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RESUMEN

Justificacion. La existencia de heterogeneidad genética entre las poblaciones ha
demandado establecer en cada una la aportacion genética en el desarrollo de la
obesidad, entidad que se ha convertido en un problema creciente de salud publica en

México y el mundo.

Objetivo. Determinar si polimorfismos de un sélo nucleétido (SNPs) localizados en el

gen SOCS3 se asocian al riesgo a padecer obesidad en pacientes mexicanos.

Material y métodos. Se realiz6 un estudio de casos (600) y controles (378). El
diagndstico de obesidad se baso en el indice de Masa Corporal. Se analizaron 4
SNPs en el gen SOCS3, mediante la técnica de discriminacioén alélica fluorescente
de 5’ exonucleasa (TagMan) a partir de ADN de sangre periférica. La asociacion con
obesidad se estimé mediante las pruebas estadisticas x> o exacta de Fisher y las

estimaciones de riesgo con razén de momios con intervalo de confianza al 95 %.

Resultados. Las frecuencias alélicas de los polimorfismos en diversas poblaciones
mostraron similitudes (residentes de los Angeles con ascendencia mexicana y
europeos) y diferencias (Yorubas de Nigeria y afroamericanos) con respecto a lo
reportado por HAPMAP. De los 4 SNPs analizados, dos mostraron asociacion a
obesidad: rs4969168 (AA) en pacientes masculinos con riesgo a obesidad grado II,
OR=4.136 [0.959-17.847], p=0.04218; y rs9914220 (TT) en pacientes femeninos,
OR=0.290 [0.086-0.979], p=0.03468. El haplotipo CAC mostré asociacion al riesgo
de padecer una obesidad mas grave (IMC>35), OR=1.99 [1.23-3.23], p=0.0029.

Conclusiones. La poblacion femenina presenta mayor susceptibilidad a padecer una
obesidad méas grave. Las frecuencias alélicas de los polimorfismos analizados en
este proyecto presentaron una frecuencia similar a la observada en otras
poblaciones. Ademas, los SNPs rs4969168 y rs9914220 mostraron asociacion a
riesgo y proteccion, respectivamente, a obesidad y se encontrd una correlacion entre

los polimorfismos con el grado y el género.




1. INTRODUCCION

La obesidad es reconocida actualmente como uno de los retos mas importantes de
Salud Publica en el mundo, dada su prevalencia, su dificil control y al impacto que
ésta tiene en el riesgo a padecer enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT).™

Los datos mas recientes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), indican que:

e En 2008, 1500 millones de adultos (de 20 y mas afios) tenian sobrepeso.
Dentro de este grupo, mas de 200 millones de hombres y cerca de 300

millones de mujeres son obesos.

e El 65% de la poblacion mundial vive en paises donde el sobrepeso y la
obesidad cobran mas vidas que la insuficiencia ponderal.

e En 2010, alrededor de 43 millones de niflos menores de cinco afos tenian
sobrepeso.

e EI sobrepeso y la obesidad son el quinto factor principal de riesgo de

defuncién en el mundo.

e Cada afio fallecen por lo menos 2,8 millones de personas adultas como

consecuencia del sobrepeso o la obesidad.

Anteriormente, se consideraba a la obesidad como un problema exclusivo de los
paises de altos ingresos, sin embargo, actualmente el sobrepeso y la obesidad estan
aumentando espectacularmente en los paises de ingresos bajos y medios, sobre

todo en el medio urbano.?

Actualmente, México ocupa el segundo lugar de prevalencia mundial de obesidad,
después de Estados Unidos de Norteamérica. Esto representa un problema de salud
publica prioritario que exige la puesta en marcha de una politica nacional en todos

los niveles que establezca y atienda el origen multifactorial del problema.™!




2. MARCO TEORICO

2.1 Definicion de obesidad

La obesidad se define como una acumulacion anormal o excesiva de grasa corporal,
originada por un balance energético positivo mantenido en el tiempo, segun su grado
y especialmente su duracion, puede transformarse en una enfermedad. En las
Gltimas décadas, los cambios sociales y econdmicos, resultado del proceso de
globalizacion, han puesto a disposicion productos comestibles con alto contenido en
grasa, ademas de favorecer el sedentarismo en la poblacién urbanizada, generando

un ambiente obesogénico y favoreciendo asi el incremento de su incidencia.”!

2.2 Antecedentes genéticos

Estudios en familias, gemelos e hijos en adopcion, confirman que en la etiologia de la
obesidad, ademas de los factores ambientales existe una importante contribucién de
factores genéticos en el desarrollo de este padecimiento. Actualmente, se ha
establecido que la obesidad es una enfermedad multifactorial compleja que se
desarrolla por la interaccion de mudltiples alelos de susceptibilidad y el medio
ambiente. Se ha documentado que el riesgo a desarrollar obesidad entre los
hermanos de pacientes con obesidad grado lll, es hasta 7-8 veces el de la poblacion
general y que la heredabilidad (fraccion de la enfermedad que puede ser atribuida a

los genes) oscila entre 40 y 70%.54

El conocimiento generado del proyecto del Genoma Humano, ha permitido la
identificacion de variaciones genéticas comunes involucradas en la etiologia de la
obesidad y fenotipos asociados. Aunado a esto, a partir del meta-analisis, realizado
en el proyecto del Mapa Genético de la Obesidad (Del inglés: The Human Obesity
Gene Map), se han logrado identificar gran numero de loci involucrados en el
desarrollo de esta patologia. Hasta el 2005, este proyecto reportdé 22 genes
sustentados con al menos 5 estudios positivos para obesidad, ademas de otros 105
genes candidatos. De hecho recientemente se ha reportado que esta lista sigue

incrementandose y que actualmente ya son mas de 30 los genes que han mostrado




una asociacién consistente con la etiologia de la obesidad. Dentro de éstos se
encuentran LEP, LEPR, MC4R, ISR, IL-6, TNF-ALFA, ADRB2 y 3, PPARG, FTO,
INSIG2, entre muchos otros. De hecho se han detectado loci de susceptibilidad para
obesidad en todos los cromosomas, excepto el cromosoma Y. Entre los estudios,
que apoyan la existencia de alteraciones genéticas como una de las causas de la
obesidad se encuentran los realizados en casos de obesos con mutaciones de un
solo gen, en pacientes obesos con trastornos mendelianos, modelos transgénicos en
modelos murinos y knock-out, experimentos de loci de rasgos cuantitativos (QTL por
sus siglas en inglés: Quantitative Trait Loci) en animales, estudios de asociacion de
genes candidatos y escaneos amplios del genoma, que vinculan la obesidad a
determinados genes a partir de la consideracion de diferentes variables fenotipicas
tales como; el peso corporal, el IMC, porcentaje de grasa corporal, etc. Dentro de
estos genes, se han identificado principalmente los implicados en diferentes rutas

metabdlicas involucradas en la regulacion del equilibrio energético.>% "

2.3 Parametro de medicion

El parametro mas utilizado para el diagnéstico de obesidad es el indice de masa
corporal (IMC) —el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en metros
(Kg/m?) — éste es una indicador simple de la relacién entre el peso y la talla avalado
por la OMS para definir el sobrepeso y la obesidad en los adultos. Se ha establecido
que el IMC ideal, oscila entre 20 y 24.99 unidades; el sobrepeso como un IMC igual o
mayor a 25 y a la obesidad como un IMC igual o mayor a 30, siendo el IMC de la
obesidad grado | de 30 a 34.99, el de la obesidad grado Il de 35.0 a 39.99, y de la
obesidad mérbida grado Ill cuando existe un IMC superior a 40.0. En nifios de 5 a 14
afos, la medicién del sobrepeso y la obesidad es mas compleja, sin embargo en el
2006 la OMS publico los “Patrones de crecimiento infantil” (Del inglés: Who Child
Growth Standards), publicacién a partir de la cual se establecieron, entre otras
variables, los valores de IMC que describen de una manera mas adecuada a los

menores de cinco afios.?%




2.4. Clasificacion de la obesidad

Con base en la contribuciébn de los factores genéticos, la obesidad puede ser
clasificada en: a) obesidad monogénica, la cual es muy rara, muy grave y
generalmente inicia durante la nifiez; b) obesidad sindromatica donde la obesidad es
una de las manifestaciones clinicas de algun sindrome mendeliano y tiene una
incidencia muy baja; y c) obesidad multifactorial, la cual se desarrolla como
consecuencia de la interaccién de multiples genes de susceptibilidad cuya expresion
esta influenciada por factores ambientales, este tipo de obesidad es la mas comun,
puede manifestarse en la infancia o en la adultez y presenta una expresividad muy

variable.

2.5 Abordaje de estudio

Actualmente, en la identificacion de genes involucrados en el desarrollo de la
obesidad, se utilizan fundamentalmente tres enfoques. El primero se basa en el
estudio de genes candidatos, en el que se investiga la asociacion entre una variante
genética y un fenotipo especifico. La seleccion de los genes se realiza con base en
su efecto biolégico o participacion en la etiologia de la enfermedad, en el caso
particular de la obesidad, se han estudiado aquellos que participan en rutas
metabdlicas como: a) la regulacién de la ingesta mediada por el sistema nervioso
central; b) el metabolismo de la glucosa en tejidos blanco que pudieran contribuir a
un exceso de acumulacién de tejido graso y c) la regulacion del gasto energético y el
metabolismo del tejido adiposo en general, incluyendo la oxidacion lipidica, lipolisis y
lipogénesis. Este abordaje se dirige a identificar variaciones genéticas y su

asociacién con casos y controles no relacionados.

Otro abordaje es el escaneo amplio del genoma (G-WAS, por sus siglas en inglés:
Genome-Wide Scan), donde se busca detectar regiones cromosomicas asociadas a
rasgos cuantitativos (QTL) o fenotipos especificos, mediante el analisis de gran
cantidad de polimorfismos por la metodologia de microarreglos ya sea en casos y

controles o en familias.




