados en crudo que muestra los filtros de control de calidad.
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Andlisis estadisticos

El efecto que tuvo el numero de copias en la presencia de Obesidad fue analizado
mediante Regresion logistica ajustada por edad y sexo, bajo un modelo aditivo.

Los anadlisis se llevaron a cabo mediante el SPSS (version 14.0) y R (version 3.0).
Resultados

El nimero de copias de AMY1 estimado en los 597 nifios fue de 1 a 16 (Figura 4).
Mediante regresion logistica ajustado para edad y sexo, encontramos una fuerte
asociacion entre el nimero de copias de AMY1 y un riesgo menor para presentar
Obesidad (odds ratio [OR] [95% interval de confianza] por copia = 0.84 [0.78 -
0.91]; P = 4.25 x 10°; Figura 4 y Tabla 2). La media del nimero de copias de AMY1
fuede 6.1+ 1.9 enlos casosy en controles 7.0 + 2.7 (Tabla 2).

Posteriormente, quisimos saber si este efecto de AMY1 era homogéneo en el grupo
de estudio a través de la distribucién del nimero de copias. En el cuartil 1 que
abarca a aquellos individuos con un numero de copias menor a 5 la media del
namero de copias para ambos grupos fue similar (4.2 + 0.9 versus 4.2 *
0.8,respectivamente; Tabla 2).

Sin embargo, en el ultimo cuartil que abarca a aquellos individuos con un nimero de
copias mayor a 8, los nifios con Obesidad en promedio mostraron un menor nimero
de copias con respecto a los nifios eutroficos (9.2 + 0.4 versus 10.5 + 1.8,
respectivamente; Tabla 2).

Mediante un modelo de regresion logistica ajustado a edad y sexo, encontramos un
efecto significativo en el nUmero de copias en este cuartil (OR estimado por copia =
0.40 [0.25 - 0.64]; P = 3.12 x 10 Tabla 2),a pesar del bajo poder estadistico. Todos
los individuos con un nimero de copias mayor a 10 de AMY1 (N = 29) tienen un IMC
por debajo del percentil 75 (eutréficos). Este resultado sugiere que la asociacion
global entre el niumero de copias de AMY1 y el riesgo disminuido para presentar
Obesidad puede estar dada por la contribucion de una presencia alta en el nimero
de copias de AMY1.
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Discusion

En este trabajo, confirmamos la marcada contribucién del nimero de copias de
AMY1 con un riesgo menor para presentar Obesidad (OR estimado por copia =
0.84). Cabe mencionar, que este efecto es el mismo encontrado por el meta-analisis
realizado en 2,929 adultos de origen europeo y asiatico.

Sin embargo, en este estudio, encontramos que el efecto global en el nimero de
copias de AMY1l con el menor riesgo a presentar Obesidad esta dado
principalmente por un aumento marcado en el numero de copias. Cabe mencionar
gue el efecto de un menor nimero de copias de AMY1ly la presencia de Obesidad no
fue significativa.

La amilasa salival es una enzima monomérica que se une a calcio producida por la
glandula paroétida principalmente y cataliza la digestion inicial del almidon, siendo
este, el alimento representativo en una parte de Estados Unidos (Mandel et al.).

El nimero de copias se ha correlacionado con la cantidad del amilasa en
saliva.(Perry et al.; Falchi et al.).

Asi mismo, Perry y cols, demostraron que en poblaciones con una ingesta de
almidon, en promedio presentaban un mayor nimero de copias de AMY1l en
comparacion a aquellas poblaciones con una baja ingesta de almidon (6.7 + 2.3
versus 5.4 + 2.0, respectivamente) (Perry et al.).

La poblacién Mexicana tiene un dieta rica en almidon (entre ellos principalmente el
maiz y diferentes tipos de frijol) (Sayago-Ayerdi et al.).

Se propuso que un aumento en la cantidad de amilasa salival (correlacionado con un
aumento en el nimero de copias de AMY1) confiere una ventaja a aquellos
individuos con una alta ingesta de almidon mejorando la digestion a nivel de boca,
estomago e intestino. (Perry et al.).

La industria farmacéutica se ha enfocado principalmente en productos para disminuir
la absorcion de carbohidratos (siendo la mayor fuente de calorias en la mayoria de

las dietas), para mejorar el indice glucémico y disminuir de peso (Barrett and Udani).
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Particularmente un estudio clinico reciente mostro que el uso de un inhibidor de la
enzima amilasa en saliva (extraido del frijol comun) disminuye peso (en promedio 2.9
kg en 12 weeks) (Grube et al.), siendo contradictorio a nuestros resultados.

Es importante mencionar que la expresion de AMY1no es exclusiva de las gladulas
salivares. Anteriormente se demostré la expresion de AMY1 en tejido adiposo (Falchi
et al.).

