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1. Resumen

El sindrome metabdlico (SM) representa un conjunto de alteraciones
bioquimicas, antropométricas vy fisiologicas que predisponen a los individuos al
desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV) y diabetes tipo 2 (DT2).
Los componentes del SM incluyen obesidad abdominal, hipertrigliceridemia,
niveles bajos de colesterol HDL, hipertension e hiperglucemia, todos ellos
condicionados por factores ambientales, genéticos y estilo de vida. La
epidemia de obesidad infantil incrementa el numero de nifios con riesgo a
desarrollar SM, casi un tercio de los nifios y nifias en México tienen sobrepeso
y obesidad, particularmente el Estado de Campeche supera la media nacional
en sobrepeso y obesidad. Actualmente la poblacibn mexicana es el resultado
de una mezcla de poblacion europea, amerindia y africana, con proporciones
50%, 45% y 5%, respectivamente. Debido a la alta proporcién de componente
ancestral amerindio el estado de Campeche presenta caracteristicas muy
particulares, ya que es uno de los estados con mayor numero de habitantes
mayas. Debido a que existen diferentes criterios para la clasificacion de SM en
estudio se utilizaron los criterios establecidos por De Ferranti los cuales
consideran en sus puntos de corte la edad , género y etapa puberal de
infantes.

El objetivo fue evaluar la frecuencia de SM en nifios mayas del estado de
Campeche y su asociacién con 7 polimorfismos: P12A de PPARy, T130I de
HNF4a, R230C de ABCA1, E23K de KCNJ11, I/D de ECA, rs1111875 de
HHEX y la rs9939609 de FTO, que han sido reportados en adultos por estar
asociados con el metabolismo de lipidos, glucosa, obesidad y con el aumento
de la presidn arterial.

Se evaluaron 508 nifios de 9 a 13 afos provenientes de 7 escuelas del estado
de Campeche; 2 de poblacién rural y 4 de poblacion urbana, se realizaron
determinaciones bioquimicas y mediciones antropométricas, la genotipificacion

se realizd por PCR en tiempo real, se realizaron pruebas estadisticas de
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frecuencia, comparacion de poblaciones utilizando t-student y un estudio
univariante haciendo ajustes por edad, género e IMC cuando fue necesario.

Se encontré una frecuencia de sobrepeso y obesidad de 53% en zona urbana
y 29% en zona rural, la frecuencia de SM fue de 50% y de 41.3% en la
poblacién urbana y rural respectivamente. En los estudios genéticos se
encontraron asociaciones de los polimorfismos fueron ABCA1 con glucosa
(p=0,005) y FTO con PA vy Triglicéridos elevados (p=0.041 y 0.08
respectivamente) en nifios de la zona rural. En los nifios de poblacién urbana
se observo la asociacion de ABCA1 con HDL bajas (p=0,035), insulinas bajas
con FTO y PPARG (p=0,026 y 0.018 respectivamente). A su vez, KCNJ11 con
glucosa baja (p=0,027) y finalmente ECA con PA elevada (p=0,012) en
poblacién urbana. Este estudio revela una alta frecuencia de SM en nifios del
Estado de Campeche particularmente en poblacion rural lo que sugiere que los
polimorfismos estudiados estan asociados con los principales componentes de

SM en nifios mayas.
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3. Antecedentes

En los ultimos afios ha aumentado la prevalencia de enfermedades
metabodlicas como la obesidad, diabetes, dislipidemia e hipertension. La
aparicion de al menos tres de estas se reconoce como una sola entidad

denominada SM.
3.1. Historia del SM

El SM fue descrito por primera vez por Kylin en 1923, definiéndolo como la
asociacion de hipertension, hiperglucemia y gota. Veinte afios después Vague
sefalé que lo que hoy se conoce como obesidad androide u obesidad
masculina era la forma de obesidad que mas se asociaba con las alteraciones
metabdlicas que aparecian en la diabetes. En los afos 70°s, el grupo aleman
liberado por Hanefled, realizé los primeros estudios que relacionaban obesidad,
diabetes y alteraciones metabdlicas, sin embargo a partir de que Gerald Reaven
en el ano 1988 propusiera el termino Sindrome X, éste alcanzo la notoriedad
que tiene actualmente, donde postuld que la resistencia a la insulina y la
hiperinsulinemia compensatoria predisponia a los pacientes a presentar
hipertension, hiperlipidemias y diabetes, constituyendo una de las causas
subyacentes de las enfermedades cardiovasculares (ECV). Otros autores
también sefalaron la importancia de esta asociacion de factores de riesgo,
Kaplan en 1989, lo denominé Cuarteto de la muerte, DeFronzo en 1991, acufo
el término de Sindrome de Resistencia a la Insulina. En 1998 la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) introdujo el término sindrome metabdlico como una
entidad diagndstica con criterios definidos. El Programa de Educacién para el
Tratamiento del Adulto (NCEP-ATPIII) usé este término en su informe de 2001,
y se convirtié en la definicibn mas utilizada. En el afio 2005, la Federacion