Por dltimo, otro enfoque muy utilizado en la identificacion de genes se basa en el
andlisis de los perfiles de expresion genética de los tejidos entre casos y controles
donde se puede comparar la variacion entre ambos grupos. A diferencia de los
enfoques mencionados anteriormente, este enfoque se basa en el andlisis del
ARN_ 13410

El abordaje genomico de la obesidad se ha visto favorecido por el desarrollo de
tecnologia novedosa capaz de analizar a gran escala las variaciones genéticas tales
como los polimorfismos de un sélo nucledtido (SNPs por sus siglas en ingles: single
nucleotide polimorphisms) que causan susceptibilidad a padecer enfermedades. A un
locus polimoérfico le corresponden, al menos, dos alelos alternativos. Generalmente,
se habla de polimorfismo cuando la presencia de la variacién genética es comun en
la poblacion, es estable y nada o poco perjudicial por si misma. Por convenio se dice
que un locus es polimoérfico cuando la variabilidad afecta a mas de 1% de la
poblacion. Los SNPs representan el tipo de polimorfismo mas abundante, de tal
manera que se presume podrian existir mas de 10 millones de SNPs comunes a lo

largo del genoma humano .4

2.6 Etiologia de la obesidad

La obesidad es causada por alteraciones en el balance entre la ingesta cal6rica y el
gasto energético, el cual es regulado por un complejo sistema fisiolégico que
requiere la integracion de varias sefales periféricas y una coordinacién central en el
cerebro. Es aqui donde el hipotalamo funciona como un regulador central de este
sistema. Uno de los primeros genes implicados en la obesidad fue el gen LEP, el
cual codifica para la hormona leptina sintetizada por los adipocitos y que forma parte
del complejo mecanismo de sefiales hormonales que alcanzan el hipotalamo. Esta
hormona es secretada, principalmente por el tejido adiposo, por ende sus niveles
plasmaticos estan altamente correlacionados con el numero de adipocitos y el
contenido de grasa en un individuo, actia en los nucleos del hipotalamo y regula el

balance energético del cuerpo, a través de su efecto anorexigénico.**14151l

Inicialmente, se pens6 que los efectos de la leptina eran sélo a nivel central, sin

embargo actualmente se conoce que esta proteina tiene una pleiotropia funcional

6




diversa y que al igual que otras hormonas, es capaz de estimular una variedad de
respuestas fisiologicas en gran variedad de tipos celulares tanto a nivel central como
periférico (Fig. 2.1).

A partir del estudio del los procesos fisioldgicos donde esta hormona participa, se
han logrado elucidar algunos de los mecanismos mediante los cuales ésta regula
diversas funciones. La leptina actla a través de sus receptores transmembranales,
los cuales pertenecen a la superfamilia de los receptores de citocinas clase |y
existen en varias isoformas, tales como la forma larga, la corta y la soluble (Fig. 2.2).
La forma larga se expresa casi exclusivamente en el hipotalamo. Los receptores de
leptina carecen de actividad enzimdtica intrinseca, por lo que sus dominios
citosdlicos estan estrechamente asociados con proteinas tirosincinasas tales como

las cinasas Janus (JAK por sus siglas en inglés: Jak Kinase).




Mucleo arcuato

Tracto distal gastrintestinal Tejido adiposo Estomago Pancreas

Figura 2.1 Regulacion fisiologica del balance de energia. El hipotdlamo
funciona como un regulador central, éste recibe informacién acerca del
balance a través de sefiales neuronales y hormonales, las cuales a su vez
producen efectos anorexigénicos u oroxigénicos en el organismo. Modificada
de Bell, 2005.*
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Figura 2.2 Isoformas del receptor de la leptina. Representacion esquematica de
la estructura general de los subtipos receptores de leptina (ObR, por sus siglas
en inglés Obesity Receptor). Las regiones de alta homologia entre los diversos
subtipos estan representadas por los mismos simbolos; el numero total de
residuos de aminoacidos esta indicado en la parte inferior del esquema
correspondiente a cada subtipo. Modificada de Sanchez, 2005.1*"




2.7 Gen SOCS3 v su relacidn con la obesidad

Cuando la leptina se une a la isoforma larga del receptor (LEPRb, por sus siglas en
inglés Leptin Receptor b) (Fig. 2.3), se genera un cambio conformacional que induce
a la formacion de dimeros del receptor que activan a la cinasa JAK-2, la cual se
autofosforila en varios residuos de tirosina, al mismo tiempo que fosforila residuos de
tirosina en sitios especificos del receptor. Algunos de estos residuos fosforilados
actuan como sitios de fijacion de proteinas Transductores de Sefiales y Activadores
de la Transcripcion (STAT, por sus siglas en inglés Signal Transducer and Activator
of Transcription), induciendo una cascada de sefializacion, donde la proteina STAT-3
presenta mayor afinidad a estos sitios. Cuando STAT-3 est4 unida al receptor, la
tirosina C-terminal de esta proteina es fosforilada por una JAK-2, lo que induce la
disociacion de STAT-3 del receptor y a su posterior dimerizacion. Este dimero se
transloca al nucleo, donde se une a secuencias promotoras especificas e induce la

transcripcion de los genes diana de la leptina.[*3141516.18.19.20]

La transcripcién de genes regulados puede ser perjudicial para la célula tanto si se
expresan por periodos demasiado prolongados como por tiempos muy cortos. Por
esto, las células deben ser capaces de regular una via de sefalizacion de acuerdo a
sus requerimientos. Dos clases de moléculas participan en la regulacion de las vias
de sefializacién activadas por los receptores de citocinas; una de ellas actia en
lapsos breves (minutos) y la otra en lapsos mas prolongados. Dentro de estas
Ultimas se encuentran las llamadas proteinas SOCS (supresoras de la sefalizacién
de citocinas), que como su nombre lo indica, son reguladores negativos de la
transduccion de sefales y pueden inhibir este proceso de dos maneras. 1)
Bloqueando la unién de otras proteinas de sefializacion (por ejemplo los STAT) con
el receptor de leptina activado (Fig. 2.3). 2). Todas las proteinas SOCS contienen un
dominio denominado Caja SOCS, que les permite reclutar componentes de ligasas
de ubiquitina, mediante los cuales se induce la degradacion de proteinas
interrumpiendo de manera permanente las vias de sefializacibn mediadas por las
JAKs (Fig. 2.4.).118:19
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Figura 2.3 Esquema de sefializacion intracelular de la leptina en el hipotalamo.
Una vez unida a su receptor, la leptina genera una cascada de sefializacion que
culmina en la transcripcion de genes diana, cuyo efecto a su vez, retroalimenta
la cascada. Modificada de Sahu, 2004.[2%

11




Degradacion proteosomal

Figura 2.4. Mecanismo alterno de regulacion de SOCS sobre la via JAK/STAT.
El complejo ubiquitina-ligasa se une a la caja de motivos SOCS, y a su vez
ubiquitiniza las proteinas asociadas, haciéndolas un blanco para su
degradacién. Modificada de Croker, 2008.1%?
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La relacibn que SOCS3 tiene con la obesidad proviene del analisis de diversos
estudios, entre ellos, aquellos que sugieren que la via de sefalizaciéon mediada por
STAT-3 participa en la homeostasis de la energia a través de la ruta de la
melanocortina, una de las principales vias involucradas en la regulacion de este
proceso. Aunado a esto, multiples articulos resaltan la participacion que SOCS3
podria tener en la resistencia a la leptina, a través de su actividad en la
retroalimentacion negativa de la via de sefalizacion JAK/STAT. Una teoria es que la
hiperleptinemia que acompafa a la obesidad, incrementa la expresion hipotalamica
de SOCS3, teniendo como consecuencia un bloqueo constante de la via de

sefializacién de la leptina y a su vez de su efecto anorexigénico (Fig. 2.5).1*192324]

Sin embargo, aun cuando SOCS3 ha sido un gen ampliamente estudiado para
dilucidar los mecanismos involucrados en la etiologia de otros padecimientos, su
asociacion con obesidad ha sido escasamente indagada. De hecho, el Centro
Nacional de Informacion sobre Biotecnologia de Estados Unidos, (NCBI, por sus
siglas en inglés National Center for Biotechnology Information), actualmente no
exhibe mas de una decena de articulos de los polimorfismos de este gen asociados
con obesidad y solo uno de estos estudios fue realizado en poblacion
hispanoamericana en pacientes que padecen arterosclerosis y resistencia a la

insulina (Cuadro 2.1).
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Niveles bajos de leptina en circulacion

Niveles cronicamente elevados
de leptina en circulacion
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Figura 2.5 Mecanismo propuesto de resistencia a la leptina. La cascada de
fosforilaciones iniciada por la unién de leptina a su receptor activa entre otros,
al factor de transcripcion STAT3, quien entre sus blancos tiene a SOCS3. La
proteina SOCS3 por su parte, es capaz de unirse al complejo receptor de
leptina-JAK2, atenuando los efectos de este complejo en la célula. De esta
manera niveles cronicos de leptina circulante causan una sobreproduccién de
SOCS3 y por lo tanto un bloqueo constante al efecto anorexigénico de esta

hormona. Modificada de Miinzberg, 2007. %
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Cuadro 2.1 Estudios de asociacién de SNPs del gen SOCS3, con obesidad en
diversas poblaciones.

o Asociacion Afo de _
Gen N Descripcion ] - Referencia
publicacion

90 familias
hispanoamericanas y
afroamericanas con
1425  arterosclerosis y resistencia Si 2009 26
a la insulina de San Antonio,
Texas y San Luis Valley,

Colorado.
SOCS3 2777 Gemelas caucasicas adultas No 2006 57
sin obesidad de Reino Unido
Poblacién alemana de nifios
1443 vy adolescentes con obesidad No 2007 28

extrema.