Por lo tanto, la amilasa salival puede actuar mas alla de la digestion a nivel oral, a
este respecto, un estudio en modelo de ratén mostro que el a SNP (rs29982345)
cerca de AMY1

esta asociado al peso en mas de 100 diferentes tipos de ratén alimentados con una
dieta alta en grasas y en sucrosa (Parks et al.). Esta misma variante mostro una
asociacioén significativa con un enriquecimiento en el género Enterobacteriaceae en
la microbiota de raton (Parks et al.), el cual ha sido correlacionado a Obesidad en
humanos (Karlsson et al.).

Es por esto, que creemos que la amilasa saliva contribuye a modular el tracto
gastrointestinal de una forma que todavia no ha sido explorada por completo.
Recientemente, un estudio demostré6 que en adultos eutréficos con una actividad
aumentada de la amilasa salival asi como numero de copias mejoraban su control
glucémico poco después de la ingestion liquida de almidon y no después de la carga
oral de glucosa(Mandel and Breslin).

Este estudio y el que realizamos sugiere los efectos benéficos de ser portador de un
alto namero de copias de AMY1, en el metabolismo energético y de la glucosa.
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Caracteristicas Clinicas

Caracteristicas Casos Controles Valor P
Clinicas

N(M/F) 293 (165/128) 304 (165/139) 0.62
Edad (afios)* 95+17 95+1.8 0.88
Estatura (cm)* 140.0+ 11.6 133.3+11.5 <0.001
Peso (kg)* 50.2 + 12.9 29.9+7.6 <0.001

. Desviacion estandar

Aurora Mejia Benitez. Diabetologia (2015) 58:290-294

Tabla 1.Caracteristicas Clinicas de la poblacién de estudio
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Efecto del CNV de AMY1 en Obesidad

Casos Controles
. OR ia [95%
por copia R
Cuartiles  AMmy1 CN* N AMY1 I P-value
CN~*

cl 110 4.2+0.9 86 4.2+0.8 1.02[0.74 - 0.914
(CN<5) 1.40]
c4 38 9.2+0.4 83 10.5+1.8 0.40[0.25 - 3.12 x
(CN > 8) 0.64] 104
Total 293 6.1+1.9 304 7.0+2.7 0.84[0.78 - 4.25 x

0.91] 106

*Data are means + standard deviation
**Qdds ratio per AMY 1 copy from a logistic regression adjusted for age and sex, under an additive model.
Cl, confidence interval; CN, copy number; OR, odds ratio; Q, quartile.

Aurora Mejia Benitez. Diabetologia (2015) 58:290—-294

Tabla 2. Efecto del nimero de copias de AMY1 y Obesidad
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Asociacion entre el numero de copias y
el riesgo de obesidad

P=426x10"
OR,,. oy = 0.84 [0.78 - 0.91),0

W number

> ' 1 —
:
-
- J L X
Controls Cases
b= 304 N 203

Aurora Mejia Benitez. Diabetologia (2015) 58:290—-294

Figura 4. Asociacion entre el namero de copias y el riesgo de Obesidad
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Abstract

traitg, in Mexcan childeen,

\

Background: Recen! genome wide association studies IGVAS) andd previous positoral linkage studies have
identifed more than SO single nucleotide polymorphisms (SNPY) assaciated with obesity, mostly in Buropears
We amed to assess the contribution of some of theas SNPs 10 pbesity risk and 10 the vanation of related metabolic

Methods: The association of six European obesity related SNPs in ar near FTO NACL, ENAP), NEGRT, GNPDAZ and
MOSR genes with risk of obesity wiis tested In 5463 school aged Mexican children IN e = ST4 N = M9, We
also assessed effacts of these SNPs on the variation of body mass index (BMI), fasting serum insulin ieests, fasting
plasma glucose levels, total cholesterol and iriglyceride levels in a subset of 1,171 nonobiese Mexican children
Results: We found o sgmvflicant effect of GNPDA2 1 (R38397 on risk of obeuty (odds ratio [OF] = 130 P= 134 % 107
Furthermore, we found roming associations between obesity nisk or 3MI variation and the [aflowing SNPs ENFPI

1o/ 754561, MOSR 41 7782313 and NEGRT r2B15752 Imporiantly, the at-risk alleles ol both MOER 11 7782313 and NFCH
11805081 showed significant sfiect on increasid (ating glocose levels (f = 036 mmolL; P~ 147 % 10 and
decreased fasting serum insulin evels {8 =-0.10 ulémb P= 12130, respactively

Conclusion: Dur piresent results wwggest that some obesity associated SNPs previoudy repored in Europeans also
assoone with risk of obesity, or metabolic quantiative raits, in Mesican ¢hildren, Imporantly, we found new
associations between MC4R and fasting giucose ievels, and between NRCT and fasting insuin levels