Internacional de Diabetes (IDF) propuso nuevos criterios, similares a los del
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ATPIIl, pero considerando a la obesidad central como una condicién necesaria
para el diagndstico del SM y sugiriendo la necesidad de identificar umbrales del
perimetro de la cintura especificos para cada grupo étnico (en los europeos y

descendientes 94 cm en el varén y 80 cm en la mujer).
3.2. Etiologia

El incremento paralelo de la frecuencia de la obesidad y del SM es un
fendmeno mundial y México no es la excepcion. Aunado a esto, estas
patologias son factores de riesgo importantes para el desarrollo de DT2, la
enfermedad arterial coronaria y cerebrovascular por arteriosclerosis, que son
las principales causas de muerte en nuestro pais. El control de estas
alteraciones metabdlicas incide directamente en la morbi-mortalidad de
muchos padecimientos; sin embargo, en la actualidad no existen estrategias de
prevencion, diagnéstico y tratamiento eficaces para la mayoria de los casos.
Por estas razones, la obesidad y el sindrome metabdlico se han convertido en
un serio problema de salud publica en los paises occidentalizados (Garcia y
col). La causa del SM se desconoce. Su fisiopatologia es compleja debido a
que es una enfermedad multifactorial. Los factores mas importantes son: edad,
etnia, factores genéticos y estilo de vida, por ejemplo, poca actividad fisica y
consumo excesivo de calorias, mas de las que se gastan diariamente. Se ha
observado que el SM es mas comun entre hispanos, México-Americanos y

mujeres afro-descendientes. (Ford y col)
3.3. Patologia

El principal detonante de este conglomerado de factores aterogénicos,
protrombéticos, proinflamatorios y metabdlicos es la obesidad. (Després y col)
La obesidad tiene un fuerte componente genético, que interactua con la
exposicion ambiental. (Trichopoulou y col). En nuestro pais, la prevalencia de
sobrepeso y obesidad en los adultos se incrementd de 62 a 70 % en tan solo

cinco afios. En el ultimo siglo, los mexicanos aumentamos la densidad
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energética de nuestra dieta en casi 24 % (26 % mas hidratos de carbono y 36
% mas grasas) y hemos reducido el tiempo que destinamos a la actividad
fisica. (Ortiz y col) La consecuencia de este cambio en el balance de energia
es la acumulacion de grasa corporal, a la que llamamos obesidad. En México
se atribuyen mas de 50 mil muertes al afio a la obesidad. La obesidad es un
problema complejo, pues, el indice de masa corporal “ideal” depende del grupo

étnico y otras variables. (Simoons y col)
3.4. Definicion y componentes de Sindrome Metabdlico

El SM es una entidad clinica controvertida que aparece con amplias
variaciones fenotipicas, en personas con una predisposicion endogena,
determinada genéticamente y condicionada por factores ambientales (Duvnjak
y col). El SM pediatrico es un problema global de salud, el cual no ha sido bien
caracterizado en términos de criterios, prevalencia o implicaciones clinicas en
nifios y adolescentes mejor cita a la IDF. Los factores ambientales, las
interacciones gen-gen y las interacciones genes-ambiente deben ser
considerados en este contexto (Kelisahdi y col).

En la literatura se han encontrado diferentes definiciones para la identificacion
de nifios y adolescentes con SM, los cuales tienen un riesgo aumentado de
desarrollar DT2 y ECV (Balas y col). En la Tabla 1 se muestran los diversos

criterios para definir SM en la infancia.
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Tabla 1. Criterios para definir SM en la infancia

Cook et al. Ferranti et al. Cruz et al. Weiss et al. Ford et al.
ATG
GB > 110 GB > 110 o ATG (Criterios GB > 100
(Criterios
mg/dL mg/dL ADA) mg/dL
ADA)
. IMC-Zcore 2
Cintura 2 p90 | Cintura 2 p75 | Cintura = p90 0 Cintura =2 p90
TG 2110 TG 2100 TG =290 TG 2110
TG =95 mg/dL
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
cHDL <40 cHDL< 50 cHDL <40
cHDL < p10 cHDL < p5
mg/dL mg/dL mg/dL
PA = p90 PA >p90 PA >p90 PA >p95 PA >p90

GB: glucosa basal; ATG: alteracion de la tolerancia a la glucosa, TG:

triglicéridos, PA: presion arterial; IMC: indice de masa corporal.