Meta-analisis de un SNP en
11335 cuatro diferentes poblaciones No 2008 29
de alemanes con DMT2.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad es una enfermedad de origen y desarrollo multifactorial, cuyo aumento
tanto en su incidencia como en su prevalencia, asi como su influencia en el
desarrollo de otras patologias cronico degenerativas, hace impostergable la

identificacion de los factores que contribuyen a su fisiopatogenia.

Por otro lado, el hecho que en una poblacién, individuos con los mismos patrones de
ingesta y gasto energético, presenten variaciones en el peso corporal, apoyan la

intervencién de factores genéticos en el desarrollo de esta enfermedad.

Sin embargo, en la mayoria de los estudios de genes candidatos realizados en todo
el mundo, se han encontrado correlaciones muy débiles y/o de poca reproducibilidad.
Lo que sugiere que existe gran heterogeneidad genética entre las poblaciones y

apoya la necesidad de hacer estudios dirigidos a poblaciones mas homogéneas.™

Siendo la regulacion de ingesta de alimentos uno de los mecanismos clave en el
desarrollo de la obesidad, se vuelve indispensable investigar de qué manera el
componente genético contribuye a la alteracidbn de este proceso. Actualmente, a
pesar del papel tan importante que tiene el gen SOCS3 en la via de sefializacion de
la leptina, no existen reportes donde se haya analizado la presencia de polimorfismos
en este gen en el desarrollo de la obesidad en poblacion mexicana. Por lo anterior,
en este proyecto se investiga si SNPs localizados en el gen SOCSS3, se asocian a la

susceptibilidad a presentar obesidad en pacientes mexicanos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar si polimorfismos localizados en el gen SOCSS3, involucrado en la
regulacion de la ingesta, se asocian a la susceptibilidad a presentar obesidad en

poblacién mexicana.

4.2 Objetivos Particulares

+ Determinar si polimorfismos localizados en el gen SOCS3 se asocian al riesgo
a desarrollar obesidad en nuestra poblacion.

» Establecer la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos analizados

en poblacidon mexicana.

« Estimar si existe correlacion entre los SNPs analizados y la gravedad de la

enfermedad.

« Determinar si existen diferencias entre las frecuencias de los SNPs analizados

en esta tesis con respecto a las de otras poblaciones.
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5. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Existe asociacion entre polimorfismos localizados en el gen SOCS3 vy la

susceptibilidad a desarrollar obesidad en pacientes mexicanos.

Existe correlacion entre los polimorfismos identificados en el gen SOCS3 vy la

gravedad de la enfermedad.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

6.1 Tipo de estudio

Este es un estudio de caracter observacional porque no se realiza ninguna
intervencién sobre el factor de estudio, transversal porque solo se analiza la
prevalencia de la enfermedad en un periodo determinado, de casos y controles
porque la enfermedad ya esta presente; comparativo por la presencia de grupo
control, prolectivo por el recabado de informacién, y retrospectivo por la

direccionalidad de la asociacion.

6.2 Poblacion de estudio

Pacientes adultos mexicanos atendidos en el Hospital Regional 1° de Octubre,
Hospital Regional Lic. “Adolfo Lopez Mateos” y en la Clinica de Deteccion y
Diagnéstico Autorizado del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado, ISSSTE.

6.3 Disefio y tamaio de la muestra

Se realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia.

En una poblacion de 600 casos, cada paciente fue evaluado por un médico
endocrindlogo o internista, quienes una vez obtenido el consentimiento informado de
los participantes, llenaron la hoja de captacion de datos que contiene informacion
demografica de los pacientes (edad, sexo, origen geogréfico, v. anexo 1),
antecedentes familiares y pruebas de laboratorio (glucosa, colesterol y triglicéridos).
Como controles se incluyeron 378 individuos no obesos mayores de 30 afos, de

quienes se obtuvieron los mismos datos.

6.4 Criterios de inclusién, exclusion y eliminacién

Criterios de inclusiéon. Se incluyeron pacientes mexicanos mayores de 18 afos con
diagnéstico clinico de obesidad realizado con base al IMC segun los parametros de

OMS, de esta manera fueron clasificados como: obesidad grado | cuando el IMC se
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encontraba entre 30 y 34.9, obesidad grado Il cuando era de 35.0 a 39.9 y obesidad
morbida grado Il aquellos que presentaron un IMC a partir de 40.

Para el grupo control se seleccionaron individuos mayores de 30 afios con un indice
de masa corporal <25 de acuerdo con los criterios establecidos por la OMS; que el
peso fuera igual o estuviera entre un intervalo no mayor a + 5 kg al alcanzado
después de la adolescencia (18 afios) y que no refirieran antecedentes personales
de enfermedades cronicas. Tanto los casos como los controles, fueron captados en
la Ciudad de México, tanto sus padres como sus abuelos nacidos en México o al
menos tres abuelos de origen mexicano pudiendo ser el cuarto abuelo de origen

espafiol.

Criterios de exclusion. Se excluyeron a todos aquellos casos de obesidad causada
por disfuncion endocrinolégica, sindromes genéticos, sindrome metabdlico o
secundaria a tratamiento farmacol6gico. Fueron excluidos los pacientes trasfundidos

en los ultimos tres meses.

Criterios de eliminaciéon. Se eliminaron del proceso de genotipificacion todas aquellas
muestras que en alguno de los pasos de la metodologia presentaron contaminacion
microbioldgica o cuyo volumen y/o concentracién no fue suficiente para alcanzar la

concentracion minima requerida para su medicion por el método de TAQMAN®.
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6.5 Variables

Cuadro 6.1 Definicién de variables

Variable Definicion Categorias/Nivel de medicion

NUmero de afios cumplidos al

Edad _ P Variable numérica discreta
momento de la entrevista.
La totalidad de las caracteristicas de Variable cualitativa dicotémica
la estructura reproductiva, funciones,

Género fenotipo y genotipo que diferencian a | 1. Femenino
los individuos en masculinos Yy

2. Masculino

femeninos.

indice de Masa
Corporal (IMC)

Indicador de la densidad corporal
definido por: Peso corporal de la
persona en kilogramos dividido entre
el cuadrado de su talla en metros
(kg/m?).

Variable numérica continua

Polimorfismo
rs7221341

Polimorfismo del gen SOCS3
localizado en Chrl7: 73843066*

Homocigoto o heterocigoto segun los
alelos C/T*

Variable ordinal

1. Homocigoto alelo mayor (CC)*
2.Heterocigoto (CT)*
3. Homocigoto alelo menor (TT)*

Polimorfismo
rs2280148

Polimorfismo del gen SOCS3
localizado en Chrl7: 73865975*

Homocigoto o heterocigoto segun los
alelos A/C*

Variable ordinal

1.Homocigoto alelo mayor (AA)*
2.Heterocigoto (AC)*

3. Homocigoto alelo menor (CC)*

Polimorfismo
rs4969168

Polimorfismo del gen SOCS3
localizado en Chrl7: 73865388*

Homocigoto o heterocigoto segin los
alelos A/G*

Variable ordinal

1. Homocigoto alelo mayor (AA)*
2.Heterocigoto (AG)*

3. Homaocigoto alelo menor (GG)*

Polimorfismo
rs9914220

Polimorfismo del gen SOCS3
localizado en Chrl7: 73874485*

Homocigoto o heterocigoto segun los
alelos C/T*

Variable ordinal

1.Homocigoto alelo mayor (CC)*
2.Heterocigoto (CT)*
3. Homocigoto alelo menor (TT)*

* 26, 30]
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6.6 Técnicas
6.6.1 Estrategia general

CONSIDERACIONES ETICAS. El riesgo para los participantes en este estudio fue
minimo ya que sélo se requirié una puncién venosa para la toma de sangre, la cual
fue realizada por personal capacitado para este procedimiento. Todo paciente fue
evaluado por médicos especializados como un endocrindlogo o internista, un
genetista y un nutridlogo, quienes les informaron sobre los objetivos del estudio y
después de haber aceptado participar voluntariamente en el mismo, firmaron el
consentimiento informado y llenaron la hoja de captacion de datos. Las mismas
consultas y procedimientos se realizaron para los controles. La informacion de cada
participante fue resguardada por los investigadores responsables del proyecto en el
INMEGEN, M. en C. Yolanda Saldafia y la Dra. Lorena Orozco a fin de garantizar la

privacidad y confidencialidad de los participantes.

CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD. La toma de muestras de sangre fue
realizada en las instalaciones del ISSSTE por el personal capacitado en la atencién
del paciente por la técnica estandar de venopuncion; la muestra fue guardada de 4-
8°C hasta su traslado al INMEGEN. El transporte de las muestras fue realizado por
personal del INMEGEN en equipo termo sellado con distintivos de contener material
bioldégico y con proteccién para asegurar su llegada al instituto sin dafios. En el
laboratorio el manejo de las muestras fue realizado con base en los procedimientos

establecidos por la comisién de bioseguridad de Instituto.

EXTRACCION DE ADN. Tanto a casos como controles se les extrajo ADN gendmico
a partir de la lisis de leucocitos de sangre periférica, con lo cual se constituyo el

banco de ADN. El andlisis molecular del gen SOCS3 se describe a continuacion.
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SELECCION DE POLIMORFISMOS: De acuerdo a lo reportado en la literatura se
escogieron algunos de los loci polimérficos estudiados consistentemente en otras
poblaciones con obesidad o fenotipos asociados. La localizacién de dichos SNPs se
describe de manera general en la figura 6.1.

GENOTIPIFICACION DE POLIMORFISMOS. A todas las muestras se les realizo
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés: Polymerase
Chain Reaction), para poder detectar la presencia de polimorfismos a través de la
hibridacion del ADN con las sondas disefiadas para cada una de las variantes
(Cuadro 6.2). Posterior a la amplificacion se realizé la discriminacion alélica por
medio del software SDS version 2.2 de Applied Biosystems®. La fluorescencia

emitida permitié la clasificacién del genotipo de cada muestra.