Koywords: Obesity, Medcan chiklenn, Single nuckaticn polyrmonshne

Background

Obesity and asociated comorbidities (such as cardiovas-
cular discases, type 2 diabetes, musculoskedetal disorders
and sotne cancers) ropeesent o major public health prob-
lem that, In recent years, hay reached epidemic propor-
tions. In Mexico, obesity is the most common nutritional
disorder of children, and the prevalence of this disease
has Increavod alarmingly over the past decade: recont
data from ENSA 2006 {‘Encuesta Nacional de Salud, i.e
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The National Heolth Census) reported an increase in
overwesght and obesity from 18% in 1999 to 26% in 2006,
in young Mexican children (between 5 and 11 years old)
[1], Overweight in childhood or adolescence is a risk foc-
tor for overall mortality in udulthood (2],

The prevalence of obesity varles across populations
and it is noteworthy that the Mexican population has
been disproportionally affected. Although environmental
changes (linked to the ‘westemization” of ways of life)
can explain the Increase In prevalence of obesity on a
global level, individual variation of body mass index
(BMI) persists in the same environment, and the herd
tability of this trait is very high. Indeed, beritability esti-
mates of BMI range betwoen 40% and 70% according to

© 273 Mepwlnnins ot al, Sorme hotdet Connal 122 e 5 am Opem Accen ake dhnibose anaey e wirs of de
Covann Corwmmn AT s Lo pvoe g it s ot eraor s e Soeme e/
OO, v O T e ity 1Oy (Ol B nbensl vk b peagedy ol
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studies (3], The high genetic susceptibility to obesity
{and both insulin resistance and type 2 diabetes) in the
Mexlcan population may be ascribed to the American
Indian heritage [4).

To date, genome wide assoclation studies (GWAS) and
linkage studies, mostly performed in Euwropean adult
populations, have identified more than 50 locl assocsated
with obesity or BMI {5-10]. However, replication attempts
have viedded inconsistent outcomes {11-13]. In particular,
replication in other populations is not obvious, and several
factors (such as ethnic differences In linkage disequilib-
rium pattemns, ethnic-specific associations, gene x environ-
ment interactions) may puzzle the picture. Furthermore,
very few studies have been performed In children present-
ing with severe obesity in non-European populations.

In the present study, we aimed to perform a follow-up
replication study mclmlh‘uxinmpan obesity-asociated
genetic veriants, in Mexican children,

Methods

Study participants

In the present study, we analyzed 1,685 children (aged 6
10 12 years) of Mexican origin, from five different states
of Mexico (San Luis Potosi, Queretaro, Tijuana, Guans-
juato and Mexico city), who were mndomly selected and
tnvited to participate in a cross-sectional study between
2007 and 2011 from public and private schools. Child
assent was obtained and parents. provided written
informed consent. We collected data from the children
and parent or legal guardian per child by direct

questioning,

Participants were scheduled for clinical laboeatory
evaluation following a 12 h overnight fasting, Blood sam-
ples were drawn to assess levels of fasting glucose, fast-
Ing losulin, total cholesterol and trighcerides levels.
Biochemical variables were measured using an 1Lab 350
Clinical Chemistry System (Instrumentation
L), Weight was measured with a digital scale (Seca) and
height was messured with a portable stadiometer (Seca
225). BMI was calculsted and dlassified according to the
‘Centers for Disease Control and Prevention 2000' (CDC
2000) reference [14], CDC 2000 growth charts are based
on 5 US nationally representative surveys conducted be-
tween 1963 and 1994, in which Mexican American chil-
dren were Inchuded [14) According to those growth
charts, for ages 2 to 20 years, overweight was defined as
o BMI-for-age between the 85™ and 95 percentiles,
while obesity was defined when BMI-forage was higher
than the 95" percentile [14,15] Insulin resistance was
defined asx: homeostasis model assessment of insulin ro-
sistance (HOMA-IR = [(Fasting ghucose gugmny) (hmn‘
insulin uu,mvm)autmn&ﬁw”"mk
HOMA-IR in a population of healthy Mexican children
(16,171

Page 2006

The study was approved by the local ethics committers
('Instituto Mexicano del Seguro Sociall Le the Mexican
natlonal health seevice; reference number: 2011-000-079)
and is in compliance with the Helsinki Declaration.

SNPs Selection and genotyping

To achieve a power of at least 50%, with an odds ratio of
1.25, we only selected SNPs with minor allele frequen-
cles 2 15% in the Mexican population according to the
HapMap database. These SNPs were identified by GWAS
or meta-analyses of GWAS In European populations
[6.7,9,10). Furthermore, we selected 0 SNP that was sig-
nificantly associated with childhood obesity in a French
populstion, according to o linksge assoclation study (8],
The expected statistical power per SNP (estimated by
Quanto software] is reported in Additional file 1: Table S1.

Genomic DNA was isolated from peripheral blood
white cells using a QlAamp DNA kit (Qiagen). purity
and integrity was verified by 260/280 nm measerements
and by electrophoresis in 0.8% agarose gels, stained with
ethidium bromude.

All DNA sampics were geootyped for the MC4R
mA7782313, NEGRI! o2815752, ENPPI  mW7754561,
NPCI mlBO5081, GNPDA2? m10938397 and FTO
1421085 using TagMan assays on an ABI7900 system,
following the manufacturer’s protocol (Applied Biosys-
tems), The genotype success rate was at least 98%, and
no deviation (P2001) from Hardy-Weinberg equilib-
rium was observed In our population. Thirty duplicate
quality control samples were included and were geno-
typed with 100% concordance.

