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Abreviaturas

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad

C-HDL.: Colesterol asociado a lipoproteinas de a alta densidad

Apo Al: Apolipoproteina Al

IMC: indice de masa corporal

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad
IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia
LDL: Lipoproteinas de baja densidad
CETP: Proteina transferidora de ésteres de colesterol
ABCALl:Casete de union a ATP Al

SR-B1: Receptor tipo basurero B1

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido
GWAS: Escaneos completos del genoma
CT: Colesterol total

TG: Triglicéridos
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Resumen

Resumen

La hipoalfalipoproteinemia caracterizada por niveles séricos bajos de
colesterol-HDL (C-HDL) es la dislipidemia mas prevalente en poblacion
mexicana. Esta dislipidemia es uno de los principales factores de riesgo para el
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares, las cuales representan la
principal casusa de muerte en el mundo. A pesar de que se sabe que los
factores genéticos explican mas del 50% de la regulacién de los niveles de C-
HDL, poco se sabe de la regulacion de estas lipoproteinas a través de la
expresion génica. En un estudio de expresion génica global realizado en
poblacion adulta de origen mexicano se encontré una correlacion positiva entre
los niveles de expresion del gen vanina 1 (VNN1, el cual codifica para una
proteina con actividad de panteteinasa) y los niveles séricos de C-HDL. Sin
embargo, no se tienen reportes que confirmen la participacion del gen VNN1 en
la modulacion de los niveles de C-HDL y/o otros rasgos metabdlicos. Por ello, el
objetivo de este estudio fue evaluar la posible correlaciéon entre la expresion del
gen Vaninal (VNN1) y la variante G-137T (rs4897612) con los niveles
plasméticos de C-HDL y otros rasgos metabdlicos en poblacion adolescente
mexicana. Se realizO0 un estudio de tipo transversal, se midieron parametros
bioquimicos y antropométricos en 120 adolescentes. La variante rs4897612 (G-
137T) se genotipificd a través de ensayos tipo TagMan y se determinaron los
niveles de expresion en leucocitos del gen VNN1. Se evalud la correlacion entre
los niveles de RNAmM de VNN1 y distintos parametros bioquimicos, incluyendo
los niveles de C-HDL, asi como la asociacion de estos parametros con
polimorfismo G-137T. Los resultados obtenidos no mostraron correlacion y/o
asociacion entre VNNL1 y los niveles del C-HDL. Sin embargo, se observé una
correlacion positiva entre los niveles de expresion de VNNL1 y el z-score del
indice de masa corporal (IMC) (r=0.298, P=0.049) solamente en el grupo de
nifias. De igual manera, el genotipo TT se asocié con un menor z-score del IMC
en el (B=-1.985, P=0.013) en las nifias. En conclusion, los resultados obtenidos
sugieren que VNN1 modula la variacién del IMC en la muestra de poblacion

adolescente analizada.
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Introduccion

Introduccioén

Epidemiologia del C-HDL

De acuerdo con la OMS las enfermedades cardiovasculares son la
principal causa de muerte en el mundo, afectando por igual a ambos sexos; mas
del 80% se producen en paises con ingresos bajos y medios. Los principales
factores de riesgo son el aumento de la tension arterial, la obesidad y sobrepeso,
niveles elevados de glucosa en sangre y las dislipidemias (OMS, 2011). La
hipoalfalipoproteinemia es la alteracion metabdlica en el perfil lipidico mas
comun en poblacion mexicana, caracterizada por la presencia de niveles bajos
de colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (C-HDL, High Density
Lipoprotein-Cholesterol). Por convencién niveles de C-HDL menores a 35 mg/dL
en hombres y menores a 45 mg/dL en mujeres han sido establecidos como valor
de riesgo (von Eckardstein y cols., 2001). La hipoalfalipoproteinemia constituye
una de las mas importantes comorbilidades de la obesidad, un grave problema
de salud publica en México que no solo es observable en adultos, sino que se
presenta desde edades tempranas; en individuos de entre 10 y 20 afios de edad
se han observado estrias y vetas de grasa en la aorta y en las arterias
coronarias (Tudela, 2008). En un estudio realizado en adultos mexicanos se
encontré que la prevalencia de la hipoalfalipoproteinemia es del 50% en los
adultos, seguida de la hipertrigliceridemia con 24.3% (Aguilar-Salinas y cols.,
2001). Por otra parte, Posadas-Sanchez y colaboradores realizaron un estudio
transversal en adolescentes de escuelas de la delegacibn Coyoacan
encontrando que, de igual manera, la dislipidemia mas frecuente es la presencia
de niveles bajos de C-HDL, y en segundo lugar niveles elevados de triglicéridos
(TG). Un incremento del indice de masa corporal (IMC) se ha asociado a niveles
bajos de C-HDL acompafiados de hipertrigliceridemia (Posadas-Sanchez y cols.,
2007).
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Comorbilidades asociadas a la hipoalfalipoproteinemia

Diversos estudios epidemiolégicos, farmacologicos y en modelos animales
han mostrado que las concentraciones anormales de lipidos y lipoproteinas en
plasma favorecen el desarrollo y la evoluciébn de la aterosclerosis (Grundy y
cols., 1999). De particular interés ha sido la relacion inversa que existe entre los
niveles plasmaticos de colesterol transportado por las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y el riesgo de cardiopatia isquémica aterosclerosa, siendo los
niveles bajos de C-HDL uno de los principales factores de riesgo para esta
patologia (von Eckardstein y cols., 2001). La hipoalfalipoproteinemia esta
presente en mas del 40% de los pacientes con infarto del miocardio y es una
caracteristica frecuente en pacientes con diabetes o sindrome metabdlico,
condiciones asociadas a un riesgo cardiovascular aumentado (Taskinen, 2003).
Este riesgo depende a su vez de la presencia de factores de riesgo adicionales;
por este motivo podemos considerar que los valores de riesgo son mayores en
individuos con diabetes tipo 2 o con factores de riesgo mdltiples. Los valores de
C-HDL han cobrado importancia en la evaluacion de riesgo cardiovascular global
y como blanco terapéutico en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares

(von Eckardstein y cols., 2001).

El sindrome metabdlico ha sido definido como un conjunto de factores que
predisponen al desarrollo de diabetes tipo 2 o enfermedad cardiovascular.
Diversas organizaciones han establecido criterios para diagnosticarlo:
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1998, el Grupo Europeo para el
Estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR, European Group for the Study of
Insulin Resistance) en 1999, el Programa Nacional del Colesterol (NCEP,
National Cholesterol Program) en 2001 y por la Fundacion Internacional de la
Diabetes (IDF, International Diabetes Foundation) en 2005 (Tabla 1). Sin
embargo, el principal objetivo del diagndstico del sindrome metabdlico es
identificar a individuos con riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular o de

desarrollar diabetes tipo 2, por esto, uno de los criterios que se ha mantenido
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para el sindrome metabdlico en las diferentes definiciones ha sido la presencia
de niveles bajos de C-HDL, es decir <0.35mg/dL en hombres y <0.39 mg/dL en
mujeres, segun la OMS (Bauduceau y cols., 2007).

Tabla 1. Criterios establecidos para definir sindrome metabdlico en poblacion
infantil

Criterios Valores para individuos de 10 a 16 afios de edad

Definicion de adiposidad CCz= percentila 90

Metabolismo de glucosa Glucosa en ayuno=100mg/dL

TG=150mg/dL o C-HDL=40mg/dL o que tome

Dislipidemia _ S o
medicamentos para disminuir los lipidos

PAD=130 o PAS=85mg/dL o que tome algun

Hipertension arterial o _
antihipertensivo

CC: circunferencia de cintura; TG: Triglicéridos; C-HDL: Colesterol HDL; PAD: presién

arterial diastélica; PAS: presion arterial sistélica (Zimmet y cols., 2007)

Transporte del colesterol, funcién de las HDL

En el plasma, los lipidos son transportados como lipoproteinas, que estan
constituidos por ésteres de colesterol y triglicéridos en el nucleo hidrofobico y por
colesterol libre, fosfolipidos y apolipoproteinas en la superficie hidrofilica. Las
lipoproteinas plasmaticas se subdividen de manera general en cinco clases de

acuerdo a su densidad, tamafio y composicion como se describe en la tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion de las lipoproteinas plasméaticas

Lipoproteina Lipidos principales Apoproteinas Densidad Diametro
(g/em?) (A)
Quilomicrén Triglicéridos y A-l, A-ll, B-48, <0.95 5000-800
colesterol de la dieta C-l, C-ll, C-llly
E
VLDL Triglicéridos B-100, C-I,C- 0.95-1.006 800-300
endogenos, ésteresde I, C-llIy E
colesterol y colesterol
IDL Esteres de colesterol,  B-100, C-llly  1.006-1.019  350-250
colesterol y triglicéridos E
LDL Esteres de colesterol, B-100 1.019-1.063  280-180
colesterol y triglicéridos
HDL Esteres de colesterol, A-l, A-ll, C-I, 1.063-1.210 120-50

colesterol C-llLDYE

(Tudela, 2008)

Los quilomicrones se forman postprandialmente a partir de lipidos
provenientes de la dieta en células del epitelio intestinal y entran a la circulacion
a través de los vasos sanguineos del mesenterio. En la sangre, los triglicéridos
son hidrolizados a acidos grasos por la lipoprotein-lipasa depositando sus lipidos
en muasculos (para usarse como energia) y en tejido adiposo (donde se
almacenan). La particula resultante, el remanente de quilomicrén, regresa al
higado donde es degradado y los lipidos resultantes, junto con la produccién
enddgena de colesterol y triglicéridos, forman las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL, Very Low-Density Lipoprotein). Al igual que los quilomicrones,
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las VLDL transportan y depositan en musculo y tejido adiposo sus triglicéridos
disminuyendo su tamafo hasta transformarse en lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL, Intermediate-Density Lipoprotein) para la posterior pérdida de
apoproteinas (E y C-lll) y la subsecuente formacion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL, Low-Density Lipoprotein). La LDL, que contiene en mayor
proporcion ésteres de colesterol, se encargan del transporte de colesterol a
tejidos periféricos. Durante el transporte, las LDL, pueden depositarse en
paredes arteriales y ser oxidadas por radicales libres de oxigeno, lo que provoca

la formacion de placas ateromatosas (Lindbom, 2000; Tudela, 2008).

Las HDL estan constituidas por una parte proteica y una parte lipidica; se
caracterizan por su alta densidad y tamafio pequefio. Las apolipoproteinas
principales en la estructura de la HDL son la apolipoproteina Al (Apo A-l), que
ocupa hasta el 70% de la totalidad de la parte proteica y se sintetiza en higado e
intestino y la Apo A-Il, que representa cerca del 20% y se sintetiza soOlo en
higado. Mediante electroforesis en gel por gradiente, las HDL se pueden separar
en 5 subpoblaciones que difieren en tamafio, composicion y funcion: HDL 2b, 2a,
3a, 3b, 3c, siendo 2b la mas grande y 3c la mas pequefa (Taskinen, 2003). La
formacion y maduracion de las HDL3; y HDL, es un proceso complejo que se
lleva a cabo a partir de Apo A-I libre de colesterol y/o a partir de pre-B;-HDL
como precursores (Rader, 2006). La proteina CETP (Cholesteryl ester transfer
protein) que transfiere de ésteres de colesterol, media la transferencia de ésteres
de colesterol de VLDL y LDL a HDL, maduras.