Con base en los datos generados se determind, presencia, frecuencia, prevalencia y
asociacion de los polimorfismos con la gravedad de la obesidad, segun el género y la
edad, ademas se realizd la comparacion con otras poblaciones determinandose asi
las similitudes y diferencias que pueden ser claves para la enfrentar este
padecimiento.

En la figura 6.2 se presenta el algoritmo metodoldgico utilizado para este estudio.
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rs9914220 “228"1481 Tgﬁglﬁs rs7221341

o=

EXON1 | EXON2 |

Figura 6.1 Gen SOCS3 y ubicacion de los polimorfismos de un solo nucle6tido analizados en este estudio. El
gen SOCS3 consta de dos exones. Los SNPs rs2280148 y rs4969168 se encuentran en la regién no codificante
del exén 2 del gen SOCS3. El polimorfismo rs9914220, por su parte se ubica en la region 5’ del gen mientras
que el polimorfismo rs7221341 es localizado en la regién 3’ UTR.
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Cuadro 6.2 Secuencia de las sondas utilizadas en la identificacion de polimorfismos en el gen SOCS3.1*!

Sonda

(rs)

Secuencia

Polimorfismo Direccién

rs9914220

rs2280148

rs4969168

rs7221341

CACCCCTGGTATGCACTGTGCCGTGIC/TIACTGATTCTTGGGCAAGTTCAAATA
CAGAGGGAGGGGCCTGTCCGCCCTC[G/T]TTCCCCCCAGAGCTACAGGACTCTC
AGGAGACCAGCTGACCAGCCCATCCIA/G]TCCCCTCCAAATGTTGCTTCCCCCT

GTTAATAGCACCCCAGCCCCTCCCA[CI/TICAGGCTCAAGGGGCTCTTTTGCCTT

Forward

Reverse

Forward

Forward
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Diagnostico clinico para casos y controles con
base en el IMC.

C Creacion del banco de ADN. )

Seleccion de polimorfismos de un solo
nucleotido en el gen SOCS3.

< Genotipificacion de SNPs por TagMan. >

C Analisis de datos y Discusion de Resultados.

Figura 6.2. Diagrama de flujo (Algoritmo metodoldgico).
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6.6.2. Estudio molecular
|. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de leucocitos totales utilizando el Kit
QIAGEN®.

Se obtuvieron 10 mL de sangre periférica en tubos Vacutainer® con EDTA. Se
centrifugo la muestra de sangre total a 3000 rpm. La capa de leucocitos fue separada
colocandose en un tubo falcon de 15 mL. A ésta se le realizaron lavados con RCLB
(por sus siglas en inglés: Red Cell Lysis Buffer), centrifugdndose entre cada lavado
de 2500 a 3000 rpm, hasta conseguir el botdn color blanquecino. A dicho boton se le
agregé RCLB y se agitdé en vortex hasta resuspender totalmente. Se agregé WCLB
(por sus siglas en inglés: White Cell Lysis Buffer) y se agité vigorosamente en vortex.
Se agreg0 precipitador de proteinas y se centrifugé a 3500 rpm. El sobrenadante se
transfirié a otro tubo falcon al que se le agregé isopropanol y se agité hasta obtener
la precipitacién de ADN. Se centrifugé a 3000 rpm, se decanto para realizar el lavado
del ADN con alcohol al 70%, una vez evaporado el remanente se resuspendié en
solucion hidratante, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior uso. Para verificar la
integridad del ADN, se prepar6 un gel del agarosa al 1% tefliido con bromuro de
etidio. El gel se sometié a electroforesis a 100 volts por 20 min, y se visualizd en un

transluminador con luz ultravioleta.

Il. Ajuste de concentracion

La medicion de ADN se llevé a cabo en un espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer) ajustandose a cero con la solucion blanco. Se midié la
concentracion de cada muestra por duplicado, obteniéndose asi un promedio del
volumen de ADN necesario para obtener la concentracion requerida con base en la

siguiente formula:

V]_:(CzXVz)/C]_
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Donde:

V1: Volumen de ADN requerido.

Ci: Promedio de las concentraciones de ADN iniciales.
C,: Concentracion deseada.

V,: Volumen deseado.

y la cantidad de agua necesaria se obtiene por diferencia:
Vagua:VZ'Vl

Una vez agregadas las cantidades requeridas, se midi6 la concentracion de la
mezcla ADN/agua por duplicado. Cuando fueron requeridos ajustes se utilizaron las
mismas formulas sustituyendo las uGltimas concentraciones obtenidas. Las diluciones
de cada muestra se depositaron en cada uno de los 96 pocitos de las placas para
amplificacion por PCR. El orden de las muestras fue preestablecido. Se dejé secar la
placa a temperatura ambiente de 48 a 72 hs.

Il Reaccion en cadena de la polimerasa
Se prepard la Solucion de Reaccion a partir de los siguientes reactivos en sus
correspondientes fracciones:
TAQMAN® Universal PCR Master Mix / 0.5
Sonda /0.0125
Agua/ 0.4875

Una vez homogeneizada, se agregaron 5 L de Solucién de Reaccion, a cada uno de
los 96 pocitos de la placa con muestras. La placa se sellé y se centrifugd a 3000 rpm
/ 2 min. Se inici6 la reaccién en termociclador (GeneAmp® PCR System 9700) con

las siguientes condiciones:
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Temperatura de preparacion: 95 °C /10 min
Temperatura de Desnaturalizacion: 95°C /15 seg
Temperatura de Hibridacion: 60 °C /1 min
Temperatura de enfriamiento: 4 °C

Una vez terminado este proceso se centrifugo la placa a 3000 rpm / 2 min. Para su

posterior medicion de emision de fluorescencia.

IV.  Genotipificacion de muestras por discriminacion alélica.

Una vez realizado el proceso de amplificacion® (Fig. 6.3), se procedido a la
discriminacion alélica en el equipo (ABI 7900 HT Fast Real Time PCR System) a
través del programa SDS Version 2.2 de Applied Biosystems, en el cual se cred un
archivo de la discriminacion alélica para la placa de 96 pozos, se nombraron los
marcadores que segun su fluorescencia se posicionaron en un grafico en el eje “xX”
(VIC), “y" (FAM) o entre ambos, determinando asi el genotipo homocigoto o
heterocigoto de cada muestra (Fig. 6.4, anexo 2). Es importante recalcar que el
proveedor (Applied Biosystems®) nos proporciona los datos acerca del genotipo
correspondiente a cada marcador (VIC 6 FAM) por medio de la secuencia de cada
sonda solicitada (Cuadro 6.2).
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Preparacion de la
mezcla de reaccion

Freparacion de la
placa de reaccion

Amplificacion por PCR

FCR

Equipo 505 Termociclador

Se crea un nuevo documento
de lectura de la placa

Lectura de la placa —
en “punto final™ 4

Equipo 505

Discriminacion alélica

Analisis del
documento

Asignacion del
- tipo de alelo

Analisis de la discriminacion
alélica

Figura 6.3. Esquema general de genotipificacion del ADN. Una vez extraido el
ADN se efectla la Reaccion en Cadena de la Polimerasa que es la amplificacién
exponencial de ADN, suficiente para una emisiéon de fluorescencia que permita
la discriminacion alélica. Posterior a ello se asignan los alelos en el total de las
muestras para su posterior andlisis.??

30




[ PL1_3817_061010.5ds - Allelic Discrimination

N
BN
N
B
o
N
-
B
5|
|

Setup | Instrument| Results | QC Summary

ES

@ @ @ 0 @ & & 0 0 0 0 0 -
;@ ® & 6 & 0 & 0 0 0 0 0
‘e @ @ @ ¢ o & 0 0 0 0 0
@ ® e o o 0 0 0 0 0 0 0
(@ @ @ @ ¢ 0 & 0 0 0 0 0
@ X X o & 0 06 0 0 & 0 0
@ @ @ @ & & 0 0 0 0 0 X
e ® & o o o 6 o 1 R R B

4 F

A Y

Table Settings: TNone =
Position | Flag Sample Marker Task Cal Quality Value |  Call Type Allele ?
Al Al 3817 Unknown 3817A 99.43 Automatic 106 s
A2 A2 3817 Unknown 3B17A 9.7 Automatic 108 (2
A3 A3 817 Unknown  |3817A 99,52 Automatc 109
Ad A4 3817 Unknown Both 93.75 Automatic  [3.08E-
AS AS 3817 Unknown 38174 99.06 Automatic 1.04
A6 A6 B17 Unknawn Both 9.7 Automatic  |9.07E-
AT A7 3817 Unknown 3817A 99.93 Automatic 11
AB Al 3817 Unknown 3817 99.9 Automatic 109
A9 A3 317 Unknown Both 99.41 Automatic  |9.12E-
A0 AlD 3817 Unknown 3817A 99.91 Automatic 11
All All 3817 Unknown 38174 99.93 Automatic 112
Al2 Al2 3817 Unknawn 38174 99.35 Automatic 106
B1 Bi 3817 Unknawn 38174 99.85 Automatic 1.09
R? | R? 17 Linknnwn Rath 99.79 Automatic RA¥- T

|

m

+

Allele ¥ (38176}

Marker: | 3817 Call: |Undeterm... Q
Allelic Discrimination Plot
15 ]
13
-.'.I.l.l ]
11 TR
'
04
07
04
] e | | -

l‘ :

.
b o
0.1

] 03 05 0.7 08 11

Allele X (33174)

2

Legend

X Undetermingc
» Al X

» Eoth

w Al Y

B NTC

Figura 6.4. Plot de discriminacién alélica generado por el software SDS 2.2 ®.
La fluorescencia emitida después de la PCR, que resulta de la agrupaciéon de
las muestras con base en el genotipo se observa en un grafico. Esta
agrupaciéon depende esencialmente de la presencia del polimorfismo de un
solo nucleotido, que determina la emision de fluorescencia de cualquiera de
ambos marcadores (VIC o FAM). (Anexo 2).
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6.7

Disefo estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva de las variables en casos y controles. Las

frecuencias de los SNPs analizados en una muestra de individuos mexicanos con y

sin obesidad fueron reportadas en porcentaje. La asociacion se determiné mediante

las pruebas ji cuadrada y exacta de Fisher, el equilibrio de Hardy Weinberg se evalué
con el programa FINETTI version 3.0.5 (Fig 6.5).