Statistical analysis
The effect of SNPs on obesity status was asscssed using
o logistic rogression model adjusted for age, gender and
Mexican state (1: San Luis Potos(, 2 Querctaro, %
Thuana, 4 Guanajuato and 5 Mexico city), under an
additive model. We also analyred the effcet of SNPs on
several metabolic quantitative traits (BMI, asting serum
insulin, fasting plasma glucose, total cholesterol and
triglycerides) using lincar regressions under an additive
model adjusted for age. gender and Mexican state, Datas
for fasting serum insulin and triglycerides were logarith-
mically transformed before statistical analysis. By apply-
ing Boaferrond correction, a u;nlﬁau p-value has
been considered when below 14 x 107 (0.05/36) and a
p-value between 005 and 1.4« 10" has been considered
an nominally significant. All statistical analysos were per-
formed using the SPSS software (version 14.0).

Results

From an initial sample of 1,685 children (between 6 and
12 years old), we extracted 999 lean and 514 obese chil-
dren (see clinical characteristics in Table 1) for the case~
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Table 1 Clinical characteristics of lean and obese Mexican
children

Lean children  Obese children

Choracteristics B < @5 B 295pc L
N=949 N=s14

Fernale B 82 &34 00e

Age (Yewy 254190 st 1n 038

Anthropometric

Wisiont g 126478 74138 <0001

g are R B RRE L ERRR «ano

I (i 1A ERT 20414 Q00!

BV (pevcertie) a2 6114 000!

Metabolc facton

Fastng meudin (AN 86t5% 41134 <00

imting gaone (rrmolt) 47008 49306 00011

Total Croestend) Pughdl) 3184204 KRS LN 000!

Trighyenaes imghal) 85+ 382 664676 «100!

Ol e mwans 1 dlasdand dovason

ol g w 10 Ccompanng loan and cbese chikern.

200, body mass index pe. peicorsie.
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control study, and 1,171 nonobese children (with BMI <
95" percentile) for the study of metabolic quantitative
tralts including BML fasting serum insulin, fasting
plastma glucose, total cholesterol and triglycerides. As
expected, obese children exhibited higher values of Insu-
lin and cholesterol levels (P<0.001) compared to ican
children. Insulin resistance was found in 45% of obese
children.

In both studies, we genotyped six SNPs that are
known to be associated with risk of obesity in European
populations: rs17782313 near MCHR [6]; rx2R815752 near
NEGRI [7); 57754561 near ENPP! [8) rs1805081 in
exon 6 of NPCI [9): rs10938397 near GNPDA2 [7] and
1421085 in intron | of FTO [10).

We identified a contribution of GNPAD2
510938397 to risk of obesity (G risk allele [in European
Wmlb oddw FAtO i conltilence  mieeval. IORI -
130 s P=1.34x 107 Table 2). Furthermore, we
found nominal association between risk of obesity
and both ENPPI 57754561 (G risk alleles OR«
08%072097; P=0020 Table 2) and MCIR 517782313 (C
risk allele; OR = 140y, gesnyi P=0016; Table 2). This last
MC4R SNP alwo showed a nominal effect oa BMI (C risk al-
el Brnbem semei = 04Line, kg/m’; P=0012; Table 3).
Morcover, we identified a nominal association between
NEGRI s2815752 and BMI (A risk allcde; i«

Table 2 Association between SNPs MC4R r317782313, NEGR7T rs2815752, ENPPT rs7754561, NPCT rs1805081, GNPDA2
10938397 and FTO rs1421085, and obesity in Mexican childeon

Locus NP RA* Cases/ N RAF OR L
Cantrols o} 195% CIl
Lot ¢ i W) ta .
NEGR? sIBISTI2 A
Otese cricnen sia e LD &) 0080
v Chlieen w0 a0
NPCT i A
Ot Cledert s n 100 M0y 1) 0
o1 Chilgeem 9 486 -
ENPPT nImash G
Ot O iber S “2 054 0.72,097) aa0
Lewn chicwn 73 .
MCRe a7 C
O Ovimen Sia L) ] 140 11061 83) 00
vean childwn = 122 -
GNPDA2 0N o
Ooenw crilcren 514 380 130 1188 13810”
Lot Chiksm w0 9
L] nIATInEY C
Otess chitse e 211 LI me 3 (55 ]
“We noned ihe sk slikes seposted e £ g

AA ek liche MAL, kol le bogmercy: OR soon rat O condiclenor mtwrval: B P Vs,
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Table 3 Assoclation between SNPs MC4R 517782313, NEGRT ¢52815752, ENPPT 157754561, NPCT 151805081, GNPDA2
10938397 and FTO ra1 421085, and metabolic quantitative traits in 1,171 nonobease Mexican children