La presencia de niveles elevados de C-HDL se ha correlacionado con una
disminucién del riesgo a presentar enfermedades cardiovasculares; en particular
tienen un papel importante en la proteccion contra el desarrollo de
ateroesclerosis (McPherson, 2007). Una de las acciones protectoras de las HDL
es actuar como aceptor de colesterol de células periféricas incluyendo células
espumosas presentes en las arterias. El transporte reverso del colesterol (TRC)
media el eflujo de fosfolipidos y colesterol a Apo A-I, con esto facilita el regreso

de colesterol al higado para su excrecion a través de la bilis y las heces (Rader,
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2006). El colesterol libre extraido de tejidos periféricos es esterificado en las HDL
por la lecitin colesterol aciltransferasa (LCAT);posteriormente, CETP se encarga
del transporte de ésteres de colesterol pero esta vez desde las HDL hacia las
VLDL y LDL, mientras que las lipasas hepatica y endotelial actiian sobre las HDL
maduras regenerando asi Apo A-l con bajo contenido en lipidos, listas para
adquirir lipidos y formar nuevamente HDL maduras (von Eckardstein y cols.,
2001, Rader, 2006).

El eflujo de colesterol desde los macréfagos se lleva a cabo a través de
diferentes vias. Una de las vias, es a través de la proteina transmembranal Al
(ABCA1, ATP-binding cassette transporter Al) que permite que el colesterol
libre, esterificado por la LCAT, sea transportado a Apo A-l bajas en lipidos
resultando en la formaciéon de HDL discoidales que luego de adquirir mas
colesterol esterificado (hidrofébico y por lo tanto almacenado en su centro)
alcanzan su forma esférica. Otra de las vias por las cuales el colesterol libre
proveniente de macrofagos es esterificado y transportado es a través de la
proteina transmembranal G1 (ABCG1, ATP-binding cassette transporter G1),
gue lo transporta directamente a HDL maduras (figura 1). Ademas de participar
en el eflujo del colesterol, se han descrito otras propiedades potencialmente
antiinflamatorias y antiaterogénicas para las HDL como la inhibicion de la
oxidacion de LDL, inhibicion de la inflamacién endotelial (Medina-Urrutia, 2008),
promueven la produccién de oxido nitrico endotelial e inhiben la agregacion

plaguetaria y la coagulacion. (Barter, 2011)

Pablo Ivan Aguayo de la Rosa 7



Introduccién

Macréfago en
paredes arteriales

receptor

Excrecién
fecal

Figura 1. Representacion esquematica del transporte reverso del colesterol. Apo A-l es
secretada del hepatocito como una proteina con poca cantidad de lipidos e interactia
con ABCA1 en macréfagos removiendo colesterol libre intracelular hasta tomar forma
esférica de HDL madura. La particula de HDL madura participa en el transporte reverso
del colesterol interactuando con el receptor tipo basurero B1 (SR-B1l, Scavenger
receptor class B member 1) en el higado y potencialmente regenerando HDL discoidales
bajas en lipidos. A su vez interactia con el receptor SR-B1 presente en macréfagos de
donde toma colesterol libre. CETP transfiere ésteres de colesterol de HDL maduras a
VLDL y LDL. CL, colesterol libre; EC, ésteres de colesterol. (Modificado de Taskinen,
2003)
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Factores genéticos y ambientales

La regulacion de los niveles plasmaticos de C-HDL es un proceso
complejo en el que se deben considerar factores ambientales que pueden
aumentar o disminuir los valores de C-HDL. Factores que disminuyen los niveles
de C-HDL pueden ser; una dieta alta en carbohidratos y/o grasas, el uso de
tabaco y un estilo de vida sedentario (Tall, 1990). Se ha demostrado, en estudios
realizados con diferentes poblaciones sometidas a programas de entrenamiento,
gue la actividad fisica promueve un aumento significativo en los niveles de C-
HDL (Pil-Byung y cols. 2011, Sheikholeslami Vatani y cols. 2011). Por otro lado
en un estudio se asocio la temperatura ambiental con los niveles de C-HDL,
encontrandose que frente a un incremento de la temperatura media ambiental,

los niveles de C-HDL se ven disminuidos (Halonen y cols., 2011).

Estudios en gemelos han mostrado que los factores genéticos explican
desde un 50% hasta un 62% de la variacion de los niveles de C-HDL (Goode y
cols., 2007). Algunos genes estudiados en humanos que codifican para
proteinas esenciales para la sintesis de HDL son los genes de APOAI, LCAT,
ABCAL; la ausencia de éstos causa deficiencia severa en los niveles de HDL.
Como se menciond anteriormente, la anormalidad lipidica mas prevalente en la
poblacion mexicana es la hipoalfalipoproteinemia; esta prevalencia es una de las
mas altas reportadas hasta el momento a nivel mundial, por lo cual es de gran
relevancia identificar los factores genéticos que pueden influir en la modulacion

de los niveles de C-HDL en nuestra poblacién.

Andlisis de expresion, polimorfismos, escaneos del genoma completo

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, single-nucleotide
polymorphism) son el tipo de variacion genética mas comun a lo largo del

genoma humano, el 90% de la variacion genética del genoma humano se
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encuentra en forma de SNP. Por definicion, para considerar SNP a una variaciéon
dentro del genoma, debe estar presente en al menos 1% de la poblacion. A
pesar de que la similitud entre secuencias del genoma humano es de 99%, las
pequefias variaciones en el DNA pueden tener un mayor impacto sobre la
respuesta a enfermedades (SNP Fact Sheet, 2008). La presencia de SNPs a lo
largo del genoma los hace ideales para el estudio de poblaciones, especiacion y
demografia (Brumfield y cols., 2003); esto debido a que se originan en
individuos, se heredan y se conservan generando grandes poblaciones que los
presentan a través del tiempo, caracterizandolas y haciéndolas mas susceptibles

0 resistentes a ciertas enfermedades.

Existen diversas técnicas que permiten el estudio genético de las
enfermedades, entre ellas podemos mencionar andlisis de genes candidato por
asociacion o por secuenciacion, estudios de escaneo del genoma completo por
asociacion (GWAS, genome-wide association study), analisis de ligamiento y
andlisis de expresion génica. Los andlisis de ligamiento buscan la co-
segregacion de una region cromosOmica y un rasgo de interés usando
marcadores polimorficos, éstos han resultado dtiles principalmente en
localizacion de genes responsables de enfermedades monogénicas, tal es el
caso de la enfermedad de Tangier, caracterizada por niveles extremadamente
bajos de HDL y Apo A-l debido a mutaciones que causan pérdida de funcion en
el gen ABCAL. No obstante, los andlisis de ligamiento sugieren que muchos loci
contribuyen a la regulacion de los niveles de C-HDL y que a su vez los efectos
de la mayoria de los genes implicados son demasiado pequefios para ser
detectados por estudios heterogéneos e independientes. El estudio de familias
permite la determinacion del origen parental y la cosegregacion de la variante
facilitando la deteccion de variantes raras, que tienen un papel importante en la
regulacion poligénica de niveles bajos de C-HDL (Weissglas-Volkov y Pajukanta,
2010).

Para el estudio de genes candidato por asociacion o a través de la

resecuenciacion los genes son seleccionados ya sea por su localizacion en una
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region o basandose en alguna otra evidencia de un posible papel del gen en la
etiologia de la enfermedad. La secuenciacion de genes candidatos en estudios
en busca de variantes en dos grupos de fenotipos extremos es el tipo de analisis
mas completo para identificar alelos. Sin embargo, estudios de resecuenciacion
de genes candidato han demostrado que las mutaciones raras en genes
conocidos del metabolismo de C-HDL son frecuentes entre los casos de niveles
bajos de C-HDL (. En los estudios de asociacion, las frecuencias de los alelos o
genotipos se comparan entre l0s casos y controles ya sea de poblacion abierta o
de familias. Los estudios de asociacion son mas eficientes que los analisis de
ligamiento para la deteccion de efectos menores de variantes comunes. Algunos
polimorfismos encontrados por estudios de asociacion se ubican en los genes
CETP, LIPC, LPL, LCAT, ABCA1, APOA1 y PONL1. Entre los genes con funcion
conocida en el metabolismo de las HDL, CETP, LPL y LIPC han mostrado una
fuerte asociacion con los niveles de C-HDL (Weissglas-Volkov y Pajukanta,
2010).

En los GWAS se utilizan plataformas de gran escala (arreglos o chips)
para genotipificar simultaneamente una gran cantidad de variantes o
polimorfismos a lo largo del genoma y evaluar su contribucion genética a la
enfermedad o al rasgo cuantitativo. Los resultados provenientes de GWAS han
confirmado que las variaciones dentro o cerca de genes, de los cuales ya se
conocia su participacion en el metabolismo de las HDL, contribuyen a la
regulacion de los niveles de C-HDL. La magnitud de los efectos genéticos es, sin
embargo, pequefia; se estima que las variantes comunes encontradas explican,
en conjunto, cerca del 25% de la variacion en los niveles de C-HDL (Dumitrescu
y cols., 2011). Sumado a esto, la mayoria de los escaneos del genoma completo
han sido realizados en muestras de ancestria europea, sesgando los resultados.
Estudios mas recientes evaluaron si las variantes de riesgo encontradas con
GWAS representaban riesgo para otras poblaciones como afroamericanos,
mexicanos y japoneses. No todas las variantes replicaron, indicando que la
contribucién de cada locus a la susceptibilidad de la enfermedad varia y que la

implicacion de los SNPs a la salud publica difieren de acuerdo con las
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poblaciones analizadas (Weissglas-Volkov y Pajukanta, 2010). Por este motivo
es importante continuar buscando nuevas metodologias que permitan la
deteccion de genes o variantes que participen en la modulacién de los niveles de
C-HDL.

La variacion interindividual de los niveles de C-HDL, puede ser causada
por la expresion diferencial de distintos genes. Poco se sabe del papel que tiene
la expresion génica cuantitativa en el desarrollo de las dislipidemias en el
humano, asi como de las variantes genéticas que afectan dicha expresion. Los
niveles de expresion génica son directamente modificados por polimorfismos en
elementos de regulacion y se pueden asignar como locus de rasgos cuantitativos
de expresion (eQTLs, Expression quantitative trait loci). Los analisis de eQTLs
evaluan los efectos de las variantes en el DNA como una medida de la expresiéon
génica en una célula o tejido (Weissglas-Volkov y Pajukanta, 2010). Los analisis
de expresion geénica han revelado nuevos genes de susceptibilidad para las
HDL, tal es el caso de un estudio en el cual se identificaron 60 genes asociados
a la variacion de los niveles de C-HDL a través del andlisis completo del
transcriptoma de linfocitos en poblacion adulta mexico-americana (Goring y cols.,
2007). En dicho estudio se reportd correlacion altamente significativa entre la
expresion del gen vanina 1 (VNN1) y los niveles de C-HDL. A su vez, se
encontrd la variante G-137T (rs4897612), estudiada en el presente trabajo, que
corresponde a un cambio de una guanina por una timina en la posicion 137 rio
arriba del gen VNN1, dentro de su promotor. A través de un ensayo de cambio
en la movilidad electroforética (EMSA) se observé que cada alelo forma distintos
complejos entre el DNA y factores de transcripcion, es decir, estos complejos se
forman de manera alelo-especifica. Sin embargo, a pesar de la importancia que
parece tener este gen en la modulacién de los niveles de C-HDL, a la fecha no
existen estudios adicionales que permitan confirmar su impacto en la regulacion

de los niveles de C-HDL y su posible relevancia desde edades tempranas.
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El gen VNNL1 y su proteina

El genoma humano codifica para tres genes de vanina (Vascular Non-
Inflamatory Molecule) orientados en la misma direccion transcripcional (figura
2a), ocupando menos de 80kb y ubicados en el cromosoma 6g23-g24. Los
genes VNN estan conformados por igual en 7 exones y 6 intrones (figura 2b).
VNN1 codifica para un miembro de la familia de proteinas vanina (Martin y
cols.,2001), las tres proteinas vanina poseen secuencias similares entre si.
Vanina 1 se expresa principalmente en bazo, timo, nédulos linfaticos, leucocitos
de sangre periférica, uretra, rifidn, higado y tracto intestinal. Mientras que vanina
2 se encuentra mayormente expresado en bazo, riidn y neutréfilos y vanina 3 en
higado, leucocitos de sangre periférica y en algunas zonas del tracto respiratorio
(Kaskow y cols., 2012).