Los componentes mayores del SM comprenden diversas anormalidades del

metabolismo de las lipoproteinas, la hipertensién arterial, la hiperglucemia y la

obesidad abdominal, describiéndose a continuacion con mas detalle:

3.4.1. Obesidad

La obesidad es uno de los parametros que muestra mayores diferencias en

cuanto a su definicion, definiéndose como un trastorno metabdlico crénico

caracterizado por una excesiva acumulacion de energia en forma de grasa en

el organismo, que conlleva a un aumento de peso corporal (World Health

Organization).
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La identificacion del contenido graso y en especial de su distribucidn, es una
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informacion importante para determinar el estado de salud no sélo en el adulto
sino también en edad pediatrica y juvenil (Romero-Collazos y col). El
sobrepeso y la obesidad son condiciones desfavorables para la salud
producidos por pequefio pero persistente aumento del balance positivo de
energia que genera un exceso de grasa corporal (Martinez y col.).

En nifos, la presencia de cambios significativos en los patrones de
crecimiento, tales como la tendencia a ubicarse en percentiles mas altos de
peso para la edad, el aumento de la velocidad de peso y de los valores del
indice de masa corporal, constituyen una sefial de alerta que debe motivar al
pediatra a una intervencion, antes que un nifilo o0 adolescente presente una
obesidad severa. Resultados de estudios longitudinales sugieren que los
varones y las nifias con maduracion temprana, tienen mayor adiposidad que la
encontrada en los nifios con una maduracién promedio y tardia de la misma
edad; estos hallazgos sugieren que la maduracion temprana constituye un
riesgo bioldgico para sobrepeso y obesidad en la edad adulta; nunca debe
asumirse que la obesidad se resolvera espontdneamente. (Kwiterovich y col).
Un nifio o adolescente con sobrepeso es probable que se convierta en un
adulto obeso a menos que se realice una intervencion activa. El 40% de los
nifios y ninas de 7 afos y alrededor del 70 % de los adolescentes con obesidad
mantiene la condicion en la adultez. La obesidad durante la adolescencia es un
importante predictor para la obesidad del adulto. La morbi-mortalidad en la
poblacién adulta es mayor en aquellos adultos que fueron obesos durante la
adolescencia, aun cuando tengan un peso normal en la edad adulta. Nader y
col. en 2006, demostraron que los nifios obesos en la edad prescolar tenian 5
veces mas probabilidades de presentar sobrepeso en la adolescencia
(Morrison y col). En el aifo 2000, Savva y colaboradores sefalaron, que la
circunferencia de cintura era mejor predictor de los factores de riesgo
cardiovascular que el IMC. Maffeis y colaboradores encontraron en el afio 2001
correlaciones significativas de la circunferencia de cintura, el pliegue tricipital, y

el pliegue subescapular, con el HDI-colesterol, la relacion colesterol total/HDI-
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colesterol y con la presion arterial en una muestra de nifios y nifias entre 3 y 11
afos (De Fronzo y col). Por el contrario, Sangi en 1991 reportd que en nifos y
adolescentes en etapas tempranas de la pubertad los factores de riesgo
estuvieron relacionados con el exceso de grasa total independiente de la
distribucion de la misma y la obesidad central determinada mediante relacién
entre pliegues subcutaneos del tronco y extremidades y la relacion entre las
circunferencias de cintura y de muslo se asoci® a un mayor riesgo de
enfermedades crénicas no transmisibles al final de la pubertad (Burrows y col).
La tendencia fisioloégica es el almacenamiento de triglicéridos en adipocitos
pequenos periféricos, pero cuando la capacidad de estas células se sobrepasa,
se acumulan en el musculo y causan RI en dichos tejidos. El aumento del tejido
adiposo intra-abdominal o visceral provoca un aumento del flujo de acidos
grasos libres (AGL) hacia la circulacion esplacnica mientras que los derivados
del tejido subcutdneo evitan el paso hepatico y sus consecuencias son
aumento de la produccion de glucosa, sintesis de lipidos y secrecion de

proteinas pro-trombéticas. (Maffeis y col)
3.4.2. Resistencia a la insulina / Intolerancia a la glucosa

La accion de la insulina y su secrecion estan fisioldgicamente interconectadas,
por lo que un defecto inicial en cualquiera de los dos conduce a un déficit en el
metabolismo de la glucosa. La secrecion de insulina y la sensibilidad son las
principales caracteristicas de la intolerancia a la glucosa (IGT). La insulina en
ayunas se ha encontrado que se correlaciona estrechamente con la
sensibilidad a la insulina, La gran mayoria de los sujetos con IGT muestra
hiperinsulinemia en ayunas y disminucion de la secrecion precoz de insulina.
La resistencia a la insulina (RI) se define como la disminucién de la capacidad
de la insulina para ejercer sus acciones biologicas en tejidos diana tipicos,
como el musculo esquelético, el higado o el tejido adiposo. Esta definicion esta
ampliamente demostrada en lo referente al transporte transcelular, a la vias