BMI Fasting serum insulin Fasting plasma glucose  Total cholesterol  Trighycesides
Locus SNP RA pise)  F pse) P 1561 4 B sl 4 pise P
NEGH! 2815752 A 04  aow [T pa nor om 214 01w 00 D&
©.10) acn @on e oan
NPCY 131805081 A -4 0% -0 21x107 ~008 e Ph>) 004 <000 A
o) ey an {152 Do
ENPPT 7754561 G -511 D8 oo 0873 o %5 220 o087 o 0827
oo eon s n1am Do
MCRA 117782313 C o4 o002 a4 L2 038 147%10" 20 020 0 s
0.6 no o (PR nos
GNPDA2 10938397 G L] D oo 0 0w amn 1.90 01 (i3] nom
() 0oz 0o {1400 a2
FTO r 1421085 € =817 0N Bl ) none -04 arrt 370 008 noos oM
0 ook nos .y (0o

Ot for beeting senas waube and sightendes wone

wernfovmed before yistascal mmalyss. Units me B in ke fasting seswm invulle m pllied

logmebercaly
Grting phewest glucoss i mmold, sl cholesemnl in mg'dl arel trglyonichs in mgiil

W naed i (0h alikes g n Cuop
A, ki . sancand enoc A effect-soe 7, Poslus 3AY, body s Indes

029y, kg/m'; P= 0019 Table 3), Of note, we did
not find any significant association between risk of
obesity (or BMI  wariation) and either NPCJ
2815752 or FTO rs1421085 (Tables 2 and Teble 3),

In our study of quantitative traits, we found a signifi-
cant association between NPCT rs1805081 and fasting
serum insulin levels (A risk allebe: § = <010y oy pU/mls
P =121 x10" Table 3). We also identified an effect of
the obesity risk allele of MCHR =17782313 on increased
fasting plasma glucose levels (C risk allcle: P« 036,y
mmol/L; P= 147 x 107 Table 3). A trend of assoctation
was found between FTO rs1421085 and both total chol-
exterol levely (C risk allole: P = 370, 55 mg/dly P = 0032
Table 3) and fasting serum insulin levels (C risk allele;
B =006y, pU/mL; P=0.063; Table 3}

Discussion

From our study bascd on obese and nonobese Mexican
children, we found a significant contribution of the
minor allele of GNPDA2 rs10938397 to increased risk of
obesity. The association between GNPDA2 and BMI had
firstly been identified in a meta-analysis of several Euro-
pean GWASs performed by the GIANT consortiem |7).
Subsequently, the assocation signal has been confirmed
in other populations: in adults from East-Asia [18,19)
and in Chinese children [20). To our knowledge, the
present study is the first confinmation of the GNPDA2
assockation signal with sisk of obesity in the Mexican

Furthermore, we found nominal associations between
risk of obesity or BMI and the following SNPs: ENPPS
7754561, MCIR ml17782313 and NEGRD m2815752.

Of note, the risk wlicles for obesity or incroased BMI
were the same between Europeans and Mexicans, except
for the risk allele of ENPPI 157754561 (in Europeans)
that showed a protective effect in Mexicans, Although
the asociation between both MCAR and NEGRI and
risk of obesity has been confirmed in a plethom of stud-
les and populations, the ENPPI associstion signal with
obesity is more controversial [21]. To our knowledge, no
other studies demonstrate a protective role of the risk al-
lele of ENPPI m7754561. Reoently, it has boen shown
that ENPPI overexpression in buman adipocyte cell lines
resulted in defective adipocyte maturation [22]. If con-
firmod 10 other Mexican populations, the protective of-
fect of the ENPPI variant may be due to a loss-of-
function of the

We did not find any significant contribution of either
NPCI 52815752 or FTO rs1421085 o obesity or BMI
variation. Therefore, the FTO associstion signal with
obesity which was found in Mexican  adults by
Villalobos-Comparin and colleagues (23], was not con-
firmed in children. Thus, the obesogenic effect of FTO
would occur later in the Mexican population than in the
Europeans [9), but as we lack some statistical power,
additional genctic studies on Mexican children would be
needed.

Importantly, we identified a significant effect of the
risk allele of NPCI rs1805081 on decreased fasting
serum insulin levels, NPCI encodes Niemann Pick dise
ease type Cl peotein that mediates (ntracellular choles-
terol trafficking via binding of cholesterol to its N-
terminal domain. Very recently, felinek and colleagues
have reported that Npe! haploinsufficiency developed

135



Mejia-Bender of ol BMC Medcal Genetis 2013, 1421
hetpA biomec: i coon/1471-2350/14/01

nominally, NEGRI, MC4R and ENPP1) in the same direc-
thon of effect as previous findings, except for ENPPL. Inter-
estingly, we found two novel sssociation signals: between
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Abstract
Aimdeypachexiy Childhood obesiry s a major public bealth
peoblem i Mexico, affecting one m every three children.
msociated with childhood obesity, but o large missing herita.
bility ramsins to be clucidsted, We have recently shown a
strung associntion between o highly polymorphic copy num-
ber vanant encompassing the sulivary umylase gene (AWY/!
also known &s AMY/4) and obesity in European and Asian
adults. In the present study, we aimed to cvaluate the associ-
stion between AMY! copy number and obesty in Mexicun
chuldren.