A VNN2 VNN3 VNN1
9161 pb 8736 pb
s eeee——
14030 pb 11978 pb 32460 pb
B E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7

223pb 130pb 192pb 291pb  361pb  170pb 1732pb

o LAl A A

223pb 130pb 192pb  288pb 373pb  170pb  621pb

VN2 — A A A A A b

227pb 131pb 192pb  290pb 373pb  173pb  267pb

A Z 2 Z I

Figura 2A-B.Organizacion gendémica de VNN. A Esquema del locus de los genes VNN.

Los tres genes tienen la misma orientacion transcripcional. B Diagrama ilustrativo de la

organizacion de los 7 exones de VNN (Modificado de Martin y cols., 2001)
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Vanina 1 tiene un peso molecular de 57KD y esta constituido por 513
aminoacidos. Aunque no hay una clara evidencia de su papel en la regulacion de
los niveles de C-HDL, se sabe que esta proteina tiene actividad de panteteinasa,
es decir, escinde la panteteina en acido pantoténico (pantetonato o vitamina B5)
y cisteamina, un antioxidante que previene la lipoperoxidacion, jugando un papel

importante en la respuesta ante el estrés oxidante (Kaskow y cols., 2012).

A B Mevalonato

o 0 |
HMG-CoA
SH\/\N)K/\N)K/\/OH METABOLISMO DE
H Ho &

ACIDOS GRASOS
Panteteina Acetill-CoA

Coenzima A

Vanina 1 1/ ‘\

4’Fosfopanteteina Defosfo-coenzima A
(o] (0] Panteteina 4’ Fosfopanteteina
SH\/\NHI OH)K/\NMOH \|/Vamnal
Cisteamina H 6H Cisteamina + Pantotenato 4’ Fosfopantotenoil
Acido pantoténico \ \ y L-Cisteina
\ 4’ Fosfopantotenato
\
. ., . \
Figura 3A-B. Reaccién catalizada \ Glutamato L-Cisteina
por vaninal y vias principales \\
afectadas por su actividad. A La Hipotaurina Cisteamina ©
actividad de vanina 1 ocurre y-glutamil-cisteina L-Cistina
directamente al escindir
Taurina ESTRES Glutation
pantenteina en cistemina y &cido /l\ OXIDANTE
L-Cisteato

pantoténico. B El pantotenato o
acido pantoténico, a través de
varias transformaciones forma parte del metabolismo de acidos grasos partiendo como
Coenzima A, que tiene un papel importante en la biosintesis y oxidacion de acidos
grasos. Por otro lado la cisteamina, producto de la actividad de vanina 1, es
transformada a cisteina, que junto con glutamato forman glutation, el principal

antioxidante intracelular (Modificado de Kaskow y cols., 2012).
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Planteamiento del problema

La hipoalfalipoproteinemia es la dislipidemia més prevalente en poblacion
mexicana y es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad
cardiovascular, causa numero uno de muerte en el mundo. A pesar de que se
sabe que los factores genéticos explican entre el 50 y 62% de la regulacion de
los niveles de C-HDL, poco se sabe de la regulacion a través de la expresion
génica. Determinar si el efecto de la expresion de VNN1 es observable en
poblacion adolescente nos permitira confirmar si el efecto reportado previamente
en poblacion adulta presenta algun impacto desde edades tempranas del

desarrollo.

Objetivo

Evaluar la posible correlacion entre la expresion del gen Vanina 1 (VNN1)
y la variante G-137T (rs4897612) con los niveles plasmaticos de C-HDL y otros
rasgos metabdlicos en poblacién adolescente mexicana.

Hipodtesis

El gen VNNL1 y el polimorfismo G-137T estan asociados a la regulacion de

los niveles de C-HDL en poblacion adolescente.

Disefio experimental

Se realiz6 un estudio de tipo transversal con muestras de adolescentes
gue cumplian minimo con el valor de Il en la escala de Tanner y/o que tenian al
menos 12 afios de edad. Consistié en la medicion de pardmetros bioquimicos y
antropométricos, posteriormente se llevé a cabo la extraccibn de DNA para
identificar la variante rs4897612 (G-137T) y la extraccion de RNAm para medir
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los niveles de expresion del gen VNN1. Con los datos obtenidos, finalmente se
realizaron andlisis estadisticos para correlacionar los niveles de RNAmM y el

polimorfismo rs4897612 con los parametros bioquimicos de interés.
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Materiales y métodos

Sujetos de estudio

Las muestras fueron obtenidas de la Convivencia Infantil de Verano 2010
para los hijos de los trabajadores de los Institutos de Salud. Se entrego una carta
informativa a los padres (Apéndice I) y aquéllos que aceptaron que sus hijos

participaran en el estudio, firmaron un consentimiento informado (Apéndice II).

Tabla 3. Pardmetros establecidos para la escala de Tanner de desarrollo de

caracteres sexuales

Vello pubico (ambos) Genitales (hombres) Busto (mujeres)

Tanner | Sin vello pubico [10 Prepuberes, volumen No presentan tejido

afios y menores] testicular menor de glandular, la areola sigue el
1.5mL, pene de 3cm o contorno de la piel del pecho
menor [normalmente de 9 | [normalmente de 10 afios o
afios 0 menor] menor]

Tanner Il | Vello largo y fino con Volumen testicular entre Area pequefia rodea el tejido
ligera pigmentaciénen | 1.6 y 6 mL, la piel del glandular, areola empieza a
la base del pene y escroto se adelgaza, ensancharse [10a 11.5
escroto (hombres) o enrojece y cambia de afios]
en los labios mayores | tamafio. Longitud del
(mujeres) [10 a 11.5 pene sin cambios [9 a 11
afios] afos]

Tanner Il | El vello se vuelve mas | Volumen testicular entre 6 | La mama se hace mas
grueso y rizado y y 12 mL, el escroto se elevada y se extiende mas
comienza a agranda mas. El pene alld de los bordes de la
extenderse crece hasta cerca de 6 areola, que continua
lateralmente [11.5a 13 | cm[11 a 12.5 afios] ensanchandose pero sigue
afos] en el contorno mamario que

larodea[11.5 a 13 afios]

Tanner IV | El vello es de tipo Volumen testicular entre Hiperplasia e hipertrofia de la
adulto y alcanza la 12 y 20 mL, el escroto se | areola, la cual se pigmenta,
sinfisis del pubis, pero | agranda mas y oscurece. | aumenta rapidamente su
sin llegar al muslo El pene aumenta de didmetro y aparecen los
medial [15 afios o tamafio a 10 cm [12.5 a corpusculos de Morgagni. El
mas] 14 afios] volumen del busto inicia un

crecimiento mas acelerado.
[13 a 15 afios]

(Calzada-LeoOn y cols., 2001)

Se aplico un cuestionario (Apéndices Il, 1, IV y V) y se tomaron muestras
de sangre periférica de los nifios cuyos padres firmaron el consentimiento. De

éstos se seleccionaron individuos que cumplieran con los siguientes criterios:
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-Ser individuos no relacionados, es decir, sin parentesco.

-Ser adolescentes, es decir, que cumplieran con el valor de Il o mas dentro de la
escala de Tanner y/o al menos 12 afos de edad para el caso de los nifios que no

contaran con su clasificacion de Tanner (tabla 3).

Caracterizacion Bioquimica y Antropométrica

Las mediciones bioquimicas fueron realizadas en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y de la Nutricion “Salvador Zubiran” en un equipo
automatizado (Boehringer-Mannheim). Se midieron parametros bioquimicos
como HDL-C, glucosa, triglicéridos, colesterol total, LDL-C y se calcularon los

indices aterogénicos.

La hipoalfalipoproteinemia se defini6 como niveles de C-HDL menores de
35 mg/dL (Expert Panel on Integrated Guidelines for Cardiovascular Health and
Risk Reduction in Children and Adolescents, 2011), mientras que la
hipertrigliceridemia fue definida como niveles de triglicéridos mayores de 150
mg/dL (Zimmet y cols., 2007)

A su vez se midieron caracteristicas antropométricas como peso, talla,
cintura, cadera, porcentaje de grasa corporal, presion arterial y se calculo el

indice de masa corporal de cada individuo mediante la férmula:

~ peso (kg)

IMC= —————
altura® (m?)

La obesidad se definid de acuerdo al Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades como individuos con una percentila del IMC igual o mayor a la
percentila 95 (CDC, 2011)
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Extraccion de DNA

Se realiz6 a partir de leucocitos provenientes de sangre total con el kit
QIAmp 96 DNA (Applied Biosystems) de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Se realizaron diluciones de 10ng/mL para su uso posterior. A

continuacion se describe en breve la técnica de extraccion:

1. A cada uno de los 96 pozos de la placa anadir: 200 puL de sangre, 20 pL
de proteasa y 200 pL de solucién amortiguadora AL. Colocar tapas y
mezclar vigorosamente. Bajar con un pulso de centrifuga.

2. Incubar a 70 °C durante 15 a 30 minutos.

3. Agregar 200 puL de etanol absoluto, mezclar.

4. Pasar el volumen total a la placa con columnas y posicionarla sobre la
caja recolectora.

5. Cubrir pegando mica adherible.

6. Centrifugar a 3700 rpm por 12 minutos.

7. Adicionar solucion amortiguadora AW1, 500 uL y centrifugar a 3700 rpm
durante 8 minutos.

8. Adicionar solucion amortiguadora AW2, 500 pL y centrifugar a 3700 rpm
durante 15 minutos.

9. Agregar solucién amortiguadora de elucion AE o agua MilliQ 200 uL y
colocar sobre la placa colectora.

10. Centrifugar a 3700 rpm por 4 minutos.

Genotipificacion de la variante G-137T

El polimorfismo rs4897612 (G-137T) del gen VNN1 se genotipificd
utilizando sondas TagMan por PCR en tiempo real (LightCycler 480 Il, Roche).

Para verificar la confiabilidad del ensayo, se colocé un control positivo para cada
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genotipo, que consistieron en muestras secuenciadas para asegurar su genotipo

y un control negativo. La mezcla de reaccion consistio en:

1 Rx (ML)
Master Mix 2.5
Sonda 0.15
Agua 0.35
DNA 2

Y se llevé a cabo de acuerdo a las siguientes condiciones de reaccion:

Periodo Ciclos Temp (°C) | Tiempo
Preincubacion 1 95 10 min
95 10 seg
Amplificacion 40 60 1 min
72 1 seg
Enfriamiento 1 40 30 seg

Extraccion de RNA de leucocitos a partir de sangre periférica

La extraccion de RNA se efectué por el método de isotiocianato de
guanidina y fenol-cloroformo a partir de muestras de sangre periférica de

acuerdo con el siguiente procedimiento:

1. Centrifugar las muestras de sangre (3 ml) 20 min a 2200 rpm a
temperatura ambiente.

2. De las dos fases obtenidas, tomar la capa de leucocitos, localizada entre
el plasma y gldébulos rojos, y colocarlos en un microtubo de 1.5 ml .
Adicionar 750 pL de TRIzol.

3. Homogenizar utilizando un vortex durante 60 segundos; enseguida
adicionar 150 pl de cloroformo y homogenizar nuevamente 15 segundos

con vortex.
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4. Centrifugar a 14000 rpm durante 15 min a 4°C.

5. Se observan cuatro fases de abajo hacia arriba en el siguiente
orden:cloroformo, proteinas y eritrocitos lisados, capa delgada de DNA,
fase transparente que tiene RNA disuelto. Separar la fase que contiene
RNA vy transferirla a un microtubo nuevo cuidando no tomar DNA.

6. Adicionar 375 pL de isopropanol y mezclar por inversion. Incubar en hielo
30 min.

7. Centrifugar a 14000 rpm durante 10 min a 4°C. Desechar el sobrenadante
y resuspender el boton de RNA con 750 L de etanol al 75% para lavarlo.