metabdlicas de la glucosa y al metabolismo de lipidos. Es posible que el
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concepto de resistencia a la insulina pueda extenderse a las demas acciones
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(precoces o tardias) de esta hormona, como la captacién y transporte
transcelular de aminoacidos, la sintesis de proteinas, la regulacion de la
funcién endotelial, la estimulacién del crecimiento y la proliferacion celular o la
expresion de numerosos genes reguladores de estas diferentes funciones
(Trabajo Resistencia a la Insulina de la Sociedad Espafnola de Diabetes”,
2002). La resistencia a la insulina y su subrogada hiperinsulinemia
compensadora se han vinculado al mayor riesgo de aterogénesis y enfermedad
macrovascular en el SM pero no existe unanimidad sobre su papel patogénico
o como simple “marcador de riesgo” (Ferrara y col; Deprés y col; Haffner y col;
Ginsberg y col).

Hoy en dia se considera que la Rl crénica o mantenida es el rasgo comun de
numerosas enfermedades metabdlicas y no metabdlicas, como la diabetes
mellitus (DM) tipo 2, la obesidad, la hipertension arterial (HTA), las dislipemias
o la enfermedad cardiovascular (Ferrannini y col).

En los estadios iniciales, la tolerancia a la glucosa es normal a pesar de la RI
por la funcidn compensadora de las células beta. Segun progresa la Rl y la
hiperinsulinemia compensadora, los islotes se tornan incapaces de sostener el
estado de hiperinsulinemia lo que conduce a la intolerancia a la glucosa con
elevacion de la glucosa postprandial y posterior declinacidén en la secrecion de
la insulina con aumento en la produccidn hepatica de glucosa y diabetes;
paralelamente, la RI conduce a disminucién en la utilizacién de glucosa por los
tejidos sensibles a la insulina (hiperglucemia postprandial) y al aumento en la

produccion hepatica de glucosa (hiperglucemia en ayunas). (Mathai y col)
3.4.3. Dislipidemia

Se caracteriza por una elevaciéon de la concentracion sérica de triglicéridos y
por una disminucion de la concentracion sérica de colesterol-HDL. Un estudio
mas detallado revela un incremento en las lipoproteinas remanentes, un

incremento de las particulas LDL pequefas y densas, de las particulas HDL
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pequefias. También aparece una elevaciéon de la Apo B y una disminucién de
la Apo Al. Todas estas alteraciones promueven el desarrollo de ateroesclerosis
(Elizondo y col)

En el SM la dislipidemia aterogénica, se explica por un aumento de la sintesis
hepatica de triglicéridos (por la mayor disponibilidad de Acidos Grasos Libres
(AGL) e hiperinsulinemia), mayor secrecion de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) y mayor catabolismo de las HDL con aumento de la excrecion
renal de apoA1. Por una mayor actividad de la enzima intravascular Cholesteryl
Ester Transfer Protein (CETP), las VLDL reciben colesterol esterificado desde
las LDL y desde las HDL, transfiriéndoles, a su vez, triglicéridos. Las HDL vy las
LDL ricas en triglicéeridos son sustrato de la lipasa intravascular hepatica
aumentando el catabolismo de las HDL, mientras las LDL se transforman en
particulas mas pequefias y densas. Estas LDL pequefias y densas son mas
aterogénicas porque son mas susceptibles a la oxidacion, siendo
especialmente captadas por los receptores SR-A1 de los macréfagos del
espacio subendotelial, generando una respuesta inflamatoria a medida que se
transforman en células espumosas cargadas de colesterol. Ademas, la
resistencia a la insulina reduce la actividad de la lipasa lipoproteica
intravascular, reduciendo la remocién de IDL y remanentes de quilomicrones,
que también son lipoproteinas aterogénicas. Un estado pro-inflamatorio y pro-
trombotico que explicarian el incremento en el riesgo cardiovascular. Un
elemento importante seria el aumento del estrés oxidativo por mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno debido a la mayor oferta de AGL
y de glucosa (cuando hay hiperglicemia), directamente o a través de la
activacion de factores de transcripcion (Protein Kinasa C, MAP kinasas). La
mayor actividad del factor nuclear NFkB (por disminucién de su inhibidor)
produce una mayor expresiéon de decenas de genes pro-inflamatorios. Como
consecuencia de ello, se producen multiples cambios, como alteraciones del
tono y flujo vascular, aumento de moléculas de adhesién (VCAM-1, ICAM-1),
mayor permeabilidad vascular (aumento de VEGF), menor fibrindlisis (aumento

del PAI-1), mayor reclutamiento de monocitos (aumento de MCP-1), aumento
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de citoquinas (IL-6, TNFa) y proteina C reactiva (PCR). (Figura 1) (Del Rio-

Navarro y col)
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Figura 1. Algunos efectos moleculares pro-inflamatorios, pro-proliferativos y pro-

MCP-1, M-CSF
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trombético del sindrome metabdlico.