Methods We evaluated the number of AMYT copies m 597
Maxican chikdren (293 obese childeen and 304 pormal weight
controls) through highly sensitive digital PCR. The effect of
AMYT copy number 0n obesity status wis assessed using o
logistic regression model adyustod for age and sex,
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Resuley We identified » marked cffect of AMYT copy number
on reduced sk of obesity (OR per estimatad copy 0.84, with
the nember of copies ranging from one 10 16 in thes popula-
tion; p=4.25%10 ). The global associstion between AMY7
copy number and reduced risk of obesity seemed 1o be mostly
driven by the contnbution of the highest AMY/ copy sumbee.
Strkingly. ull childron with >10 4MY7 copres wore normal
weight controls.
Conchy mserpr Salivary amylase initiates the
digestion of dictary starch, winch is highly coasumed m
Maxico. Our curment stady suggosts putative benefies of high
number of AMY/ copres (and redsted production of salivary
amylase) on encrgy metsbolism i Mexican childeen.
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Abbreviations

CNV  Copy nember varstion

GWAS  Genome-wide associntion study
NCTs  Non-template controls

SNP Singhe nucleotide polymorphism

Introduction

Childhood obesity his become it magor public health problem
both 1n westernised and more recently in devdopmg countnes
[1) In Mexico, the prevalence of overwerght or obesity
among children aged between § and |1 years bas dramatically
mereased from 26.9% in 2006 to 34.4% in 2012 [2).

Although the epidemic of obessty ks uttmbuted mamly 10
changes in the covironment, varistions in susceptibilty have
been amtnbuted 1o differonces in the genctic backgrounds of
ndividuals exposed 1o shmilar so-called *obesogenic’ environ-
mentsl pressisres [ 3] Indeed, the hentability of BMI has been
estimutod to mnge between 40 und 70% |3, 4). Morcover, st
Jeust ooe i every 20 obese children carrics s single mutution
(or chriomosome shoormality) causing severe unpaiment in
appetite regulation and early-onset overweight [3].

Nevertheless, the vast majority of obese childen are
thought to have 2 polygenic form of obesity. Recently,
genome-wide association studics (GWAS) kave identified
=60 froquent single nuckeotide polymorphisns (SNPs) that
shghtly merease BMI |5 and some also increase the nisk of
carly-onsct obesity [6-8). However, <3% of the phenotypic
varance e BMI has been explained by these loct |S), sug-
gesting that other forms of DNA vanation (including copy
number vanation [CNV]) may cxplain thes large missing
hertubility. In thus regard, we recently developed o system
biology spproach for the adennfication of potential genc-
dosage offccts, combining transcriptomics and GAVAS analy-
scs in sibling-pairs discordant for obesity |9 This apperoach
emabled the identification of a region mapping of both salivary
aud pancreatic amy bise gones (AMY/ und AMY2 oo known
o AMYIA und AMY2B] respectively), which was strongly
associted with obesity nsk and fit mass |9).

Amylase s responsible for stirch bydrolysis, and CNV at
this locws (ranging from one to 20 copies foe AMY]) evolved
s an ndaptation to dictary habits; populations with hagh starch
consumption carry larper aumber of copies than others thit
have muntsined sn ancostral pre-agriculture way of Bife [10,
11} We reportod et reduced AMYT copy number was sssoci-
wted with incrensed BMI (chamge in BMI per copy =015 kg'm®)
s obesity risk (OR per copy 1.19) in Europesin and Asian
sdult populations [Y] Furthenmore, AMY] copy number was
shown 10 be strongly correluted with the amount of serum
smylkase [9, 10], These results provided & prestmed genctic link
betwenn carbohydeste metsbolism sed obesity. However, the

contrbution of AMY/ copy number o the nsk of chikihood
obesity remains unknown.

In the present study, we assessed the association between
AMYT copy number iund obesity sk in 597 Mexican children.

Methods

Studdy participanty We analysed 597 Mexican children (293
obese children snd 304 noomul weight controls) from a coboet
populstivo fully desenbed elsewhere [12] The cases and
controls were optimally metched for age and sex (Table 1),

BMI-for-age wans calouluted und classified according 1o the
2000 Centers for Discase Control and Prevention growth
charts [13], Noemal weight was defined as o BMIE-for-age
below the KSth percentile, while obesity was defined as a
BMI-foe-age sbove the 95th percentile | 13} No information
on the pubertal stutus of the children was availabie.