8. Centrifugar a 14000 rpm durante 2 min a 4°C. Eliminar el etanol y repetir
el lavado.

9. Después de centrifugar por segunda vez, eliminar el etanol y secar el
botén 10 min a temperatura ambiente.

10. Resuspender el botdén en 25 uL de agua MilliQ.

11.Para eliminar el DNA residual se realiza un tratamiento con DNasa e

inhibidores de RNasa.

Tratamiento con DNasa

El tratamiento para eliminar el DNA residual se realizé con las siguientes

cantidades de reactivos:

1 Rx (uL)
Solucién amortiguadora de
incubacion
DNasa 1
Inhibidor 1
Agua 5
RNA cbp 10ug
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Cuantificacion espectrofotométrica del RNA y DNA

Se cuantifico el RNA y el DNA de cada muestra utilizando un equipo
NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 para conocer la concentracién obtenida
y verificar la calidad del DNA y RNA mediante la relacion de absorbancia
260/280

Electroforesis en gel de Agarosa

Se prepard un gel de agarosa al 1% de la siguiente forma: pesar 0.3 g de
agarosa y colocarla en 30mL de solucion amortiguadora TAE 1X. La corrida se
realiz6 durante 20 min a 65 mV para el RNA y 15 minutos a 70 mV para DNA. El
gel de agarosa permitio verificar la integridad del DNA observandose una banda
definida, mientras que para verificar la integridad del RNA extraido se

observaron las bandas correspondientes a los ribosomas 28s y 18s.

Sintesis de cDNA

Para realizar la sintesis de cDNA se utilizo el kit TagMan Reverse
Transcription Reagents (Applied Biosystems manufactured by Roche Molecular
Systems, Branchburg, New Jersey USA) y se prepar6 la siguiente mezcla de

reaccion:
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1IRx  (uL)
Solucion amortiguadora Tagman 10X 5
MgCl, 11
dNTPs 10
Hexameros 2.5
Inhibidor de RNasa 1
Transcriptasa reversa 1.25
Volumen de RNA para 1 pg + agua 19.25
TOTAL 50

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador (GeneAmp 9700, Applied

Biosystems) de acuerdo con las siguientes condiciones de reaccion:

Condiciones de reaccion

25 °C 10 min
48 °C 30 min
95 °C 5 min

Ensayos de expresion con PCR en tiempo real

El ensayo de expresion se realiz6 mediante PCR en tiempo real (Light
Cycler, Roche), preparando dos mezclas de reaccion, una para el gen de interés
(VNN1) y otra para el gen constitutivo, que en este caso se utilizdO B-actina
(Universal ProbeLibrary Human ACTB Gene Assay, Roche Diagnosis,
Indianapolis, USA). Para evaluar la reproducibilidad de los ensayos se utilizaron

controles inter-ensayos; asi como un control negativo.
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Condiciones de reaccion:

VNN1 1 Rx (uL)
LightCycler Master Mix 2.0
Oligonucledtido iniciador R 0.2
Oligonucledtido iniciador L 0.2
Sonda 80 0.1
cDNA 1.0
H20 6.5

Andlisis estadistico

B-actina 1 Rx (uL)

LightCycler Master Mix
Oligonucleotido iniciador B-actina
Sonda Bact

cDNA

H20

2.0
0.1
0.1
1.0
6.8

El analisis estadistico se realizo utilizando el programa SPSS 15.0 para

Windows. Se utiliz6 prueba de T para evaluar diferencias significativas de los

parametros metabolicos de acuerdo a género. Para evaluar la correlacion entre

los niveles de expresion de VNN1 y los parametros metabdlicos estudiados se

realizaron correlaciones bivariadas no paramétricas de Spearman. El efecto de la

variante G-137T sobre los parametros metabdlicos de interés se evalud

utilizando regresion lineal. Valores de p<0.05 fueron considerados significativos.
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Resultados

Durante la Convivencia Infantil de Verano 2010 de la Secretaria de Salud
se tomaron muestras de sangre periférica de 1049 nifios, de los cuales 120
adolescentes fueron seleccionados con base en la escala de Tanner
(presentando al menos nivel 1l). Las variables antropométricas y bioquimicas
estudiadas en la poblacion total (120 adolescentes), asi como por estratificacion
por género se muestran en la Tabla 4. El z-score del IMC, el peso corporal y los
niveles de glucosa fueron significativamente mas altos en el grupo de los nifios

que en las nifias (P=0.002, 0.005 y 0.0002, respectivamente).

Tabla 4. Parametros bioquimicos y antropométricos de acuerdo al género

Parametros Total (120) Nifios(52) Nifias(68) P
Edad (afios) 12.05+0.75 12.14+0.65 11.99+0.81 0.200
Z-score IMC 0.83+1.07 1.13+0.60 0.93+1.11 0.002
Peso (kg) 50.64+12.72 53.97+13.06 48.17+11.95 0.005
Glucosa (mg/dL) |89.40+8.17 92.17+7.41 87.33+8.13 0.0002
C-HDL (mg/dL) 44.49+11.04 43.45+9.42 45.27+12.10 0.313
ApoAl (mg/dL) 162.17+29.53 163.89+28.75 160.99+4.86 0.695
TG (mg/dL) 122.94+66.22 121.60+66.79 123.93+66.15 0.830
CT (mg/dL) 162.03+30.89 162.91+34.32 161.38+28.23 0.761
C-LDL (mg/dL) 92.94+23.52 95.12+24.42 91.30+22.83 0.321
Frecuencias n (%)

Obesidad 32 (26.3) 21 (40.9) 11 (15.9) 0.020
TG=2150 (mg/dL) |30 (25.3) 12 (24.2) 18 (26.1) 0.804
HDL<40 (mg/dL) |41 (34.2) 23 (44.2) 18 (26.5) 0.217

Los datos muestran medias + DE. IMC, indice de masa corporal; CT, colesterol total;

TG, triglicéridos; C-HDL, lipoproteinas de alta densidad. Valor de P para los parametros

obtenido mediante prueba de T y para las frecuencias mediante X2
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La media de los niveles de C-HDL fue menor en los niflos que en la nifias,
sin diferencias significativas (Tabla 4). Las graficas 1A y 1B muestran la
frecuencia de distribucién de los niveles de C-HDL estratificadas por género. El
44.2% de los nifios y el 26.5% de las nifias presentan niveles de C-HDL menores
a 40mg/dL, de los cuales 26.9% y 13.2% respectivamente tienen niveles entre 35
y 40mg/dL.
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Grafica 1A-B. Distribucion de los niveles de C-HDL en los adolescentes estudiados

estratificando por género.
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Debido a que la concentracion y calidad del RNA obtenido de 39 de las
120 muestras seleccionadas no fue la requerida para los andlisis de expresion
del gen VNNL1, se incluyeron solamente 81 muestras (37 nifios y 44 nifias). Los
resultados del andlisis de correlacién entre los niveles de expresion del gen
VNNL1 y las variables metabdlicas estudiadas se presentan en la Tabla 5. No se
observé correlacion significativa entre los niveles de C-HDL y la expresion de
VNN1, tanto en la muestra total como estratificada por género (Tabla 6). Sin
embargo, en el grupo de las niflas se encontré6 una correlacion positiva y
significativa de los niveles de expresion de VNN1 con el z-score del IMC
(P=0.049, Tabla 6).

Tabla 5. Analisis de correlacién entre los niveles de expresion de VNN1 y

los pardmetros metabdlicos estudiados

Niveles de RNAmM de VNN1

Parametros metabdlicos n r P
IMC z-score 80 0.091 0.421
Peso (kg) 80 0.041 0.716
Glucosa (mg/dL) 81 -0.128 0.255
C-HDL (mg/dL) 81 0.044 0.696
ApoAl (mg/dL) 66 -0.088 0.482
Triglicéridos (mg/dL) 81 -0.083 0.462
Colesterol total (mg/dL) 81 -0.074 0.513
C-LDL (mg/dL) 76 -0.070 0.549
IMC, indice de masa corporal ; C-HDL, Colesterol HDL; C-LDL, Colesterol
LDL
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Tabla 6. Andlisis de correlacion entre los niveles de expresion de VNN1 y los

parametros metabdlicos estudiados por género

Niveles de RNAmM de VNN1

Nifios Nifias

Parametros n r P n r P

z-score IMC 36 0.022 0.900 44 0.298 0.049
Peso (kg) 36 -0.033 0.848 44 0.220 0.151
Glucosa (mg/dL) 37 -0.209 0.215 44 0.085 0.845
C-HDL (mg/dL) 37 -0.091 0.593 44 0.093 0.559
ApoAl (mg/dL) 27 -0.069 0.734 39 -0.038 0.819
Triglicéridos (mg/dL) 37 -0.195 0.246 44 0.000 1.000
CT (mg/dL) 37 -0.287 0.085 44 0.173 0.262
C-LDL (mg/dL) 34 -0.170 0.335 42 0.073 0.647

IMC, indice de masa corporal ; C-HDL, Colesterol HDL ; C-LDL, Colesterol LDL

Variante G-137T y su asociacion con los niveles de expresion de VNN1
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Gréfica 2. Genotipificacién de la variante

G-137T (n=81)

El anélisis de discriminacién

alélica para la genotipificacion de

la  variante
identificar
homocigotos
heterocigotos

homocigotos

frecuencia del

G-137T
45 individuos
GG (56%), 30
GT (37%) y 6
TT  (7%): La
alelo T fue del

permitio

25.9% y tanto la muestra total

como estratificada siguieron el

equilibrio

de

Hardy-Weinberg

(P>0.05). En todos los ensayos de

genotipificacion

se incluyeron
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controles positivos previamente
secuenciados para los distintos
genotipos 'y  negativos de
amplificacion, los cuales resultaron

de acuerdo a lo esperado.

De manera interesante, se
observd que los adolescentes
portadores del genotipo TT
presentan niveles de expresion de
VNNL1 significativamente menores
gue los portadores tanto de los
genotipos GT como GG (P=
3.9X10° y 1.03X107,
respectivamente), sugiriendo que
este efecto es dependiente de la

dosis alélica (Grafica 3).

Debido a que no se
observaron diferencias
significativas entre los niveles de
expresion de VNN1 al comparar
los genotipos GG vs. GT, se
propuso un modelo recesivo
(GG+GT vs. TT), como el mas
adecuado para evaluar el efecto
de la variante G-137T sobre
distintos parametros metabdlicos
(Gréfica 4).
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Gréfica 3. Asociacion de los niveles de

expresion de VNN1 en los genotipos de la
variante G-137T
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Gréfica 4. Asociacion de los niveles de

expresion de VNN1 con la variante G-137

bajo el modelo recesivo
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Tabla 7. Asociacién de la variante G-137T en un modelo recesivo con

parametros metabdlicos de interés

Parametros Efecto (EE) P pe
z-score IMC -0.071 (0.473) 0880 | = -
Peso (kg) 4.315 (5.229) 0412 | -
Glucosa (mg/dL) 0.493 (3.572) 0.891 0.860
C-HDL (mg/dL) -6.347 (5.005) 0.209 0.158
ApoAl (mg/dL) -0.192 (12.744) 0.988 0.963
TG (mg/dL) 32.593 (28.441) 0.255 0.205
CT (mg/dL) 2.240 (14.458) 0.877 0.951
C-LDL (mg/dL) -4.625 (11.445) 0.687 0.900

Los valores de efecto se presentan como efecto por la presencia de TT
y error estandar (EE). ? Ajustado por z-score del IMC. nGG+GT=75,
nTT=6

En la Tabla 7 se muestran los resultados de la asociacion de la variante
G-137T con los distintos parametros metabdlicos estudiados. Se observé que el
genotipo TT disminuye 6.3 mg/dL los niveles de C-HDL; sin embargo, este
resultado no fue significativo (P= 0.158). Al estratificar por género, el genotipo TT
se asocié de manera significativa con un menor z-score del IMC solamente en
las niflas (P=0.013, Tabla 8).
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Tabla 8. Asociacion de la variante G-137T en un modelo recesivo con parametros metabdlicos de interés
de acuerdo a género