3.4.4. Elevacion de la Presion Arterial

La elevacién de la presidn sanguinea se asocia con la obesidad y con la
intolerancia a la glucosa, frecuentemente en personas con resistencia a la
insulina, debido a que la insulina tiene efectos presores a través de una
estimulacion del Sistema Nervioso Simpatico y la facilitacién de la absorcion
renal de sodio, provocando un incremento de la reabsorcidn en el tubulo
contorneado proximal renal. (Aregullin y col). La insulina también activa el
Sistema Nervioso Simpatico por hiperreactividad del eje hipotalamo-
hipofisiario-adrenal con un aumento del intercambio Na+/H+ y con un aumento

de la reabsorcion tubular de Na+, a su vez la insulina provoca una alteracion
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de los cationes intracelulares. Son numerosos los mecanismos de transporte
ionico a través de la membrana que estan regulados por la insulina: estimula la
bomba Na+/K+-ATPasa y también regula la bomba Ca++ATPasa. Si esta
bomba es resistente a la accion de la insulina, aumenta el calcio intracelular y
se desencadena hiperreactividad vascular e hipertension arterial. En un sujeto
sano los efectos presor y vasodilatador se compensan por lo que la infusion
cronica de la insulina poco modifica la presién arterial. En estados fisio-
patologicos como la obesidad, el equilibrio puede romperse al incrementarse la
actividad simpatica en respuesta a la hiperinsulinemia y disminucion de la
vasodilatacién mediada por insulina. (Flores y col)

También se ha propuesto que la obesidad podria afectar la presién arterial a
través de la Leptina, ya que esta estimula la actividad del Sistema Nervioso

Simpatico y el Sistema Renina Angiotensina. (Pineda y col)
3.5. Prevalencia

El SM constituye un problema creciente de salud publica a nivel mundial. La
prevalencia varia substancialmente entre grupos étnicos, estudios realizados
en americanos indican que las mujeres México-americanas tienen la mayor
prevalencia (Ford y col)

En México, no existe un dato de prevalencia de SM. Aguilar-Salinas realizé un
estudio con un muestreo poblacional Mexicano y reportd una prevalencia
13.6% a 26.6% de acuerdo con el criterio empleado (OMS y NCEP). Por otra
parte, datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién del 2006 (ENSANUT
2006) contamos con datos muy importantes sobre la prevalencia de los
padecimientos que lo componen. La prevalencia en la poblacion adulta (mayor
de 20 afos de edad) de diabetes es el 10.5%, un 30.8% en hipertensién, 14%
dislipidemia y 30.8% en obesidad (Villalpando y col). Estos padecimientos no
solo estan presentes en los adultos, pues la prevalencia de sobrepeso y
obesidad es alarmante en nifios, siendo de 26% (nifios de 5 a 11 afios), la cual

incremento considerablemente en los Ultimos afos, en 1999 se habia
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contemplado un 18.6%. Los estados de Yucatan y Campeche (36.3% y 32.1%,
respectivamente) se encuentran dentro de 9 estados con mayor prevalencia de
obesidad y sobrepeso (prevalencia mayor de 30%). Este elevado porcentaje
coloca a México como el pais con mayor obesidad infantil seguido de EUA. La
hipertension infantil cada vez es mas comun y ha sido reconocida ampliamente
como un problema de salud publica; la prevalencia notificada por varios
autores va de 5.4-21.0% (Urrutia y col). Sorof y cols, reportan que nifios
hispanos de EUA presentan mayor frecuencia de hipertensién (25%). Estas
entidades clinicas infantiles aumentan el riesgo de desarrollar enfermedades
cronicas en el adulto, como la DT2 o enfermedades cardiovasculares, las

cuales son las principales causas de muerte en nuestro pais.
3.6. Sindrome Metabdlico: Genes y Ambiente

El SM es una entidad poligénica y multifactorial (Groop, 2000 y col). Los datos
disponibles de estudios de familia y poblacionales, muestran que el SM esta
influenciado por un fuerte componente genético, con una gran variabilidad
entre diferentes grupos étnicos. De hecho, se ha demostrado que el 45% de
los familiares de primer grado de pacientes con diabetes tipo 2, incluso con
niveles de glucosa normales, presentan Rl (Beck-Nielsen y col, Groop 1996 y
col). El impacto genético en la variacién del indice de masa corporal es de
entre un 40 y 70% con diferencias entre individuos y grupos étnicos. Esta
situacion es incluso mas importante en la obesidad visceral (Bouchard y col;
Després 1999 y col), una condicién clave en la patogénesis del SM, en el que
el 60% de la variacion de los depdsitos de grasa abdominal se debe
probablemente a factores genéticos. Dicha sospecha esta sostenida por los
hallazgos de Groop y col. (1996) en familiares de pacientes con DT2. Todo
este componente genético (Groop, 2000 y col.) esta fuertemente modulado por
factores ambientales relacionados con los habitos/estilos de vida como el
exceso en la ingesta caldrica, baja actividad fisica, exceso de grasas