Para determinar si estos polimorfismos contribuyen de manera independiente o como

haplotipos a la presencia y a la gravedad de la obesidad se utiliz6 el programa
HAPLOVIEW (Fig. 7.4).

El riesgo fue estimado por razon de momios con intervalos de confianza del 95% a

través del programa EPI INFO. En cada prueba de hipotesis se consideré como

significativo un valor de p < 0.05 a dos colas.

‘Tests for deviation from Hardy-Weinherg equilibrium‘

Tests for association (C.I.: 93% convidence interval)

‘ Controls ‘ Cases ‘allele freq. differente‘ heterozygous ‘ homozygous ‘ allele positivity ‘;—\rmitage's trend test
| Risk allele
| MesRl | Mpesf2 | e | MJ=12422] | common odds ratio

1=152 (148.67)
2=16 (52.67)
2= (4.67)

f al=0.85+/-0.019

nl
nl
)

—[F=0.12664

p=0.069130 (Pearson)
p=0.087673 (Lk)
p=0.094930 (Exact)

n11=262 (265.35)
n12=95 (88.31)
n22=4(7.35)

f al=0.86+-0.013
F=-0.07580
p=0.149792 (Pearson)
p=0.123890 (Lk)
p=0.196762 (Exact)

Odds raio=0.939  |Odds_ratio=1.198 |Odds ratio=0290 |Odds ratio=1.064 |Odds ratio=0.883
CI=[0663-1321]  |C.1=[0.799-1.796] |C.1=[0.086-0979] |C.1=[0.722-1.566]

cli2=0.13 chi2=0.77 chid=4 46 cli2=0.10 cli2=0.13
p=07194(P)  fp=038114 p=0.03468 p=0. 75485 p=0.71923
Risk allele 1
Rl=] | pAes | R2s] | [1H12=[22] | common odds ratio

CI1=[0.757-1498] |CI=[1.182-14.428]|C.I=[1.021-11.639]|C1=[1.072-12.126]
chi2=0.13 chi2=5.61 chil=4 46 chi2=4.88 chi2=0.13

Odds ratio=1065  |0dds_ratio=4.130 |0dds_ratio=3 447 |Odds_ratio=3 606 |Odds ratio=1226
p=0TIOU(®)  |p=0.01784 p=0.03468 p=0.02722 p=0.71923

Figura 6.5. Software Finetti para evaluacion del Equilibrio de Hardy Weinberg.
Este software aporta valores de: Oportunidad Relativa, intervalo de confianza, fi
cuadrada y significancia, para cada uno de los alelos presentes. Tomada de ¥,
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas fenotipicas de la poblacién

La poblacién de estudio analizada en esta tesis fue de 600 pacientes mayores de 18
afios con diagnéstico clinico de obesidad (IMC > 30 kg/m?) y 378 controles mayores
de 30 afios, (IMC entre 20 y 25 kg/m?).

En relacion a esto se observo que el numero de controles es menor que el de los
pacientes con obesidad, lo cual es un reflejo de la situacién epidemiolégica de esta
entidad en nuestra poblacién. Por otro lado, observamos que las muestras
provenientes de mujeres predominan tanto en controles como en los casos (Cuadro
7.1). De hecho de estas Ultimas casi dos tercios de las muestras recolectadas son de

mujeres (Fig. 7.1).

Por otra parte, dentro de los casos se encontr6 mayor prevalencia de obesidad tipo |
(30-34.99 kg/m?), seguida de la tipo Il (35-39.99 kg/m?) y finalmente la tipo Il (= 40
kg/m2). Al estratificar por género, en mujeres sobresalié la obesidad grado Il y grado
11, (6.84 y 13.84 puntos porcentuales, respectivamente, por encima de la presentada
en hombres). En poblacién masculina se observé una proporcion mayor de varones
con obesidad tipo | que en mujeres (68.78 % vs 48.1%), (Cuadro 7.2 y Figura 7.2).
Cabe sefialar que este patrén de comportamiento fue muy similar al observado en la
ENSANUT 2006 (Cuadro 7.3).
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Cuadro 7.1 Porcentaje de casos y controles estratificados por sexo analizados
en el estudio.

TOTAL (%) HOMBRES (%) MUJERES (%)
CONTROLES 378 (38.65) 148 (39.15) 230 (60.85)
CASOS 600 (61.35) 205 (34.17) 395 (65.83)
TOTAL 978 (100) 353 (36.1) 625 (63.9)

W HOMBRES

65.83

E—

Figura 7.1. Porcentaje de hombres y mujeres casos analizados en el estudio.

MUJERES
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Cuadro 7.2 Prevalencia de obesidad en hombres y mujeres estratificada por

gravedad.
OB | OB i OoBlli TOTAL CASOS
HOMBRES (%) 141 (68.78) 41 (20) 23 (11.22) 205
MUJERES (%) 190 (48.10) 106 (26.84) 99 (25.06) 395
TOTAL 331 (55.17) 147 (24.5) 122 (20.33) 600
100 +
68.78
g
§ m OBl
E m OBl
Q oBIIl

HOMBRES MUJERES TOTAL
GENERO

Figura 7.2. Porcentaje de los diversos grados de obesidad en hombres y
mujeres
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Cuadro 7.3 Analogia de los resultados arrojados en esta tesis contra los
presentados por ENSANUT 2006. 1*4

“Asociacion de
polimorfismos en el gen
SOCS3 con el riesgo a
padecer obesidad en

pacientes mexicanos”

ENSANUT 2006

LUGAR

Ciudad de México

Encuesta Nacional*

TIPO DE POBLACION

Adultos definidos a partir
de su IMC como casos de
obesidad o controles.

Poblacion abierta **

Hombres Mujeres
EDAD Todas las edades***
44 £9.9 46 +9.8
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
NORMOPESO (%)
39.15 60.85 16.1 16.3
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
OBESIDAD (%)
34.17 65.83 27.1 48.4

* La comparacion se hizo unicamente con los del Distrito Federal.

** La comparacion se hizo Unicamente con los adultos en peso adecuado y con

obesidad.

*** | a comparacion se hizo unicamente con los del intervalo de edades del 40 a 49

afnos.
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La edad promedio de los controles tanto masculinos como femeninos se encuentra
en la cuarta década de vida, (Cuadro 7.4). Interesantemente, se observo que la
obesidad méas grave se presentd en los varones mas jovenes mientras que en las

mujeres se observo lo contrario, ésta se presentdé en mujeres con mayor edad.

Por otra parte, al comparar el grado de obesidad (IMC) entre ambos géneros, se

observo que esta variable es ligeramente mayor en las mujeres que en los varones.

Cuadro 7.4. Edad promedio prevalente en controles y casos estratificados por

gravedad.
EDAD PROMEDIO + D.E.
CONTROLES OB | OB Il OB 1l
HOMBRES 42 +8.94 45 + 9.66 43 +10.99 42 +8.94
MUJERES 40 + 8.30 45 + 9.36 45 +10.23 47 £10.17
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7.2 Caracteristicas genotipicas de la poblaciéon

En este estudio se analizaron 4 SNPs (rs7221341, rs4969168, rs2280148 vy
rs9914220) que en otras poblaciones han mostrado asociacion con obesidad o con

fenotipos relacionados.

De los polimorfismos incluidos en este estudio la variante rs2280148, no se analizo
en nuestra poblacion de estudio ya que no fue informativa a diferencia de lo

reportado en poblaciones hispanoamericana y afroamericana (Cuadro 2.1).

Por otro lado, la distribucion de los genotipos de los polimorfismos analizados,
rs7221341, rs4969168 y rs9914220 se observaron en Equilibrio de Hardy Weinberg
(E-HW). Para los SNPs rs7221341 (C/T) y rs9914220 (C/T), los alelos ancestrales
fueron los mismos que los reportados para otras poblaciones exceptuando el de la
variante rs4969168 (G/A), en la que el alelo de frecuencia menor (A) presentado en
la muestra, se encuentra reportado como el ancestral®®. La prevalencia del alelo de
frecuencia menor de estos polimorfismos es muy similar a poblaciones europeas,
pero dista de las poblaciones Orientales, tales como la china y la japonesa, y en
casos como el del SNP rs4969168 el alelo de frecuencia menor pasa a ser el de
mayor frecuencia en poblacion keniana. Particularmente, para los SNPs rs4969168
(G/A) y el rs9914220 (C/T), encontramos que al igual que lo reportado en poblacién
residente en Los Angeles con ascendencia mexicana, los alelos G y el C,
respectivamente, son los mas frecuentes, y sus frecuencias son similares a las de
poblacion Gujarati de Houston, Texas y la de la Toscana en Italia (Cuadros 7.5 y
7.6).

38




Cuadro 7.5. Frecuencia genotipica de los polimorfismos rs7221341, rs4969168 y

rs9914220, presentada en casos y controles.

FRECUENCIA
SNP GENOTIPO CONTROLES CASOS
n (%) n (%)
CC 233 (67.15) 372 (67.51)
rs7221341 CT 104 (29.97) 167 (30.31)
TT 10 (2.88) 12 (2.18)
GG 218 (63.37) 318 (59.77)
rs4969168 GA 110(31.98) 182 (34.21)
AA 16 (4.65) 32 (6.02)
CC 254 (74.27) 406 (73.82)
rs9914220 CT 74 (21.64) 135 (24.55)
TT 14 (4.09) 9 (1.64)
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Cuadro 7.6 Analogia entre las frecuencias alélicas menores de la poblacion

incluida en este estudio y las de otras poblaciones B%.