Chikd sssent was obtained and parents (or legal guandian)
provided wrinien informed conseat. The study was approved
by the local ethics committees of the Mexican Nitional Healith
Service (‘Instituto Mexicano ded Seguro Social’, reference
number 201 1-000-079) and was conducted in complinnce
with the Declarstion of Helsank,

Digital PCR Dygital PCR analysis was performed on the
BioMark System (Flusdigm, South San Francesco, CA,
USA) wsing the gdPCR 37K Digital Arruy (Fluddigm) acoond-
ng to manufscturer’s recommendations. This digstal amay
consists of 48 pancly, cach contaming 770 ndividual reuction
chumbers. The final reaction mix for a digital pandl comprised
7.2 ng DNA (DNA concentration was measured using the
Qubat dSDNA HS Assay kit [Life Technologics, Carlsbod,
CA, USA), 2 ul TagMan Gene Expressson Master Max (Life
Technologies), 0.4 ul 20« GE Sample Loading Reagent
(Flndigm), 0.2 ul AMY! TogMan assay (Hs07226362_crc
Life Tochmologses) nnd 0.2 jl ANase P human TagMan Copy
Number Reference (Life Technologies), A total of 10 ulof 1+
GE Ssmple Loading Reagent (Fluidigm) with 4yl sumple
mix were nhiquoted sepamtely wto inlet on the digal my
and were distributed throughout the partitions within cach
punet using w0 sutomated 1FC controllee-MX (Fluidigm).
Ench DNA sample wis loaded o quudruplicate, with singhe

Tablde 1 Clinloal churactoristios of the ssedy paricipunsy

Charscteristics. Obese ces Normal weight controls p
o (maleteniale) 290 (16S02%) S04 (16819 na:
Age (vaars) 95:17 LA R3]
Height (em) H0.0:118 133.115 0.0
Woenght (hyg) W20120 MWeLTH “nom
Data wee mean < SD
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replicate cutlien removed. When the estimated copy number
of AMY! wus above 10, the smount of DNA was roduced 10
5.4 ng (m the final reaction mix) so as to avord pand saturs-
tion, These DNA samples (with AMY/] copy number >10)
were fimally re-loaded in octuplicate, with single replicate
outlicrs removed. When we observed more than two outhers
within the qundruphente or octupheate, the digital PCR for
those samples was performed again. Outhiers were defined as
follows: (1) difference in estimited copics of AMY! 22: (2)
detoction of 600 posttive chumbers foe AMY/; sodor (3)
detection of <50 positive chambers for RNase P

Of note, 11 non-template controls (NTCs) were analysed
(using resction mix with no template DNA ), We did not detoct
any positive chambers in these NTCs,

We and others previously demonstrated that microfluidic
digital PCR was & sensitive method 1o messare highly poly-
morphic ONVs [9, 14],

Swatistool aalyses The meduan of AMY! copy number dis-
wbution amounted 10 six copies. In order o have %5 of
individuals (cases and controls) in the lower half and 50% of
individuals (cases and controls) in the upper balf, we ransdom-
Iy runked individusks with six copics and sssigned some of
them 10 the lower half and the others to the upper half

The effect of AMY] copy number 0n obewity status was
sssessed using logistic regression adjusted for age and sex,
uoder an additive model. We have pot adjusted for population
strutificution. Mexscans we 8 mixture of Native Amenican,
Europcan and Afnican ancestry. Thus. further work woald be
needed to confirm that the associution is not partly confound-
od. However, the sdjustment for the different sutes of resi-
dence of cascs and controls (1.e. San Luis Potost, Quesctaro,
Tipan, Guinajusto and Mexxo cnty) did not chunge (even
shightly) the peeseet results (date not shown),

The smnstical unnlyses were performed with SPSS
(version 4.0, IBM, Amwnk. NY, USA) and R (version
3.0, wwwr-project.org’),

Results

Tn the 397 Mexican childron investigased (inclading 304 nor-
mal weight controls und 293 obese cases), the estimated
number of copics of AMY! mnged from onc to 16 (Fig. 1),
Using a logistic regression mode adjusted for age and sex,
we found o stroog association batween AMY/ copy number
and reduced nisk of obesity (OR per cstimated copy (L84 [95%,
C10.78.0.91 | having in mind that the number of copics ranges
from ooc to 16 i this population; p=425+10° [Fig. |;
Table 2]). The mesn number of copies of AMY/ was 6.1=
1.9 in cases compancd with 7.0=2.7 m controls (Table 21

2 Springer
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Pl 1 Owtribestion of AMI/ copy sember in $97 Mevicss childmn,
including MM nosmal werght controls (lack bur) and 293 obese cuses
(white )