saturadas, dieta con bajo contenido en fibra, excesivo consumo de alcohol y
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tabaquismo. Se ha demostrado recientemente (Stephens y Humphries, 2003),
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que el efecto de la interaccion entre factores genéticos y ambientales es mayor
que el de estos dos componentes aisladamente. Sin embargo, no se dispone
de evidencias cientificas suficientes para definir nitidamente las caracteristicas
de la compleja interaccion genes-ambiente. Ciertos estudios Mayer y col., han
mostrado que los niveles circulantes de insulina estan directamente asociados
a la ingesta de grasa dietética e inversamente al grado de actividad fisica
(Regensteiner y col; Mayer 1998 y col) y al consumo (moderado) de alcohol
(Mayer 1998 y col). Por otra parte existen datos solidos que muestran el efecto
beneficioso del ejercicio fisico en la prevencion de la DT2 desde el estadio de
intolerancia a la glucosa (Tuomilehto y col).

Parece ser que tras el SM existe un genotipo ahorrador. Segun esta hipotesis
de los genes ahorradores, (Neel y col) las personas que viven en un medio con
un aporte alimentario inestable podrian incrementar al maximo su probabilidad
de supervivencia si pudiesen potenciar el almacenamiento del excedente de
energia, como por ejemplo la grasa abdominal. Cuando este genotipo
almacenador de energia se expone a la abundancia de alimentos tipica de las
sociedades occidentalizadas, se convierte en perjudicial y origina la resistencia
a la insulina y la diabetes tipo 2 (Groop 1998 y col). Este genotipo ahorrador
emerge en diferentes grupos étnicos cuando se comparan sus estilos de vida
(rural sobre urbano) (Zimmet y col; Ravussin y col; Mekeigue). Los indios Pima
que viven Arizona (USA) siguen unos estilos de vida tipicos de los paises
occidentalizados como una alta ingesta caldrica, principalmente de grasas
saturadas, alto consumo de alcohol y una baja actividad fisica, presentando
una alta prevalencia de obesidad, DM 2 y RI. Por el contrario, en los indios
Pima genéticamente idénticos, que viven en México y que han mantenido sus
estilos de vida tradicionales del medio rural (alta actividad fisica, baja ingesta
caldrica con bajo contenido en grasas, dieta rica en fibra) la obesidad y otras
alteraciones del SM son poco frecuentes. Aunque ambas poblaciones
consumen un numero similar de calorias por dia, el Pima Mexicano todavia

vive como sus antepasados. Ellos dedican 23 horas de trabajo fisico cada
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semana y se alimentan con una dieta tradicional muy baja en grasa. Ya el Pima
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del Arizona vive como la mayoria de los demas norteamericanos modernos,
tienen una dieta que consiste en alrededor de 40% de grasas y practican
actividad fisica s6lo dos horas por semana. Observaciones similares se han
descrito en poblaciones indigenas de las islas de Nauru y Mauricio del Océano
Pacifico e Indico (Zimmet y col) asi como en Mexicanos Americanos
(Mekeigue) en las cuales se ha analizado la prevalencia de obesidad, DT2 y
otras alteraciones del SM comparando estilos de vida en el medio rural y en el
medio urbano.

Por todo esto, parece que las bases de la emergencia del SM en cada
individuo y en poblaciones particulares estan en las complejas interacciones

genes-factores ambientales (estilos de vida).
3.7. Polimorfismos genéticos

El término polimorfismo se refiere a la presencia de dos o mas formas de un
gen en una poblacion, con una frecuencia igual o superior al 1 % (Nelson y
col). Un polimorfismo puede determinar o no diferencias fenotipicas, ademas
de constituir en ocasiones marcadores moleculares de utilidad clinica. Los
cambios en la secuencia de ADN pueden producirse en las regiones
codificantes (exones) o no codificantes (intrones, regiones reguladoras, etc).

(Blazquez Fernandez)
3.8. Genética del Sindrome Metabdlico

La influencia genética sobre el SM ha sido documentada en estudios en
gemelos, donde se observa una mayor concordancia de SM en gemelos
monocigoticos comparados con gemelos dicigéticos (Poulsen y col). Con base
en estos estudios se sabe que no solo los factores ambientales conducen a la
aparicion del SM, lo cual explica porque las personas sometidas a un alto
contenido energético y no presentan el mismo fenotipo, por ejemplo obesidad.