SNP POBLACION ALELO MAF
Mexicana (controles/casos) T 0.178/0.173
Mexico-americana T 0.273
Guijarati en Houston, Texas T 0.257
rs7221341 (C/T) Toscana, Italia T 0.425
Euro-americana T 0.372
China T 0.022
Japonesa T 0.013
Mexicana (controles/casos) A 0.206/0.231
Mexico-americana A 0.25
Gujarati en Houston, Texas A 0.213
rs4969168 (G/A) Toscana, Italia A 0.211
Euro-americana A 0.142
China A 0.453
Japonesa A 0.429
Mexicana (controles/casos) T 0.149/0.139
Mexico-americana T 0.129
Gujarati en Houston, Texas T 0.173
rs9914220 (C/T) Toscana, Italia T 0.098
Euro-americana T 0.053
China T 0.412
Japonesa T 0.305
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Al comparar las frecuencias alélicas y genotipicas entre la totalidad de los casos y
controles, no se observaron diferencias estadisticamente significativas para ninguna
de las tres variantes rs7221341 (C/T), rs4969168 (G/A) y rs9914220 (C/T) (Cuadro
7.7).

Sin embargo, al estratificar por gravedad y género, se documenté asociacion a
obesidad dependiente de género en equilibrio de Hardy Weinberg. El genotipo
rs4969168A en estado homocigoto presenta asociacion (p= 0.04218) a riesgo a
obesidad grado Il en varones. Mientras que el genotipo rs9914220T en estado
homocigoto confiere protecciéon (OR= 0.290) para obesidad al género femenino
(Cuadro 7.8).

Méas concretamente los cuadros 7.9 y 7.10 nos muestran la frecuencia genotipica y

alélica con que estos polimorfismos se presentan en nuestra poblacion de estudio.

La variante rs7221341, no mostré asociacion con obesidad ni como alelo ni como
genotipo.
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Cuadro 7.7 Frecuencia alélica menor para cada polimorfismo en estudio.

GRAVEDAD

rs7221341 (C/T)
OR (95%C) p

rs4969168 (G/A)
OR (95%IC) p

rs9914220 (C/T)
OR (95%IC) p

OB TOTAL

0.752 (0.320- 1.767)  0.51149

1.371 (0.734-2.560) 0.32025

0.402 (0.172-0.943) 0.03068

Cuadro 7.8 Asociacioén entre polimorfismos del gen SOCS3 y pacientes estratificados por gravedad y género.

rs7221341 (C/T)

rs4969168 (G/A)

rs9914220 (C/T)

GRAVEDAD OR (95%IC) p OR (95%IC) D OR (95%IC) p
OB TOTAL
Femenino 0.477 (0.157-1.446)  0.18159 1.147 (0.549-2.398) 0.71540 0.290 (0.086-0.979) 0.03468
Masculino 1.541 (0.376-6.323)  0.54549 1.978 (0.601-6.514) 0.25406  0.590 (0.175-1.987) 0.38979
OBl
Femenino 0.685 (0.196-2.397)  0.55145 1.109 (0.470-2.615) 0.81354  0.304 (0.063-1.458) 0.11604
Masculino 0.783 (0.128-4.805)  0.79142 1.440 (0.374-5.548) 0.59457  0.673 (0.184-2.457) 0.54699
OBl
Femenino 0.584 (0.118-2.887)  0.50484 0.814 (0.251-2.641) 0.73154  0.279 (0.034-2.278) 0.20452
Masculino 3.615 (0.689-18.980)  0.10761 4.136 (0.959-17.847) 0.04218  0.654 (0.075-5.672) 0.69790
OBl
Femenino 0.140 (0.008-2.485)  0.07045 1.611 (0.598-4.340) 0.34265 0.275 (0.034-2.245) 0.19869
Masculino 0.511 (0.050-5.219)  0.56421 1.625 (0.169-15.610) 0.67127  0.451 (0.024-8.360) 0.31924
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Cuadro 7.9 Asociacién alélica y genotipica el SNP rs4969168 (G/A) del gen
SOCS3 en pacientes masculinos con obesidad Il y controles.

GENOTIPO CASOS CONTROLES OR (95% IC) X2 p
N=36 n(%) N=134 n(%)
GG 22 (61.11) 91 (67.91)
GA 10 (27.78) 39 (29.10) GG vs GA 1.061 (0.460-2.448) 0.02 0.89032
AA 4(11.11) 4 (2.99) GGvs AA  4.136 (0.959-17.847) 4.13 0.04218
GG vs 1.347 (0.629-2.885) 0.59 0.44295
(GA+AA)
ALELO CASOS CONTROLES OR (95% IC) X2 p
N=1064 n(%) N=688 n(%)
G 818 (76.88) 546 (79.36)
A 246 (23.12) 142 (20.64) 1.156 (0.916 - 1.460) 1.49 0.22200
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Cuadro 7.10 Asociacién alélica y genotipica del SNP rs9914220 (C/T) del gen

SOCS3 en pacientes femeninos con obesidad y controles.

GENOTIPO CASOS CONTROLES OR (95% IC) X2 p
N=361 n(%) N=206 n(%)
cc 262 (72.58) 152 (73.79)
CT 95 (26.32) 46 (22.33) CCvsCT 1.198(0.799-1.796) 0.77 0.38114
TT 4 (1.10) 8 (3.88) CCvsTT 0.290 (0.086-0.979) 4.46 0.03468
CCvs 1.064 (0.722-1.566) 0.10 0.75485
(CT+TT)
ALELO CASOS CONTROLES OR (95% IC) X2 p
N=1100 n(%) N=684 n(%)
C 947 (86.09) 582 (85.09)
T 153 (13.91) 102 (14.91) 0.922 (0.703-1.209) 0.35 0.55612
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En el analisis de haplotipos, en el que se incluyeron tres SNPs del gen SOCS3
rs7221341 (C/T), rs4969168 (G/A) y rs9914220 (C/T), se observaron 7 diferentes
combinaciones presentes con una frecuencia mayor al 1% (Cuadro 7.11). De éstas el
haplotipo CAC mostré asociacion con un OR=1.68 IC (1.11 — 2.57), p=0.0115. Mas
aun, al estratificar por gravedad se document6é que este haplotipo confiere riesgo

para las formas mas graves de la enfermedad: obesidad tipo 1l [OR=1.97 IC (1.10-
3.51), p= 0.0121] y obesidad mdrbida [OR=2.05 IC (1.12-3.75), p= 0.0146]. (Cuadro

7.12 y Fig. 7.3).

El andlisis evidencié que no existe desequilibrio de ligamiento fuerte entre los tres

polimorfismos analizados (Fig. 7.4).

Cuadro 7.11 Frecuencia de las diversas combinaciones posibles de haplotipos.

SNPs FRECUENCIA OR

rs7221341 p

rs4969168, CONTROLES CASOS (95% IC)

rs9914220 n (%) n (%)
CGC 451 (64.43) 702 (62.79) 0.93 (0.76-1.14) 0.472
TGC 92 (13.14) 144 (12.88) 0.98 (0.73-1.31) 0.8657
CAT 77 (11) 117 (10.47)  0.95 (0.69-1.30) 0.6918
CAC 35 (5) 91 (8.14) 1.68 (1.11-2.57) 0.0115
TAT 17 (2.43) 32 (2.86) 1.18 (0.63-2.24) 0.5577
TAC 17 (2.43) 20 (1.79) 0.73 (0.36-1.47) 0.3459
CGT 11 (1.57) 12 (1.07)  0.68 (0.28-1.66) 0.468
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Cuadro 7.12 Asociacion del haplotipo CAC con los grados mas graves de

obesidad.
OR (95% IC) FRECUENCIA CASOS / CONTROLES, OR (95% IC) P
n (%)
OB TOTAL 91 (8.14) / 35 (5) 1.68 (1.11 - 2.57) 0.0115
OB | 42 (6.77) / 34 (4.86) 1.42 (0.87 - 2.33) 0.1285
OB Il 24 (9) /33 (4.71) 1.97 (1.10 - 3.51) 0.0121
OB Il 21 (9.21)/33 (4.71) 2.05(1.12 - 3.75) 0.0146
OB Il'y OBIlI 46 (9.24) / 34 (4.86)u 1.99 (1.23 - 3.23) 0.0029
10 9 92T
9
g 8
'_,_g 7 6.77
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Figura 7.3. Frecuencia del haplotipo CAC en casos y controles.
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Figura 7.4. Plot de haplotipos del software Haploview®. Este programa permite
evaluar el desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos analizados, asi
como evidenciar si combinaciones entre las variantes se asocian con la

enfermedad.
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8. DISCUSION

A partir de los datos generados del Proyecto del Genoma Humano, se han derivado
diversos estudios cuyo objetivo es elucidar el componente genético involucrado en la
etiopatogenia de las enfermedades multifactoriales. Dentro de éstas, la obesidad ha
tomado gran relevancia ya que afecta a millones de personas en el mundo y es el
principal factor de riesgo para las enfermedades cronico degenerativas mas

prevalentes en el panorama de salud a nivel mundial.

Actualmente, se conoce que los individuos pueden padecer obesidad como resultado
directo de alteraciones genéticas en varias regiones cromosémicas. Dentro de estos
factores genéticos se encuentra el gen SOCS3, cuyo producto proteico esta
involucrado en la via de sefializacién de la leptina, y se encuentra relacionado
especificamente con la hiperleptinemia, fenotipo que tiene como consecuencia un
bloqueo constante de la via de sefalizacion de la leptina y que es un comun

denominador entre individuos que cursan con obesidad.