Nifios (37) Nifias (44)
Parametros Efecto (EE) P pe Efecto (EE) P p?
z-score IMC 0.718 (0.518) 0175 | - -1.985 (0.764) 0.013 | -
Peso (kg) 11.656 (6.501) 0.082 | - -13.143 (8.164) 0.115 | -
Glucosa (mg/dL) 0.644 (4.123) 0.877 0.958 -3.976 (5.726) 0.491 0.757
C-HDL (mg/dL) -4.894 (5.608) 0.389 0.753 -7.286 (9.286) 0.437 0.115
ApoAl (mg/dL) 2.185 (15.878) 0.892 0.631 -6.838 (22.231) 0.761 0.291
TG (mg/dL) 37.045 (40.128) 0.362 0.678 13.714 (42.969) 0.751 0.798
CT (mg/dL) 2.894 (21.918) 0.896 0.919 -2.524 (19.705) 0.899 0.635
C-LDL (mg/dL) -10.495 (17.763) | 0.559 0.724 2.050 (14.990) 0.892 0.609

Los valores de efecto se presentan como efecto por la presencia de TT y error estandar (EE).  Ajustado

por z-score del IMC. Nifios nGG+GT=33 , nTT=4 ; nifias nGG+GT=42 , nTT=2
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Discusién y conclusiones
Epidemiologia

Diversos estudios epidemiolégicos han mostrado una alta prevalencia de
enfermedades metabdlicas asociadas a la obesidad desde la infancia (Saland,
2007, Nathan, 2008). En este estudio en adolescentes se encontré6 una
frecuencia del 26.3% de obesidad, la cual fue significativamente mas alta en
nifios que en nifias (40.9 vs. 15.9%, respectivamente). De manera interesante, la
frecuencia de obesidad observada en este estudio fue mayor a la reportada por
la ENSANUT 2006 para este grupo etario, pero similar a la observada en otros

trabajos de poblacion infantil de la Ciudad de México (Posadas-Sanchez, 2007).,

Una de las complicaciones metabodlicas mas comunes de la obesidad es
la alteracion del perfil lipidico, siendo de particular interés para este estudio la
variacion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL). La frecuencia de sujetos
con niveles bajos de HDL (<40 mg/dL) fue del 34% en la poblacion de estudio,
siendo mas frecuente en los niflos que en las nifias (44.2 vs. 26.5%,
respectivamente). Para comparar estos resultados con el Gnico estudio previo en
adolescentes mexicanos, también se utiliz6 el corte de <35 mg/dL (como
definicion de niveles bajos de C-HDL), encontrando una frecuencia de 14.9%, un
valor similar al 15.1% observado por Posadas-Sanchez y col. 2007 en una
muestra de adolescentes de la Ciudad de México. La prevalencia de niveles
bajos de C-HDL obtenida es méas alta que la que se presenta en otras
poblaciones adolescentes, incluyendo poblaciones de origen europeo y africano
(Dumitrescu, 2011).

Expresion de VNN1 y niveles de C-HDL

En el presente trabajo se analizaron los niveles de expresion del gen
VNNL1 y su relacion con parametros metabdlicos, en particular con los niveles de

C-HDL. Sin embargo, a diferencia de lo reportado en poblacion adulta mexico-
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americana, donde la expresioén de VNN1 correlacioné con los niveles de C-HDL
(Goring, 2007), en este estudio no se observé correlacion entre los niveles de
expresion de VNNL1 y los niveles séricos de C-HDL. La falta de réplica se puede
deber al tamafio reducido de la muestra estudiada y/o probablemente puede ser
causada por la diferencia cronoldgica en la maduracion sexual; los cambios
hormonales en la adolescencia pueden enmascarar la posible correlacién entre
los niveles de expresion y el C-HDL en la muestra estudiada (Landazuri y cols.,
2009). Sin embargo, es de llamar la atencién que en una muestra de poblacion
infantil, analizada previamente por nuestro grupo de investigacion, se replico la
correlacion positiva observada en adultos entre los niveles de expresion de

VNNL1 y los niveles séricos de C-HDL (Jacobo-Albaveray cols., 2012).

Por otra parte, los niveles de expresion de VNN1 correlacionaron de
manera positiva y significativa con el z-score del IMC Unicamente en las nifias
adolescentes. Interesantemente, en poblacion infantil también se encontré una
correlacion del z-score del IMC con los niveles de expresion de VNNL1 vy al igual
gue en poblacion adolescente, esto se presenta Unicamente para el género
femenino, aunque la correlacion establecida fue en sentido contrario a la
observada en los adolescentes (Jacobo-Albavera y cols., 2012). En el trabajo
realizado en adultos mexico-americanos sélo se muestran resultados con los
niveles de C-HDL(GOoring y cols., 2007), por lo que no fue posible comparar

nuestros resultados de otras variables bioquimicas o antropométricas.

Polimorfismo G-137T y expresion de VNN1

Los adolescentes portadores del genotipo TT de la variante G-137T
mostraron niveles mas bajos de expresion de VNN1 que los otros genotipos, lo
cual es congruente con lo observado en poblacion adulta Mexico-Americana y
poblacion infantil (Goéring y cols., 2007, Jacobo-Albavera y cols., 2012), esto
sugiere que el efecto de la variante sobre los niveles de expresion se mantiene a

lo largo del desarrollo.
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Los resultados de este estudio confirman la importancia de la variante G-
137T en la regulacion de la expresion de VNN1. Este cambio de base se localiza
en un sitio de unién, elemento de respuesta, para el factor de transcripcion Spl
(Stimulating protein 1) que reconoce secuencias ricas en G (Goring y cols.,
2007). Esto nos habla de una regulacién en cis de la expresion del gen, a través
de un cambio en la secuencia en la region promotora del gen que modifica la

transcripcion (Figura 4).

@\ VNN1

// /
// - GGG/TAG:---/,
/7 / /

-137 0

Figura 4. La variante G-137T se localiza en el promotor de VNN1 dentro de un elemento

de respuesta para Sp1, un factor de transcripcién que reconoce secuencias ricas en G.

Polimorfismo-fenotipo

La presencia de la variante no se asocié de manera significativa con los
niveles de C-HDL en los adolescentes. Sin embargo, en nifias de 6 a 8 afios se
ha reportado que el genotipo TT se asocia a niveles menores de C-HDL (Jacobo-
Albavera y cols., 2012). Los niveles de C-HDL se modifican a lo largo del
desarrollo; durante la infancia los nifios presentan niveles mas elevados de C-
HDL que las nifias. Este comportamiento se modifica a partir de la adolescencia
debido principalmente a cambios hormonales entre los 10 y 11 afios, a la
maduracién gonadal y a la produccién de hormonas sexuales a partir del
colesterol, disminuyendo los niveles de C-HDL en los varones (Landazuri y cols.,
20009).
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A pesar de no haber observado asociacion con los niveles de C-HDL en la
muestra total o estratificada por género, es de llamar la atencion que la nifias
portadoras del genotipo TT mostraron asociacion con valores menores de z-
score del IMC. Este parametro es utilizado en vez del IMC principalmente en
poblaciones de edades tempranas que aun se encuentran en etapa de
desarrollo, ya que considera la edad y el género. Sin embargo este resultado
debe tomarse con cautela, considerando que debido a la baja frecuencia del
alelo T sélo se cuenta con dos portadoras del genotipo TT; para confirmar este

hallazgo, es necesario incrementar el tamafo de la muestra en estudio.

Figura 5. Las portadoras del genotipo
. TT del polimorfismo G-137T
genotipo) g | |
T T presentan los niveles mas bajos de
expresion. Al mismo tiempo el

Es claro que en este estudio, el género es un factor importante a

genotipo TT tiene un efecto de
disminucion sobre el z-score del IMC,
lo cual es congruente con la
correlacion positiva entre los niveles
de expresion de VNNL1 vy el z-score
del IMC.

considerar, ya que la distribucién y utilizacion de lipidos son diferentes de
acuerdo éste (Sugiyama y cols., 2012). Este tipo de asociaciones especificas por
género, han sido previamente observadas para otros genes, por ejemplo el gen
ABCAS8, que se asocia a algunos pardmetros del perfil lipidico sélo en mujeres
(Teslovich y cols., 2010). Ademas, para otros genes como el de la prolactina y el
receptor de leptina, se ha reportado asociacion con el IMC solamente en
hombres o mujeres, respectivamente (Nilsson y cols., 2011;Riestra y cols.,
2010).

Los resultados obtenidos sugieren que VNN1 tiene un efecto sobre el
IMC, por lo que es probable que este gen participe en los procesos de regulacion
de acumulacién de grasa. A este respecto, en un estudio de expresién génica
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global en un modelo de ratdn se encontraron evidencias que sugieren que VNN1

podria ser considerado como un gen candidato para la obesidad (Schadt y cols.,

2005).

Tabla 9. Comparacion de los resultados obtenidos en diferentes trabajos de VNN1
con relacién a los niveles de expresion, C-HDL y el IMC.

Nifios (Jacobo- | Adolescentes Adultos
Albavera y cols., (Presente (Goring y cols.,
2012) estudio) 2007)
Genotipo TT Genotipo TT rEel guelzcrzpo
Expresion | presenta menor | presenta menor g L
expresion expresion expresion de
VNN1
Variante Genotino TT
G-137T Genotipo TT tenzlerI]F::ia a
i HDL disminuye HDL . No se especifica
o niveles menores
en nifias -
en las niflas
Genotipo TT Genotipo TT
IMC N
aumenta el IMC | disminuye IMC 0 reportado

En conclusion, la expresion del gen VNN1 y la variante G-137T modulan

el IMC en las adolescentes; esto es congruente con la asociacion especifica por

género reportada en poblacion infantil (Tabla 9), por ello se requiere ampliar la

muestra para confirmar estos hallazgos y verificar que en los adolescentes, el

gen VNN1 no presenta efectos sobre los niveles de C-HDL.
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Apéndices

Apéndice |
CARTA INFORMATIVA

Como parte del proyecto de investigacion titulado “IDENTIFICACION DE GENES
ASOCIADOS AL DESARROLLO DE LA OBESIDAD EN LA POBLACION
MEXICANA”, se realizd un estudio en nifios y nifias que asistieron a la Convivencia
Infantil 2008, 2009 y 2010 que organiza la Secretaria de Salud. Los resultados obtenidos
mostraron que casi el 50% de los nifios participantes presentan sobrepeso u obesidad,
siendo esta prevalencia ain mayor a la observada a nivel nacional. Ademas, alteraciones en
los niveles de triglicéridos y colesterol fueron identificadas en méas del 30% de estos nifios.

Por lo que considerando la alta prevalencia de sobrepeso y obesidad observada en los nifios
y nifias participantes de la Convivencia Infantil de la SSA, y con ello, el riesgo elevado que
tienen estos infantes de presentar obesidad en la edad adulta, asi como trastornos
metabdlicos asociados a la obesidad tal es el caso de la hipertension, dislipidemias
(alteraciones en los niveles de colesterol y triglicéridos), hiperinsulinemia y alteracion del
metabolismo de la glucosa (diabetes), entre otros. Este afio, la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran en
colaboracidon con la Direccion General de Recursos Humanos de la Secretaria de Salud les
invita nuevamente a los padres de familia o tutores a participar en este proyecto.

Es importante mencionar que gracias a su participacion y los resultados obtenidos en el
estudio, se han podido realizar modificaciones en el programa de la Convivencia Infantil,
dirigidas todas ellas a mejorar la salud y bienestar de nuestros nifios. Sin embargo, es
necesario continuar evaluando los factores de riesgo metabdlico, por lo que la participacién
de todos los nifios y nifias que asisten a este evento es de de gran relevancia
(independientemente de su peso y talla).

Objetivo del estudio: Evaluar la prevalencia de obesidad y otros factores de riesgo
metabolico asociados; e identificar genes asociados al desarrollo de la misma en poblacion
infantil mexicana.