Los genes evaluados para el SM son aquellos que se han surgido de previos
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estudios en las alteraciones metabdlicas que lo constituyen. Se ha empleado
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diferentes estrategias para su identificacion tales como los estudios de
ligamiento o estudios casos-control, los cuales han revelado la participacion de
genes mediante polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). Sin embargo,
dichos estudios no han sido suficientes para explicar gran parte de la genética
responsable de dichas alteraciones. Por ello, los investigadores han buscado
nuevas estrategias que permitan detectar mas SNP’s como factores de riesgo
para las alteraciones metabdlicas. Los estudios de asociacion de todo el
genoma (GWAS) fue la ultima estrategia empleada para la identificacion de
nuevos SNP’s para enfermedades complejas. Los GWAS consisten en el
estudio de mas 100,000 SNP’s (Sladek y col). En el 2007 se publicaron los
resultados de cuatro GWAS realizados en poblaciones diferentes: franceses,
ingleses, finlandeses y norteamericanos. Pese al gran esfuerzo realizado solo

se identificaron 10 genes asociados. (Pérez Rubio y col)

3.9. Estudio genético molecular del sindrome metabdlico en

poblaciéon indigena

Actualmente, se han llevado a cabo varios estudios de variantes polimorficas
asociadas a alteraciones metabdlicas en distintas poblaciones del mundo. Sin
embargo, es necesario evaluar a cada poblacion de manera independiente
debido a la diversidad genética que existe entre ellas. En este sentido, es
importante realizar este tipo de estudios en mexicanos para determinar las
variantes asociadas en esta poblacion. Ademas, debe considerarse que la
poblacion mexicana mestiza esta constituida, en promedio, por genes de
origen indigena (70%), europeo (25%) y africano (5%) (Juarez- Cedillo y col).
Debido a la elevada composicion indigena, el estudio de genes asociados a las
alteraciones del SM debe realizarse en indigenas mexicanos para conocer el
posible origen de las enfermedades que padece el mexicano mestizo. Los

indigenas poseen caracteristicas idoneas para su evaluacion ya que tienen una
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genética mas homogénea que la de los mestizos y no estan expuestos a
factores ambientales de la vida moderna.

La composicion indigena de México es muy rica ya que existen 65 pueblos
indigenas (CDI). Dentro de esta diversidad de grupos, se eligié a la poblacion
maya por ser uno de los principales grupos indigenas de México, herederos de
la civilizacion mas deslumbrante de la América precolombina, y ser el segundo
grupo mas numeroso con un millon y medio de individuos, después de los
nahuas (Ruz Mario). Ademas, se localizan en Yucatan y Campeche, que son
dos de los Estados con mayor prevalencia de obesidad en nifios de 5 a 11
afos de edad (ENSA 2006) e incluso, la Secretaria de Salud del Estado de
Campeche ha anunciado en nifios mayas una elevada prevalencia de SM,
conformado por diabetes, hipertensiéon y obesidad. Por lo tanto, estos nifos
seran evaluados en el presente estudio.

Para la evaluacion de los factores genéticos que participan en la
susceptibilidad del SM en los nifios mayas, se seleccionaron a los genes
PPARG, HNF4A, ABCAl, KCNJ11, ECA, HHEX y FTO porque han sido
replicados en varias poblaciones entre ellas destacan Americana, Europea,
Asiatica, Mexicana y estan involucrados en el desarrollo y/o funcionamiento del
pancreas e higado, funcionamiento de adipocitos y regulacion presion arterial.
(Sanghera y col; Menijivar y col; Aguilar y col; Gerken y col; Hani y col; Hansen

y col)
3.9.1. PPARG

PPAR es una proteina de aproximadamente 56 kD que pertenece a la
superfamilia de los receptores nucleares. Esta familia de receptores nucleares
media los efectos, a nivel del control de la expresion génica, de las hormonas
esteroidales, de los glucocorticoides, de la tiroxina, del acido retinoico y de la
vitamina D. Se conocen 3 isoformas de PPAR, denominadas a, b (o0 d) y g,

que son codificadas por genes individuales con alto grado de similitud.
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Ademas, existen tres variantes transcripcionales derivadas del gen PPARG,
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denominadas g1, g2 y g3. (Yilmaz H y col).

El primer censor genético para las grasas fue identificado inicios del afio 1990,
el cual fue definido como receptor activado por el proliferador del peroxisoma q,
estudios subsecuentes encontraron 2 isoformas adicionales relacionados con el

receptor a. (Wenshu Luo y col).