En este estudio, el andlisis de cuatro polimorfismos en el gen SOCS3, documento
que la variante rs2280148(A/C) a diferencia de lo observado en las poblaciones
asiatica y africana no es informativa para nuestra poblaciéon. Por otro lado, de los dos
alelos del tag SNP rs4969168 (G/A), el alelo A que se encuentra reportado como el
ancestral, mostré que en nuestra poblacién tiene una frecuencia menor, contrastante
con lo observado en la poblacion africana. Los resultados de este estudio, al igual
gue lo observado en otras poblaciones apoyan fuertemente que los genes candidatos
involucrados en la etiologia de las enfermedades comunes, deben ser estudiados

con detalle en cada una de las poblaciones.

Es importante mencionar, que el factor principal que puede estar influenciando las
discrepancias observadas entre los diferentes estudios, es el criterio de inclusion de
los participantes. En este caso en particular, los reportes en la literatura de los
estudios donde se han analizado estas variantes, fueron realizados en individuos
captados inicialmente para otra patologia que no es la obesidad y posteriormente

fueron ajustados por IMC y analizados, determinandose asi la presencia o no de
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asociacion. Sin embargo, seria pertinente replicar estos estudios en cohortes con
criterios de captacion similares para descartar o corroborar la participacion de estas

variantes en la etiologia de la obesidad.

En este sentido, al comparar los valores de los parametros metabolicos entre los
casos y los controles como niveles de glucosa, colesterol triglicéridos asi como la
presion arterial, observamos diferencias estadisticamente significativas (Anexo 3).
Estos datos sugieren una correlacion directa entre el IMC y alteraciones en estas
variables, lo que en parte podria sustentar el hecho que la obesidad es un factor de
riesgo para enfermedades cronicas como la diabetes Tipo |l, colesterolemias,
trigliceridemias y presion elevada, entre otras. Por otro lado, los datos obtenidos en
este trabajo, son concordantes con lo observado en la Encuesta Nacional de Salud
2006, donde se observdé mayor susceptibilidad del género femenino a padecer
obesidad que en el género masculino, este hecho fue replicado en nuestra poblacién
de estudio, dado que el 76% (205/269) de los pacientes que cursaban con obesidad

tipo 1l y tipo Ill, resultaron mujeres.

Los datos obtenidos también muestran que la edad puede ser una variable
determinante en el grado de obesidad de una manera dependiente de género, ya que
mientras la obesidad méas grave afecta en una edad mas temprana a los varones, en

mujeres el efecto de esta variable es mas acentuado a mayor edad.

Respecto al andlisis de asociacion el SNP rs9914220, a diferencia de lo reportado en
poblacién hispano americana, donde mostré asociacion con fenotipos tales como

26l "en nuestro analisis

IMC, tejido adiposo visceral y circunferencia de la cintura
observamos que se asocié con proteccion a obesidad para la poblacién femenina
[OR= 0.29 (0.086-0.979), p=0.03468]. Estos datos sugieren que este gen confiere
proteccion para desarrollar obesidad en mujeres de una manera dependiente de
género, lo que nos sugiere una participacion de factores hormonales involucrados en
el mecanismo por el cual SOCSS3 participa en la etiopatogenia de la obesidad. Por su
parte, el SNP rs4969168 se asocio con un alto riesgo a desarrollar obesidad al igual

que lo reportado en poblacién hispano americana residente en los Angeles.®® Por
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altimo, la variante rs7221341, no mostré asociacion con obesidad al igual que lo
documentado en otros estudios.

Respecto al analisis de haplotipos, uno, el CAC, conformado por los alelos
reportados como los ancestrales de los SNPs rs7221341, rs4969168 y rs9914220,
mostrd asociacion con mayor riesgo a padecer las formas mas graves de la
enfermedad; obesidad; grado Il y 1l [OR=1.99 (1.23 — 3.23), p=0.003]. Estos datos,
nos sugieren que el gen SOCS3 es un factor genético involucrado tanto en la
etiologia de la obesidad como en la evolucion a las formas mas graves de esta

entidad en la poblacion mexicana.

El conocimiento generado mediante las nuevas tecnologias moleculares acerca de
los factores genéticos, bioldgicos y bioquimicos involucrados en la etiologia de la
obesidad, han evidenciado la gran complejidad de esta enfermedad metabdlica. A
pesar de los esfuerzos realizados por los diferentes grupos de investigacién, la
informacion generada sobre los factores genéticos que participan en la etiologia de
este padecimiento de origen multifactorial es escasa. Sin embargo la aportaciéon
especifica de cada poblacion al conocimiento cientifico acerca de la variabilidad
genética, puede orientar nuestro camino hacia tratamientos mas especificos e
individualizados encaminados a disminuir la prevalencia de esta entidad y sus

patologias asociadas.
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. CONCLUSIONES

El género femenino es el mas afectado por la obesidad.

La edad de atencion, jugaria un papel fundamental en la prevencion de esta
enfermedad, dada la correlacion de prevalencia de obesidad con respecto a la
edad y al género, observada en este estudio en concordancia con lo reportado
por la ENSANUT 2006.

La carga genética continua posiciondndose como un importante factor

asociado a este padecimiento de origen multifactorial.

Los polimorfismos de un solo nucled6tido rs4969168 y rs9914220 se asocian al
riesgo (genotipo AA) y a la proteccibn a obesidad (genotipo TT),

respectivamente, en poblacion del distrito federal.

Un haplotipo (CAC) en el gen SOCS3 confiere riesgo a desarrollar las formas

mas graves de la enfermedad.

La variabilidad genética entre poblaciones se continla demostrando, por lo
tanto los genes candidatos involucrados en la etiologia de las enfermedades
comunes, deben ser estudiados con detalle en cada una de las poblaciones.
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10. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Las necesidades que la poblacién exige en materia de obesidad, lamentablemente
aun no son cubiertas por los diversos sectores de salud en todo el mundo. México,
por su parte a través de instituciones como el Instituto Nacional de Medicina
Gendmica, pone en marcha diversos proyectos que contribuyen al entendimiento de
esta enfermedad. Estos proyectos no deben permanecer de manera individual sino
formar un ensamblaje que ponga en marcha acciones para el abatimiento y
prevencion de este padecimiento. Particularmente, esta tesis, puede ser mejorada y

continuada si se siguen algunas recomendaciones.

El banco de muestras de obesidad que posee el INMEGEN es numeroso, sin
embargo la recoleccion de mayor cantidad de muestras de casos de varones asi
como de controles, seria un punto clave para incrementar el poder estadistico de

nuestro estudio.

Las nuevas muestras deben ser recolectadas por personal debidamente adiestrado,
esto con el fin de minimizar el error humano al momento del registro de cualquiera de
los datos, su exactitud debe predominar al momento de tomar los datos de peso y
talla, ya que la definicibn de que una persona se encuentre en un peso adecuado

muchas veces depende de centésimos.

Ampliar el nimero de polimorfismos analizados en este gen asi como investigar, si
tales polimorfismos se encuentran en desequilibrio de ligamento con SNPs de genes
vecinos en poblacion mexicana también expandiria nuestro panorama en forma

prolifica acerca de la heredabilidad de este gen.

Ademas de esto, seria interesante investigar si existe algun patrén de prevalencia de
SNPs en este gen en las diferentes entidades federativas del pais y compararlo con
algunos otros polimorfismos de genes involucrados en la ingesta de alimentos o con

los de alguna otra ruta metabdlica relacionada con obesidad.

Con ayuda de ramas de la gendmica tales como la nutrigenémica y la epigenémica,
se multiplicarian alin mas las perspectivas sobre el abordaje de estos y muchos otros

polimorfismos que ayudarian a crear el mapa gendémico mexicano de la obesidad.
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ANEXO 1

(Carta Invitacion, Solicitud de consentimiento y Carta de consentimiento informado)
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INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA

LABORATORIO DE GENOMICA DE ENFERMEDADES MULTIFACTORIALES

CARTA INVITACION

Este documento contiene las preguntas mas frecuentes que realizan las personas

que participan en un estudio de investigacién sobre obesidad.

INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

El Laboratorio de Gendémica de Enfermedades Multifactoriales del Instituto Nacional
de Medicina Gendmica (INMEGEN) en colaboracion con los Departamentos de
Endocrinologia y de Medicina Interna del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales
de los Trabajadores del Estado (ISSSTE), estan realizando un proyecto de
Investigacion en pacientes con obesidad intitulado “Caracterizacion de factores
genéticos asociados al riesgo de desarrollar obesidad en pacientes

mexicanos”.

¢, Cudl es el procedimiento?

El investigador explicar4 verbalmente a los participantes acerca del objetivo del
estudio, aclarara todas las dudas y la forma de participacion. Una vez que se acepte
colaborar en el estudio se firmara la carta de consentimiento informado y se tomara
una muestra de sangre venosa del brazo de cada uno de los participantes utilizando
en cada individuo material nuevo y bajo todas las normas de bioseguridad. Se
aplicara un cuestionario con preguntas relacionadas con la enfermedad, asi como

sus antecedentes.

¢,Cual es el proposito de estudio?
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El propdsito de este proyecto es conocer los factores genéticos que hacen que
algunos individuos desarrollen obesidad, cuales de éstos tienen relacion con la
susceptibilidad a desarrollar obesidad y cuales factores genéticos hacen que otras
enfermedades comunes (hipertension arterial, diabetes, cancer, colesterol alto, etc.)
se presenten con frecuencia en los pacientes obesos. Los factores genéticos se
heredan de ambos padres, por lo que es posible que en una segunda etapa,
podamos extender este estudio a los familiares de primer grado. Es relevante
mencionar que también los factores ambientales asi como la edad, el sexo y la raza
tienen una participacion muy importante en el desarrollo de la obesidad. Es decir,
para que la obesidad se presente es necesario que las personas que son
genéticamente susceptibles se expongan a factores ambientales adversos (tipo de

alimentacion, estrés, no hacer ejercicio, etc).

¢, Quién participa en este estudio?

Todos las personas que tengan diagndstico clinico de obesidad y los controles

voluntarios sin obesidad que cumplan con los criterios de inclusion.