Disefio del estudio
Una vez informado el padre o tutor del nifio(a) y que este proporcione el consentimiento de

participacion de su hijo (a) en la investigacion:

1. Se le pedira que conteste un cuestionario sobre aspectos relacionados con actividad
fisica, habitos alimentarios (recordatorio de 24 hrs), y uso de medicamentos de su
hijo (a) asi como sobre el estatus socioeconémico familiar.
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Como parte del cuestionario se pediran datos que permitan localizar a las personas
en el futuro, ya que se realizara la misma evaluacion cada afio (durante 3 afios
consecutivos) con el fin de verificar nuevamente el estado de salud de la poblacion
infantil.

2. Al nifio (a) se le mediran los siguientes parametros antropométricos: peso, estatura,
circunferencia de cintura, de cadera y de mufieca; asi como la presion arterial.

3. Se le medirad el porcentaje de grasa corporal a través impedancia (método no
invasivo y estandarizado).

4. Se le realizara una sola puncion venosa en la que se extraeran 15 ml. de sangre para
determinar el perfil de lipidos (concentraciones plasmaéticas de colesterol total,
HDL, LDL vy triglicéridos), estos resultados seran enviados a los padres o tutores al
final de la Convivencia. LA TOMA DE MUESTRA SERA REALIZADA POR
PERSONAL ALTAMENTE CALIFICADO DE LA SECRETARIA DE SALUD
PARA ESTUDIOS EN NINOS.

-Todos estos examenes se consideran inofensivos y son procedimientos de rutina.

-En caso de cualquier dudas o comentarios, el padre o tutor podra comunicarse con los
Investigadores responsables del Proyecto: Dr. Samuel Canizales, M. en C. Blanca
Estela Lopez Contreras y M.en C. Olimpia Arellano al teléfono 56 55 00 11.

Criterios de inclusion:

El estudio se realizara en individuos que cubran los siguientes criterios:
1. Edad de 6 a 16 afios.

2. No padecer enfermedades crénicas (principalmente céancer y enfermedades

mentales).
Criterios de exclusion:

1. Presentar enfermedad hepatica, hipotiroidismo, albuminuria, niveles elevados de
creatinina en suero (>2 mg/d).

2. Estar bajo terapia hormonal

3. Cualquier evento agudo como cirugia, infeccidn, etc.

4. Pacientes que no deseen participar en el estudio.

Beneficios esperados

Los padres de los nifios (as) obtendran un diagndstico nutricional y examenes de
laboratorio gratuitos que incluyen glucosa y perfil de lipidos completo. Asimismo, se dara
atencion nutricional en caso de requerirla.

Se espera que los resultados de este estudio proporcionen informacion sobre la
participacion de distintos genes de susceptibilidad relacionados a la obesidad en la
poblacion mexicana.
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Riesgo para el paciente

El proyecto ha sido registrado y aceptado por el comité de investigacion del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), con el nimero
de referencia 1733.

El estudio esta considerado de riesgo minimo segun la Ley General de Salud debido a la
realizacion de una puncién venosa para la toma de una muestra de 15 ml de sangre, la cual
podria provocar un pequefio moretdn o dolor; sin embargo, estos efectos se minimizan al
usar la técnica estandarizada y personal altamente capacitado en el manejo y toma de
muestras en poblacion infantil.

La investigacion no generara costo alguno para los participantes y éstos no recibiran
remuneracion alguna por su participacion en el protocolo.

Pablo Ivan Aguayo de la Rosa 42



Apéndices

Apéndice Il

ANEXO 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

IDENTIFICACION DE GENES ASOCIADOS AL DESARROLLO DE LA
OBESIDAD EN LA POBLACION MEXICANA

Yo declaro libre 'y
voluntariamente que

sI ACEPTO [ ]

NO ACEPTO|[ |
que mi hijo participe en el

proyecto para estudiar los genes asociados al desarrollo de obesidad en poblacién
mexicana, que se realiza a través de la colaboracion entre el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran y la Secretaria de Salud. También es
de mi conocimiento que puedo retirar este consentimiento en cualquier momento si asi
lo deseo.

Entiendo que la muestra de sangre que done mi hijo para el proyecto (la cual se
tomara en el Deportivo del Sindicato Nacional de Trabajadores al Servicio del Estado)
servira para determinar distintos factores de riesgo cardiometabdlicos que aparecen
desde edades tempranas, y que aumentan el riesgo a desarrollar obesidad y diabetes
tipo 2 en el adulto; asi como para estudiar los genes que pudieran estar relacionados
con la obesidad y co-morbilidades asociadas. Se me ha explicado que esto no
representa un riesgo adicional para la salud de mi hijo. También se me ha explicado
que en el futuro, este estudio podria ayudar a identificar posibles formas de
prevencion, tratamiento y mejora de la calidad de vida de individuos con obesidad.
Estoy consciente de que los resultados de la investigacion son confidenciales y que se
contestaran todas las dudas que pueda tener sobre el estudio.

Firma del Padre o Tutor

Firma del Investigador

Testigo 1 (firma)

Testigo 2 (firma)

México, D. F. a de del
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CUESTIONARIO PARA PADRES XXXVIII CONVIVENCIA INFANTIL

FAVOR DE NO USAR EL ESPACIO CON[ ] SOMBREADO.

IDENTIFICACION DEL NINO
Nombre completo del nifio (a):

1. Sexo: Masculno( ) Femenino( ) L]

2 Edad: afios meses I I |

3. Fecha de nacimiento: / / I I |
dia mes afio

4. Persona que informa: 1.madre( ) 2.padre( ) 3.tutor( ) 4.abuelo(@) ( ) 5.otro( ) g

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES DEL NINO. Favor de anotar una v dentro del paréntesis.
1.8l 2. NO 3.NO SABE

madre ( )
> . padre

5. Quién padece sobrepeso u obesidad:

abuela/o

hermano/a

madre

" ] . padre

6. Quién padece Diabetes tipo 2

abuela/o

hermano/a

madre

> . L, . padre

[7. Quién padece Hipertension arterial

abuela/o

hermano/a

madre
y padre

8. Quién padece o ha muerto por Enfermedades del coraz

abuela/o

hermano/a

madre
I padre

9. Quién tiene el Colesterol alto

abuela/o

hermano/a

madre

adre
10. Quién padece (padecio) algun tipo de cancer P
abuela/o

~ ~ o~~~ I~~~ ~ N~~~ ~~R~~~|~~~~~}~~ ~
N = NN N N N = N N
~ A~ A~ -~~~ ~ N~~~ AN~~~ ~~ I~~~ ~
R N N N N N N N T NN N NN N
~ A~ e~ -~~~ ~~ N~~~ N~ ~~A~~~ "~~~ ~ ~

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

hermano/a

CCCCCCCECECECECECECECELE

IANTECEDENTES PERSONALES DEL NINO (A). Favor de colocar una v'  dentro del paréntesis.
JL1. En qué semana del embarazo nacio el nifio (a): LI
|12. ¢La madre cursé con diabetes gestacional? 1Sl 2.NO 3.NO SABE
() () () L
|13. ¢Cual fue el peso al nacer del nifio (a)? kg.
|14. ¢H nifio o nifia fue amamantado alguna vez? 1Sl 2.No 3.NO SABE
() () () [
Ji5. ¢ Cuanto tiempo fue amamantado? [ IL_IM
|16. ¢A qué edad el nifio(a) comenz6 a tomar leche diferente a la materna? meses [ I 1™
7. ¢A qué edad el nifio (a) comenz6 a comer alimentos diferentes a la leche como verduras, frutas,
ereales,etc.? meses LM
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CUESTIONARIO PARA PADRES XXXVIII CONVIVENCIA INFANTIL

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS DEL NINO (A). Favor de colocar una v'dentro del paréntesis.

[18.¢H nifio (a) padece alguna enfermedad crénica? 1Sl 2.No 3.NO SABE

() () () [ 1]
[19. ¢ Cudl?
P0. ¢ Toma algiin medicamento para este padecimiento? 1Sl 2.NO 3.NO SABE

() () () L]
P1. ;Cudl?
P2. ¢H nifio (a) ronca cuando duerme? 1Sl 2.NO 3.NO SABE

() () () L]
P3. ¢;Duerme con facilidad estando sentado durante el dia? LSl 2.No 3.NO SABE

() () () L]
P4. ;Existen alteraciones del ciclo menstrual (frecuencia, ritmo, 1.SI 2.NO 3.NO SABE
furacion)? () () () L]

DATOS SOCIOECONOMICOS. Favor de colocar una v dentro del paréntesis.
25. Nombre de la madre: Edad: afos LI
26. (Asistio a la escuela? 1sI( ) 2.NO( ) Pase alapregunta 28
1.Primaria ()

2.Secundaria ()

i . 3.Preparatoria/técnica ()
27. Nivel de estudios: , L1
4.Profesional ()

5.Posgrado ()

6.0tro( )
28. Nombre del padre: Edad: __ afios LI
29. ¢Asistio a la escuela? 1Si( ) 2.NO( ) Pase alapregunta 31 ]
1.Primaria ()

2.Secundaria ()

' . 3.Preparatoria/técnica ()
30. Nivel de estudios: , L1
4.Profesional ()
5.Posgrado ()

6.0tro( )

31. Nimero de personas que habitan la vivienda: [ I[ ]

32. ¢Cudl es el ingreso familiar mensual?

NO LLENE LA SIGUIENTE SECCION, ESTAS SERAN RESPONDIDAS POR EL PERSONAL DE SALUD .

ANTROPOMETRIA

33. Peso: kg 37. Circunferencia cadera: cm
34. Talla: cm 38. Presion Arterial: mmHg
35. Circunferencia mufieca: cm 39. Resistencia:

[36. Circunferencia cintura: cm 40. Reactancia:
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Indique con una

el dia que registrara: Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes

INSTRUCCIONES: Por favor anote con el mayor detalle posible, TODOS los alimentos que consume su hijo (a) en el dia elegido EN CADA UNA DE
LAS COMIDAS DEL DIiA, asi como los alimentos consumidos ENTRE LAS COMIDAS. No olvide anotar las cantidades aproximadas de aziicar,
refrescos, galletas, chocolates, helados, agua endulzada, jugos, paletas, chicharrones, dulces, asi como los alimentos que consume en LA ESCUELA

O EN LA CALLE.

EJEMPLO: 250 ml de leche descremada con 2 cdas. de chocomilk, 1 pieza de pan dulce, 2 huevos estrellados con 1 cdita. de aceite de maiz, 2

tortillas de maiz, 1 naranja, 1 paleta de caramelo tutsi-pop, 1 lata de coca-cola, 4 tazas de palomitas de maiz.

Tiempo de comida

Alimentos consumidos

Cantidad de Alimento

Horario

DESAYUNO

Lugar

Horario

MEDIO DIA

Lugar

Horario

COMIDA

Lugar

Horario

MEDIA TARDE

Lugar

Horario

COMIDA

Lugar

CUESTIONARIO DE FECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

Favor de anotar en el paréntesis (

) la letra que corresponda a lo que su hijo (a) consume habitualmente

A. Nunca o menos de 1vez al mes

E. 5-6 veces ala semana

F.1vezal dia

B. 1-3 veces al mes

C.1lvezalasemana

G. 2-3veces al dia

D. 2-4 veces alasemana

H. 4 6 mas veces al dia

1]JUn vaso de leche entera ( ) 19]Chorizo o longaniza ( )
2]Queso manchego o Chihuahua ( ) 20|Pescado ( )
3]Margarina (afiadida a tus alimentos) ( ) 21|Carnitas ( )
4]Mantequilla (afiadida a tus alimentos) ( ) 22|Barbacoa ( )
5JUn vaso con jugo de naranja o toronja ( ) 23|Sopes o quesadillas ( )
6)Jitomate crudo o en ensalada ( ) 24fHamburguesa ( )
7|Papa o camote ( ) 25|Hot dogs ( )
8|Papas a la francesa ( ) 26|Pizza ( )
9]Lechuga, espinacas u otra verdura de hoja verde ( ) 27|Pan de dulce ( )
10JAguacate ( ) 28|Cereales de caja (tipo hojuelas de maiz, zucaritas, cornpops) ( )
11fFrijoles ( ) 29|Hot cakes ( )
12JHuevo ( ) 30jRefresco de cola (Coca Cola o Pepsi Cola, que no sea de dieta) ( )
13]Pollo ( ) 31|Frutsi o boing ( )
14jJamén ( ) 32]Ate, miel, mermelada, cajeta o leche condensada ( )
15]Carne de res ( ) 33]Tablilla de chocolate (tipo Hershey, Tin Larin, etc) ( )
16]Carne de cerdo ( ) 34fFrituras (sabritas, doritos, fritos, sabritones, cazares, chicharrones) ( )
17]Atdn ( ) 35]Pastelito con relleno cremoso (gansito, submarino, pingilino, etc.) ( )
18]Salchichas ( ) 36]Galletas (tipo lords, chokis, barritas, canelitas, etc.) ( )
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Apéndice IV

(1) Nada

(2) Menos de media hora a la semana

(3) De mediia hora a 2 horas a la semana
(4) De 2 a 4 horas a la semana
(5) Dedashoras ala semana
{(6) 6 & mas horas a la semana

JUGAR FUTBOL

JUGAR VOLEIBOL

ANDAR EN BICICLETA

PATINAR O ANDAR EN PATINETA

JUGAR BASQUETBOL

BAILAR (incluyendo clases de baile como ballet, jazz, hawaiano)

LIMPIAR O ARREGLAR SU CASA

CAMINAR

CORRER

HACER GIMNASIA, AEROBICS, ETC.