Subsequently, we wondered whether o pot the significant
effcct of AMY7 copy number on obesity wis homogencou
throughout the dsstribunon of AAY/ copy number within the
study group. The mean mumber of copics of AMY7 was lower
in obese cases than {n normal weight conrols in the lower or
upper half’ of AMY/ copy number dismibetion (4.6=1.) v
5.0=1.1, 7.6=1.2 vs 9.1=2.1, respectively [Table 2|} How-
ever, using o Jogistic regrossion model adpusted for age und
sex, we found that the contribution of AMY/ copy number to
obesity was mech stronger in the upper balf of 4MY7 copy
wumber distrybution than s the lower balf (OR per estimnted
copy 0,54 [95% C1 0.44, 0,65k p=3.91<10 ' vs OR per
estimated copy 0.76 [95% C1 0.62, 0.94); p=0.0122, respec-
tively | Table 210 Furthermore, all participants with > 10 copics
of AMY! (n=29 [Fig, 1]) were normal weght controls. These
results suggest that the global ussocsation between AMY/ copy
number and reduced risk of obesity might be mostly driven by
the contnbution of the heghest AMY/ copy number in these
Mexican children,

Discussion

In the present study, we confirmed the marked contmbution of
AMY1 copy number 10 roduced obesity risk (OR per estimated
copy 0.84). Of note, this effect wis ssmalar between the
Mexxcan children included in the current study and our pre-
vious meta-analysis that included 2,929 adults of Europest or
Asian ongin (593 cases and 2,336 controls) [9]. However, in
the present study, we found that the global effoct of AMY?
copy mamber on reduced obesity rak may be lirgely dnven by
the marked contribution of the highest sumber of AMY/
copies W obesity risk. Whike we did not find a significant
uffect of lower AMY] copy number on chikdhood obesity risk,
the highest AMY! copy number seams 1o strongly protect
agiinst obesity m Mexican childeen.

Sulivary mmylase is o monomene ealcive-binding enzyme
produced by the silivary glands that catalyscs the initeal
digestion of dictary stasch, which represeots S0%, of the total
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Toable 2 {iffect of AMD cogy mambar on ehesity rk m tho sotal sumber of cames snd controls, snd i the indevidusls wah (A7) 7 copy number above or
Sclow the modian of AMYT copy nunber detnbution (which sssountod 10 s copies)

Dwstribartion of AMY/ CN Cases Contrls OR e oy (99% CUF »

" AMYICN " AMYION
CN <6 140 4810 1% 20211 676062, 0.04) 0012
CN 26 (LH) Ths12 12 LIPS R| 054 (0,44, 0.65) RETE [
Vol 293 6l=19 304 T0£27 0X4 (078 091) 425 10"
Dt arx msstom & SD

TOR per AMY] copy from a logestic regresseon odmaad for age amd sex, wnder a0 sdditivo model

ON, copy sumber

carbobydrte cootent of the US diet [15]. Importantly, Perry
et ul demonstruted that populutioss with starchy food e
sources carried, on average, more AMY! copies than those
with traditional dicts with fow starchy foods (6,723 vs 5.4=
2.0, respectively) |10, The Mexican populution has a diet rich
n vanous starchy foods {comprising maize, wheat and diffor-
ent vineties. of common bean) [16) In Mexico, the daily
coosumption of com tortills has been estimated at approxi-
metely 325 g supplving 70% of the calorics 2nd half of the
proteins, and the available sturch content in the tortilla has
been estimatedd to be 63-73% followmg processing conditions
(compared with 80% for white bread) [17). It was proposed
that higher amount of salivary amylase (which conclase with
greater mumbers of AMY7 copies) confens » fitness sdvantuge
for individuals consuming 2 highly starchy dct by improving
digestion in the oml cavity, stomach and intestines [10].

A growing body of resesrch froem the phammacenticl in-
dustry has focused on products tha slow the absorption of
carbolydrutes (which is the greatest source of calorics m most
dicty) in an ¢ffon o improve glycsemic control and reduce
weight [15] In particular. = recent chinicul study showed that
the wse of an inhibstor of saliviry amylase (extructed from
common white bemn) was associnted with modest decrease
weight (oo avernge, 2.9 kg m 12 weeks) | 19], which scems to
be i contradiction with the findings of our sudy, However, it
s noteworthy that the expeession of AMY/ 1s pot restneted to
salwary glands. We previously showed a high 4AMY7 expres-
son in adipose tesue (Y] Thercfore, sulivary amylase may
also nct beyond outrent digestion in the mouth. [n this respect,
2 recent mouse genetic lmkage study showed that a SNP
(m299K2345) close to AmyJ wis significantly assocusted with
weight gain in > 100 difforent straies of mice fed a hagh-fi,
hgh-sucrose diet [20], The same SNP showed significant
sssociation with un enrichment of the genera
Emernbocteriacene i the gut microbiota of the mice |20),
which was reported 1o be correlated with obesity i humans
[21) Thercfore, salivary amylase may contribute (0 moduli
thon of the gstrointestinal tret function in 4 way that remains
10 be fully exploeed.

Recently, o study has demoestrated that pon-obese adults
with high silivery smylase activity (and bigh AMY7 copies)
presented with improved glycaemic control following liguid
starch mgestion (and ot after onal glucose load) [22]. The
findings from that stody along with our results suggest the
putative benefits of carrying a higher number of AAY7 copics
and of the highly related production of salivery amylase on
ghicose and cocrgy moetabolism, i particulur in populations
like Mexicans with « dict rich in starch,
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