El diagnostico de obesidad serd establecido por un médico endocrinélogo o
internista, quienes los canalizaran al Laboratorio de Enfermedades Multifactoriales

para su estudio genético.

¢Por qué deberia yo considerar mi participaciéon en el estudio?

Porque para determinar los factores genéticos que predisponen al desarrollo de la
obesidad es necesario analizar muestras de pacientes que padecen de obesidad asi
como de individuos que no la padecen, que no presentan esta patologia. Esta
informacion nos permitira conocer y entender las bases genéticas de la obesidad y
en un futuro, con la informacion generada de este estudio esperamos identificar

personas gue aun no estan enfermas pero que tienen un alto riesgo de desarrollar
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obesidad, a los cuales les podemos sugerir medidas que disminuyan el riesgo de

padecerla.

¢ Tengo necesariamente que participar en el estudio? Si acepto participar,

puedo cambiar de opinidn o retirarme?

No es obligatorio participar en el estudio. Su colaboracién en la investigacién es
completamente voluntaria y puede retirarse de ella cuando lo desee. Si después de
aceptar decide salirse del estudio, toda la informacién recopilada sera destruida y su
decision no tendra ninguna repercusion en su atencion o la de sus familiares en las

Instituciones participantes.

¢En qué consiste mi participacion?

Cada persona que participe en este estudio debe donar una muestra de 20 ml de
sangre periférica para extraer el DNA (en el DNA se encuentran los genes que
contienen toda la informacion que se hereda del papa y de la mama y que pueden
conferir un riesgo para desarrollar obesidad). Ademas, los pacientes responderan a
una serie de preguntas sobre su enfermedad y otros antecedentes patolégicos. El
reclutamiento de los pacientes sera por un médico endocrinélogo o un médico
internista quienes plantearan las preguntas al momento de la consulta. Este

procedimiento tomara aproximadamente de 20 a 30 min.

¢,Qué peligros podria experimentar en este estudio y que haran los

investigadores para reducir el riesgo de que estos se presenten?

Su participacion en el estudio representa un riesgo minimo, ya que ninguno de los
participantes tendra que tomar medicamentos ni someterse a ningun otro tipo de

estudio. Aunque es poco probable, se podria formar un pequefio hematoma o
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moretdn en el area de puncién después de que se ha obtenido la muestra de sangre.
Para disminuir este riesgo, la muestra sera tomada por personal con amplia

experiencia en obtencion de muestras de sangre periférica.

¢Qué haran los investigadores para asegurar que la informacién que

recolecten de mi no caiga en manos equivocadas?

Para mantener la confidencialidad de sus datos, inmediatamente después de que
ingresen al estudio, se asignaran cédigos de identificacién para cada una de las
muestras de los participantes, asi como el de los cuestionarios realizados. Esta
informacion y la derivada del estudio genético seran manejadas Unicamente por los
investigadores involucrados y solamente sera dada a conocer a otra persona si usted

como paciente lo solicita por escrito.

¢ Qué beneficios personales puedo esperar al participar en este estudio?

Es importante sefialar, que la muestra que se obtenga es una donacion voluntaria
por lo que su colaboracién en el proyecto no le dara ningan beneficio econémico, ni
repercutird en su manejo clinico dado que este estudio se encuentra en una fase
experimental; sin embargo existe la posibilidad de que en un futuro, con los
resultados obtenidos en este estudio otros pacientes se beneficien de mejores

métodos de diagndstico y de tratamiento.

¢Quién guardara el consentimiento informado una vez que lo he firmado?

La carta de consentimiento informado ser& archivada bajo llave en el Laboratorio de
Gendmica de Enfermedades Multifactoriales, del Instituto Nacional de Medicina

Gendmica por la M. en C. Yolanda Saldafia y la Dra. Lorena Orozco.
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¢A quién debo acudir en caso de dudas?

Para aclarar las dudas que se le presente en cualquier momento, puede solicitar una
cita al Tel. 5350-1957 0 5350-1962 con la M. en C. Yolanda Saldafia y la Dra. Lorena
Orozco, ambas investigadores del Laboratorio de Gendmica de Enfermedades

Multifactoriales del Instituto Nacional de Medicina Gendmica.
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INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA

LABORATORIO DE GENOMICA DE ENFERMEDADES MULTIFACTORIALES

SOLICITUD DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Solicitamos de la manera mas atenta su participacion en este proyecto de

Investigacion en el que se desea conocer las caracteristicas genéticas de

la

obesidad en la poblacion Mexicana. Las responsables de este proyecto son la M. en

C. Yolanda Saldafia y la Dra. Lorena Orozco, Investigadoras del Instituto Nacional de

Medicina Gendémica (INMEGEN) y se esta realizando en colaboracion con el Instituto

de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE).

Sugerimos que antes de decidir si participa o no, utilice todo el tiempo

necesario para hacer preguntas acerca de la investigacion y comentar con

el

entrevistador las dudas relacionadas con los riesgos y beneficios que involucran su

participacion.

Finalmente, si considera que la informacién que le ofrecemos es suficiente le

invitamos a colaborar con nuestro estudio llenando la siguiente carta:
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTES
VOLUNTARIOS.

México, D. F. a de de 200

Por medio de la presente hago constar que yo
estoy de acuerdo en patrticipar en el
proyecto de investigacién “Caracterizacion de factores genéticos asociados al riesgo de
desarrollar obesidad en pacientes mexicanos”.

Estoy enterado de que mi participacion en el estudio consistird Unicamente en donar
una muestra de sangre venosa y responder preguntas relacionadas con mi salud.

Me han explicado que la sangre sera tomada de una vena del brazo con todos los
requisitos de seguridad, como el uso de material nuevo y por personal calificado, por lo
que no representa un riego mayor para mi y que la Unica molestia que podria
presentarse es la aparicion de un pequefio hematoma o moretdn que desaparecera en
dias. Asi mismo, me han comentado que la informacion obtenida del estudio genético y
del cuestionario es absolutamente confidencial y que esta informacién serd manejada
anicamente por los investigadores.

Estoy consciente de que mi participacién en el estudio es completamente voluntaria,
que participar no implica pago o retribucion alguna y que si en medio del proceso decido
no continuar, toda la informacién recopilada sera eliminada.

He leido la informacion descrita y mis preguntas acerca del estudio han sido
respondidas satisfactoriamente.

Atentamente

Firma del participante (No. Telefénico)

Nombre y firma del Testigo Nombre y firma del Testigo
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He entregado a la persona que participara voluntariamente como control la
informacion precisa y necesaria sobre los objetivos del proyecto, riesgos, beneficios
y derechos que tiene. Declaro que su decision de participar en el estudio ha sido
tomada de manera libre, sin presiones o influencias de ningun tipo y soy testigo de

que esta carta ha sido firmada por él.
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ANEXO 2

(Fundamento de las sondas TagMan®)
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Acerca de las sondas TagMan MGB:

Cada sonda contiene:

» Un fluorocromo reportero en el extremo 5 'de cada sonda
e VIC ® esta ligado al extremo 5 'de la sonda del alelo 1.
e FAM ™ esta ligado al extremo 5 'de la sonda del alelo 2.

* Particula de unién al surco menor (MGB, por sus siglas en inglés, Minor Groove
Binder) en el extremo 3 'de cada sonda. Esta modificacidn aumenta la temperatura
de fusion (Tm) para una determinada longitud de la sonda, lo que permite el disefio
de sondas mas pequefias. Sondas mas pequefias resultan en mayores diferencias
en los valores de Tm entre emparejadas y no emparejadas, produciéndose asi una

discriminacion alélica mas robusta.

» Un apagador no fluorescente en el extremo 3’ de cada sonda.
Ensayo de la5' exonucleasa

Durante la PCR, ocurren los siguientes pasos:

1. Cada sonda MGB TagMan alinea especificamente con su secuencia

complementaria.

2. Cuando la sonda de oligonucledtido esta intacta, la proximidad entre el
reportero y el quencher resulta en la represion de la fluorescencia del
reportero, esto principalmente por la transferencia de energia tipo Forster.

3. La ADN polimerasa AmpliTaq Gold® extiende la union de los cebadores hacia
el ADN templado.

4. La ADN polimerasa AmpliTag Gold® escinde soélo las sondas que son
hibridizadas con el blanco.
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5. Cuando el fluorocromo reportero se escinde del apagador ocurre un

incremento en la sefnal de fluorescencia.

6. El aumento en la sefal de fluorescencia se produce cuando las sondas que
han hibridado con la secuencia complementaria de ADN, se escinden. Asi, la
sefial de fluorescencia generada por la amplificacion por PCR indica que

alelos estan presentes en la muestra.

Incremento en Indica
Unicamente fluorescencia de VIC Homocigocidad para el alelo 1
Unicamente fluorescencia de FAM Homocigocidad para el alelo 1

Fluorescencia de ambos marcadores, | Heterocigocidad. Presencia del alelo 1
VIC y FAM. y 2.

Modificado de [32].
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ANEXO 3

(Caracteristicas generales de la poblacion de estudio)
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Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Caracteristicas Generales Poblacion de Estudio

Pacientes Obesos Controles Valor p
N (mujeres/hombres) 355 (65%)/189 (35%) 231 (62%)/ 142 (38%) 0.06
Edad (afos) 45.4 (£9.6) 40.7 (£8.6) <0.001
Mujeres (mediay rango intercuartilico) 35.2 (7.9) 23.1 (2.5) <0.001
Hombres (mediay rango intercuartilico) 32.8 (5.1) 23.9 (2.1) <0.001
Glucosa (mmol) (media, d.e.) 108.5 (35.9) 89.8 (11.8) <0.001
Colesterol (mmol) (media, d.e.) 194.2(38.7) 177.4(34.7) <0.001
Triglicéridos (mmol) (media, d.e.) 202.9 (116.4) 132.3 (91.7) <0.001
Presion Sanguinea Sistolica (mmHg) (media, d.e.) 125 (15.4) 110.5 (11.8) <0.001
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