NADAR

TENIS, FRONTENIS O FRONTON

JUEGOS COMO ENCANTADOS, HOYO, BOTE PATEADO, ETC

OTRA ACTIVIDAD O DEPORTE (especifique cual)

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

¢(PARTICIPO EN ALGUN EQUIPO DEPORTIVO DENTRO O FUERA DE LA ESCUELA?

(1) Nada
{2) Mencs de media hora al dia
{3) De media hoia a 2 horas al dia
{4) De 2 & 4 horas al dia
(5) De 4 a 6 horas al dia
(6) 6 6 mas horas al diz

{
{
{
{
{
{
{
{
{
{
{
{
{
{
{

;Engué depate?

{

1Sl

}NO

LUNES

MARTES

MIERCOLES

VIERNES

SABADO

)
€
€
JUEVES ()
€
C
€ )

DOMINGO
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(1) Nada (2 ) Mencs de unahora (3) De 1a2horas (4)De2a 3 horas
{5)De4a5 horas (6)De6a7 horas (/)86 mas horas
EN UN DiA ENTRE SEMANA, CUANTAS HORAS VE PELICULAS O VIDEO EN DVD? { )
EN UN DiA ENTRE SEMANA z,CUANTAS HORAS JUEGA VIDEOJUEGOS (X-BOX, WI, { )

ROCK BAND, ETC), U OTROS JUEGOS DE VIDEO O COMPUTADORA?
EN UN DIA DE FIN DE SEMANA ;CUANTAS HORAS VE PELICULAS O VIDEOS EN DVD? | { )
EN UN DIA DE FIN DE SEMANA ; CUANTAS HORAS JUEGA VIDEO JUEGOS (X-BOX, WI, | { )
ROCK BAND, ETC), U OTROS JUEGOS DE VIDEO O COMPUTADORA?

. CUANTAS HORAS USA PARA HACER SU TAREA Y/O LEER
UN DIiA ENTRE SEMANA?

) Ninguna
) Menos de media hora

) De 1 a2 horas al dia

) 3 6 mas horas al dia

EN UN DIA DE ENTRE DE SEMANA ) Nada
¢CUANTO TIEMPO PASA SENTADO EN COCHE, CAMION O PESERO? ) Menos de 1 hora
) 1-2 horas
) 2-3 horas
) 3-4 horas

) 4 6 mas horas
) Antes de las 6
)Entre6y 7
)Entre7y8
)Entre8y9

) Entre 9y 10

) Entre 10y 11

) Después de las 11

¢A QUE HORA SE DUERME NORMALMENTE ENTRE 5 EMANA?

¢ CUANTAS HORAS USA PARA HACER SU TAREA Y/O PARA LEER
EN UN DIA DE FIN DE SEMANA?

) Ninguna
) Menos de media hora
) De 1 a 2 horas al dia

) 3 6 mas horas al dia

EN UN DIA DE FIN DE SEMANA ) Nada
¢ CUANTO TIEMPO PASA SENTADO EN COCHE, CAMION O PESERO? ) Menos de 1 hora
) 1-2 horas
) 2-3 horas
) 3-4 horas

) 4 6 mas horas
) Antes de las 6
)Entre6y7
)Entre 7y 8
)Entre 8y 9

) Entre 9y 10

) Entre 10y 11

) Después de las 11

¢A QUE HORA SE DUERME NORMALMENTE LOS DIAS DE
FIN DE SEMANA?

~ o~ ~ ~ ~ ~ ~ |~ ~ N~~~ N~~~ NN~ N N NN NN~ ~N N~ N N~~~ ~
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Debido a que las complicaciones asociadas a la obesidad como son el sindrome metabdlico, la resistencia a la insulina,

entre otros, aumentan durante la adolescencia. Se les solicita a los padres de familia llenar el siguiente cuestionario que

nos permitira evaluar la etapa de desarrollo en la que se encuentra su hijo o hija.

1. Si se trata de una nifia, ¢ha presentado su primera menstruacion?  1.SI( )

2. ¢A qué edad la presentd? afios

2.NO() 3.NOSABE( )

meses

Con ayuda de las figuras de abajo ubique en qué etapa de desarrollo se encuentra su nifio(a) y marquelo con una X:

TANNER hombre

ETAPA 1
Vello y genitales infantiles

ETAPA 2
Aumento de los testiculos
Vello escaso en la base del pene

ETAPA 3
Agrandamiento del pene
Escroto rugoso y pigmentado

ETAPA 4
Aumento de los testiculos y glande
Pigmentacién escrotal
Vello de tipo adulto

ETAPAS
Genitales de tipo adulto
Vello adulto, extensién a muslos y linea alba
Vello de tipo adulto
TANNER mujer

ETAPA 1
Mamas infantiles
Vello infantil

ETAPA 2
Brote mamario. Areolas y pezones
Vello escaso en los labios.

ETAPA 3
Elevacién de mamay areola
Vello pubico rizado y oscuro

ETAPA 4

Areola y pezén forman un monticulo secundario que se
proyecta desde el contorno de la mama que rodea
Vello de tipo adulto, pero cubre menor area

ETAPA 5
Desarrollo mamario total
Vello adulto, extensidn a cara interna de muslos

Cambios en el vello y genitales

R

|

!
B o ‘
Lk

Cambios en los senos
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate whether Vanin 1 (VNN1) gene expression levels and the G-137T
polymorphism are associated with high density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels and other

metabolic traits in Mexican prepubertal children.

STUDY DESIGN: We investigated 224 unrelated Mexican-Mestizo children aged 6-8 years (107
boys and 117 girls). The G-137T variant (rs4897612) was genotyped and VNN1 mRNA

expression levels were quantified in peripheral blood leukocytes.

RESULTS: In the total population, the T-allele was associated with lower VNN1 mRNA
expression levels (P=2.7 x 10°), decreased HDL-C levels (B= -6.19, P=0.029) and with higher
body mass index (BMI) z-score (= 0.48, P=0.024). Moreover, in girls VNN1 expression showed
a positive correlation with HDL-C levels (r>= 0.219; P=0.018) and a negative correlation with

BMI z-score (r’= -0.256; P=0.005).

CONCLUSION: Our data suggest that VNN1 gene expression and the G-137T variant affect
BMI and lipid traits (particularly HDL-C levels) in Mexican prepubertal girls. This is the first report

of the participation of VNNL1 in BMI variation in humans.



Abbreviations and Acronyms

HDL-C High-density lipoprotein-cholesterol

VNN1 Vanin 1 gene

BMI Body mass index

TG Triglyceride

TC Total cholesterol

hs-CRP High sensitivity C-reactive protein

HOMA-IR Homeostatic model assessment of insulin resistance



Introduction

High density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels regulation is a complex process
where both genetic and lifestyle factors are involved."? The accumulation effects of
environmental exposure may increase the phenotypic variance of HDL-C levels mainly in
adulthood; however, genetic factors may exert their HDL-C-lowering effect since childhood.>
Many gene variants affecting HDL-C levels have been identified through candidate
gene/genome-wide association studies (GWAS) and replicated in different populations.®®
Moreover, the association of several Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) with HDL-C

levels identified in adults has been replicated in children.®

More recently, global quantitative gene expression analysis has been used to identify
differentially expressed genes according to HDL-C levels.’®* Géring et al*? reported a positive
correlation of VNN1 expression levels in lymphocytes and HDL-C concentrations in Mexican-
American adults, and a significant association of a functional polymorphism (G-137T,
rs4897612) with both VNN1 expression levels and HDL-C concentrations. Although there is no
direct evidence of the role of the VNN1 protein in HDL-C level regulation, it is known that VNN1
codes for pantetheinase and produces cysteamine, a potent antioxidant that prevents lipid
peroxidation.’®*** VNN1 has thus been considered as a reasonable candidate gene to modulate
HDL-C levels. However, studies confirming this association have not been reported to date. We
therefore decided to explore whether the G-137T variant and VNN1 expression levels are

associated with HDL-C levels and other metabolic parameters in Mexican prepubertal children.



Methods

We analyzed 224 healthy unrelated school-aged Mexican-Mestizo children (107 boys
and 117 girls) aged 6 to 8 years, recruited from a summer camp for children of employees of the
Mexican Health Ministry (Convivencia Infantil 2008, Secretaria de Salud). A questionnaire was
applied and weight, height, waist circumference and blood pressure were measured in all
participants. Body mass index (BMI) was calculated as weight in kilograms divided by height in
meters squared. BMI z-scores were calculated using age and sex specific BMI reference data,
as recommended by the Centers for Disease Control and Prevention.'® Fat mass percentage
was measured using a bioelectric impedance method (Quantum X impedance analyzer, RJL
Systems, Detroit, MI). None of the participants had evidence of diabetes, thyroid, renal or liver
disease. A parent of each child signed the consent form for participation. The project was
approved by the Institutional Committee of Biomedical Research in Humans of the Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).

Biochemical parameters
Plasma glucose, total cholesterol (TC), triglyceride (TG), HDL-C, insulin and ApoAl
measurements were performed at the INCMNSZ with commercially available standardized

.1® Total high sensitivity C-reactive protein levels

methods as described by Villarreal-Molina et a
(hs-CRP) were determined by immunonephelometry on a Beckman Coulter Immunochemistry
System. The median anthropometric and biochemical parameters according to gender are

shown in Table 1. Hypoalphalipoproteinemia (HA) was defined as HDL-C levels < 40 mg/dL."’



VNN1 mRNA expression analysis

Total RNA was extracted from leukocytes using TRIzol (Invitrogen). To avoid DNA
carryover, DNAse treatment was performed with DNAse | recombinant (Roche). To perform the
expression analysis, 1000 ng of total RNA was reverse transcribed with TagMan Reverse
Transcription Reagents (Applied Biosystems) using random hexamers, according to the protocol
recommended by the manufacturer. Real-time PCR was performed in a LightCycler 2.0 (Roche,
Rotkreuz, Switzerland), using LNA TagMan probes from the Universal Probe Library (Roche), in
combination with intron-spanning specific primers as described previously.’® The following
primers and probes were used to assess VNN1 gene expression in human leucocytes:
tcctgaggtgttgctgagtg  (forward), agcgtccgtcagttgacac (reverse), and probe #80 (cat. no.
04689038001). Hipoxanthine phosphoribosyl transferase (HPRT) expression was measured as
reference using HPRT primers tgatagatccattcctatgactgtaga (forward), caagacattctttccagttaaagttg
(reverse), and probe #22 (cat. no. 04688961001); B-actin (ACTB) was measured as reference
using Universal ProbeLibrary Human ACTB Gene Assay (cat. no. 05046165001). All assays
showed linearity and a coefficient of variation <10%. Relative quantification of gene expression

was calculated with the LightCycler Software 4.0.

Genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes using a QlAamp DNA
Blood Kit (Qiagen, Valencia, California). The VNN1 G-137T variant was genotyped using the
TagMan assay C_29857881 10 (ABI Prism 7900HT Sequence Detection System; Applied
Biosystems, Foster City, CA). No discordant genotypes were observed in 30 duplicate samples
analyzed by direct sequencing. VNN1 G-137T genotype frequencies were tested for Hardy-

Weinberg equilibrium, deviation was not observed in any group.



Statistical Analysis

Differences in anthropometric and biochemical parameters according to gender were
analyzed using Student's t-test. Correlations between VNN1 gene expression and metabolic
parameters were analyzed using Spearman’s correlation coefficient. Differences in
anthropometric and biochemical parameters according to G-137T genotype were tested by
linear regression analysis adjusting for BMI z-score when appropriate. Associations were
analyzed using recessive models for the T allele. Comparison of VNN1 expression levels
between G-137T genotypes was performed using Mann-Whitney U test. All statistical analyses
were performed using SPSS version 15.0 (Chicago, IL) and a P-value of less than 0.05 was
considered statistically significant. The study power to detect association of G-137T with HDL-C
levels was estimated using the QUANTO software version 1.2,* and reached > 80% statistical

power.

Results

Anthropometric and biochemical characteristics

Hypoalphalipoproteinemia was observed in almost 20% of the prepubertal children. Fat
mass percentage was significantly higher in girls (P=0.041), while fasting glucose levels were

significantly higher in boys (P=0.0004) (Table I).

VNNL1 expression analysis

VNN1 expression levels were not significantly correlated with HDL-C levels in the entire

study population, but showed a significant negative correlation with BMI z-score, insulin, HOMA-



IR index and TG levels (P=0.015, 0.018, 0.019 and 0.037, respectively) (Table II). On
stratification according to gender, a significant positive correlation of VNN1 expression levels
with HDL-C (P=0.018), and significant negative correlation with BMI z-score, insulin levels, and

HOMA-IR index were observed exclusively in girls (P= 0.005, 0.031, and 0.026, respectively).

G137T variant, VNN1 expression levels and metabolic parameters

The overall frequency of the T-137 allele was 35%. The TT genotype was significantly
associated with lower VNN1 expression levels (P=2.7 x 10°) (Figure 1). Multiple linear
regression analyses to predict VNN1 expression levels revealed that only TT genotype

contributed independently to explain 4.8% of the variance at VNN1 gene expression (P=0.004).

In addition, the TT genotype was associated with lower HDL-C and ApoAl levels
(P=0.005 and 0.044, respectively), and with higher BMI z-score, percent fat mass, TG and TC
levels in the whole sample (P<0.05, Table Ill). After adjusting for BMI z-core, only associations
with TC and HDL-C remained significant in the whole sample (P=0.033 and 0.029, respectively);

the association with lower HDL-C remained significant only in girls (P= 0.010).

Discussion

Several epidemiological studies report that the onset of metabolic disease is occurring at
increasingly earlier ages.”®* In the Mexican population, low HDL-C levels is the most common
dyslipidemia both adults and adolescents.???®* In the present study, we found that this
dyslipidemia was also common in prepubertal children aged 6-8 years (20%), suggesting that

low HDL levels are present since early childhood in this population.

Although environmental factors clearly play a role in the modulation of HDL-C levels,



genetic factors are known to be a major determinant of this trait.** Interestingly, some genes
associated with HDL-C levels identified in recent GWAS have shown strong cis associations
with transcript levels of nearby genes, suggesting that variation in expression is probably an
important mechanism influencing HDL-C levels.? Through gene expression analyses, Goring et
al."® observed that VNN1 expression levels in lymphocytes correlated with HDL-C levels in
Mexican-American adults (r=0.28, P=4 X 10®). Similarly, we report here a positive correlation of
VNN1 expression levels in leucocytes with HDL-C serum levels only in prepubertal Mexican
girls (r=0.22, P=0.018). We also observed a significant negative correlation of VNN1 expression
levels with BMI z-score, insulin, and with HOMA-IR in girls, which to our knowledge has not
been previously reported. Earlier experimental evidence shows that cysteamine, which is
produced by the action of Vanin inhibits 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzime A (HMG-CoA)
reductase decreasing cholesterol synthesis and possibly causing a shift towards fatty acid
metabolism in hepatocytes.?® Moreover, Bocos and Herrera? demonstrated that pantethine
stimulates lipolysis in adipose tissue and inhibits cholesterol and fatty acid synthesis in the liver.
These mechanisms are consistent with the correlations of VNN1 expression levels with TG and

HDL-C levels observed in the present study.

The VNN1 T-137 allele frequency was high in the Mexican population (35%), and the TT
genotype was significantly associated with lower VNN1 expression, HDL-C and ApoAl levels, in
accordance with the findings of Goring et al.'> in Mexican-American adults. In addition, we
observed associations of the TT genotype with higher TG and TC levels in girls. However, these
associations lost significance after adjusting for BMI z-score, suggesting they may be mediated
by an effect on body fat. To our knowledge, there is no previous experimental evidence of the
role of VNN1 in human adipocyte function, however it was identified as an obesity-related gene
in mice,”® and is known to induce lipolysis in rat adipose tissue.?” Additional studies are required

to confirm and further understand the role of VNN1 in human obesity.



The gender differences observed in this study are noteworthy, particularly because it
involved prepubertal children. Mexican prepubertal girls showed significantly higher fat mass
percentage than boys, which could explain at least part of the gender differences observed for
genetic associations and correlations. Gender differences in the effect of polymorphisms on lipid
traits have been previously observed in prepubertal children®, apparently explained by
dehydroepiandrostenone-sulfate (DHEA-S) level variation®®. Because we did not measure
DHEA-S levels, we cannot rule out whether this factor modulates the effect of VNN1 gene

expression levels and the G-137T variant on metabolic traits in this study.

In conclusion, our data suggest that VNN1 gene expression levels and the G-137T
variant affect BMI and lipid traits (particularly HDL-C levels) in Mexican prepubertal girls. To our
knowledge, this is the first report of the participation of VNN1 in BMI variation in humans.

Further studies are required to confirm these findings.
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Figure 1. Effect of the G-137T variant on the expression levels of VNN1 in Mexican prepubertal

children. The results are presented as the global mean + the standard error (P=2.7 x 10°).
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Table I. Anthropometric and biochemical parameters according to gender

Characteristic Total subjects (224) Boys (107) Girls (117) p®

Age, years 8.0 (7.0-8.7) 8.0 (7.0-8.8) 7.7 (7.0-8.4) 0.194
BMI z-score 1.1 (0.3-1.7) 1.0 (0.3-1.8) 1.1 (0.2-1.7) 0.846
FM, % 29.5 (22.1-37.8) 26.9 (20.0-37.9) 31.5 (23.2-37.6) 0.041
Glucose, mg/dL 88.0 (84.0-92.0) 89 (86.0-94.0) 87 (83-90) 0.0004
Insulin, pU/mL 4.7 (3.1-7.5) 4.8 (3.2-6.7) 4.6 (2.9-8.3) 0.533
HOMA-IR 1.0 (0.7-1.6) 1.1 (0.7-1.4) 1.0 (0.6-1.8) 0.801
hs-CRP, mg/L 0.9 (0.4-2.0) 0.9 (0.2-2.0) 1.1 (0.5-2.1) 0.238
TG, mg/dL 89.0 (59.0-118.0) 87.0 (55.0-112.0) 91.0 (60.0-130.0) 0.087
TC, mg/dL 175.0 (156.3-193.0)  174.0 (155.0-189.0)  176.0 (158.0-200.0)  0.261
HDL-C, mg/dL 48.0 (41.0-56.0) 48.0 (42.0-57.0) 48.0 (40.0-55.0) 0.442
ApoAl, mg/dL 167.0 (154.0-183.25) 168.0 (157.0-186.0)  166.0 (152.0-180.0)  0.120
HA (%) 19.6 16.8 22.2 0.310°

Data are the medians (interquantile range) or n (%). BMI, body mass index; FM, percent fat mass;
HOMA-IR, homeostatic model assessment of insulin resistance; hs-CRP, high sensitivity C-reactive
protein; TG, triglyceride; TC, total cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; HA,

hypoalphalipoproteinemia. ® P-values were calculated by t-test; ® X  test.
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Table Il. Correlation of VNN1 mRNA levels in leukocytes with metabolic phenotypes.

Whole Population

Boys (n=107) Girls (n=117)
(n=224)

Metabolic phenotypes r P r P r P
BMI z-score -0.163 0.015 -0.049 0.617 -0.256 0.005
FM, % -0.129 0.050 -0.087 0.380 -0.147 0.115
Glucose, mg/dL -0.064 0.340 -0.041 0.676 -0.125 0.179
Insulin, pU/mL -0.161 0.018 -0.068 0.499 -0.204 0.031
HOMA-IR -0.160 0.019 -0.065 0.519 -0.211 0.026
hs-CRP, mg/L 0.065 0.348 0.176 0.078 -0.005 0.961
TG, mg/dL -0.139 0.037 -0.060 0.542 -0.171 0.065
TC, mg/dL -0.043 0.524 -0.031 0.753 -0.030 0.747
HDL-C, mg/dL 0.088 0.188 -0.086 0.378 0.219 0.018
ApoA1l, mg/dL 0.075 0.281 -0.055 0.600 0.142 0.131

BMI, body mass index; FM, percent fat mass; HOMA-IR, homeostatic model assessment of
insulin resistance; hs-CRP, high sensitivity C-reactive protein; TG, triglyceride; TC, total

cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol.
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Table 1ll. Association of G137T variant with metabolic parameters stratified by gender

All children (n=224) Boys (n=107) Girls (n=117)
Parameters Effect (SE) P p? Effect (SE) P p? Effect (SE) P p?
BMI z-score 0.48 (0.21) 0.024 - 0.69 (0.36) 0.061 - 0.38 (0.26) 0.146 -
FM, % 5.66 (2.25) 0.012 - 6.45 (4.24) 0.131 - 4.56 (2.46) 0.067 -
Glucose, mg/dL -1.84 (1.39) 0.189 0.063 -0.38 (2.28) 0.869 0.392 -2.07 (1.70) 0.225 0.160
Insulin, pU/mL 1.64 (1.15) 0.157 0.536 2.52 (1.65) 0.130 0.348 1.01 (1.62) 0.534 0.921
HOMA-IR 0.33 (0.26) 0.207 0.677 0.52 (0.39) 0.188 0.499 0.21 (0.36) 0.570 0.971
hs-CRP, mg/L 0.66 (0.37) 0.079 0.158 0.67 (0.58) 0.254 0.277 0.60 (0.50) 0.230 0.428
TG, mg/dL 25.76 (12.45) 0.040 0.205 -1.65 (17.63) 0.926 0.351 39.53 (17.34) 0.024 0.075
TC, mg/dL 16.35 (6.58) 0.014 0.033 10.64 (10.41) 0.309 0.485 18.93 (8.64) 0.031 0.059
HDL-C, mg/dL -6.19 (2.20) 0.005 0.029 -2.10 (3.62) 0.562 0.980 -8.47 (2.80) 0.003 0.010
ApoAl mg/dL -9.66 (4.77) 0.044  0.093 -5.95 (8.72) 0.497 0966  -12.44(5.98)  0.040  0.089

Effect values are presented as effect for two T copies, standard error (SE). FM, percent fat mass. Genotype frequencies: all children

(GG, 41.1% ; GT, 47.8%; TT, 11.2%); boys (GG, 42.1% ; GT, 49.5%; TT, 8.4%); girls (GG, 40.2% ; GT, 46.2%; TT, 13.7%).

®P-values adjusted for BMI z-score.
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