El gen PPARG, localizado en el cromosoma 3p25, se extiende sobre 100kb con
9 exones que da lugar a 3 transcripciones de PPARG diferentes con el uso de
promotor diferencial y empalme diferencial: PPAR gamma 1, 2 y 3, dos de las
isoformas, PPARy1 y PPARY2, se diferencian en 28 aminoacidos en el extremo
N-terminal de la proteina. Ambas isoformas se expresan principalmente en
adipocitos y, en menor medida, en bazo, cerebro, higado y musculo
esquelético, entre otros (Gurnell y col). PPARG dimeriza con los receptores
retinoides X (RXR) regulando la transcripcion de genes relacionados con el
metabolismo de glucidos y lipidos en adipocitos. Ademas, la expresion de
PPARG es necesaria para la maduracién de los adipocitos y macréfagos
residentes del tejido adiposo. Estudios de GWAs lo confirman como uno de los
loci de susceptibilidad a DM2 en la mayoria de las poblaciones (Saxena y col;

Zeggini y McCarthy).

PPARG puede tener un papel protector para el desarrollo de la DM ya que
regula el metabolismo lipidico de macréfagos, controlando su respuesta
inflamatoria, e inhibe la secrecion de IL-2 por parte de linfocitos T citotdxicos, lo
que impide la proliferacion de los mismos (Raj y col). Por otra parte, PPARG
reduce los niveles de expresion de NF-kB, uno de los mediadores de la
apoptosis en las células B3, al evitar la degradacion del factor IkB, un inhibidor de
NF-kB, impidiendo el progreso de la apoptosis en estas células (Kim y col). La
funcion de PPARG en la DT2 fue descubierta a partir del uso de las glitazonas
como antidiabéticos orales, que actuan como ligandos de PPARG vy ejercen un
efecto beneficioso sobre la sensibilizaciéon a la insulina. PPARG no solo

interviene en la diferenciacién de los adipocitos, sino que también facilita el flujo
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de acidos grasos hacia el interior de los mismos. Ademas, activa la
transcripcion del transportador GLUT4, por lo que también facilita el transporte
de glucosa al interior de estas células. La carencia de PPARG en ratones
incrementa la acumulacion de grasa en musculo e higado, lo que perjudica la
sensibilizacion de estos tejidos a la insulina y, por tanto, permite el desarrollo de
la resistencia a insulina (Lehrke y Lazar). Ademas, PPARG incrementa la
expresion de adiponectina a la vez que reduce los niveles de citoquinas
inflamatorias, como IL-6 y TNFa (Trombetta y col). El polimorfismo Pro12Ala en
el gen PPARG ha sido estudiado como una de las primeras variantes genéticas
con amplio impacto en el riesgo de padecer diabetes tipo 2. Las mutaciones en
PPARG descritas (F388L, R425C, V290M, P467L) conducen a alteraciones en

el dominio de unidén o a anomalias de la transactivacion. (Yilmaz H y col)
3.9.2. HNF4A

El gen HNF4a se localiza en el cromosoma 20, en la posicion g12- q13.1 y se
extiende a lo largo de 73871 pb. Presenta dos promotores alternativos, P1y P2,
separados entre si por 46 kb. El promotor P1 es utilizado principalmente en las
células hepaticas mientras que el promotor P2 representa el mayor sitio de
inicio de la transcripcion en el pancreas. El promotor P2, al igual que P1,
contiene sitios de unién funcionales para los factores de transcripcion HNF1q,
HNF1B e IPF-1, todos ellos genes relacionados con la diabetes MODY (Ferrer,
2002). EI gen tiene un total de 12 exones y presenta un procesamiento
alternativo de los mismos. Hasta el momento hay descritas 9 isoformas. Las
isoformas 4a7, 408 y 4a9 se expresan fundamentalmente en el pancreas,
aunque también se encuentra expresién de las mismas en el higado, mientras
que las isoformas 4a1, 4a2 y 4a3 son especificas del higado (Huang y col).
Corresponde al factor nuclear de hepatocito (HNF4A), es miembro de la familia
de rectores nucleares, el cual regula la expresion de un gran numero de genes
en el higado, pancreas, rindn, intestino y otros tejidos. (Menjivar y col). HNF4A

actua sobre mas de 40 genes blanco, tales como el transportador de glucosa 2
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(GLUT2), dliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, varias apolipoproteinas
como Apo-A1, Apo E, etc. En el higado HNF4A regula la gluconeogénesis,
mientras que en el pancreas dirige la expresion y secresion de insulina.
(Menijivar y col). Particularmente, la mutacién T130Il se ha asociado a la DT2 en
finlandeses, daneses, judios Ashkenazi, japoneses y mexicanos (Boj y col).
Incluso se ha observado una mayor frecuencia de la T130l en indigenas
mexicanos que en las poblaciones antes mencionadas, indicando que esta
variante puede ser parte del fondo diabetogénico indigena. Ademas, estudios
en HNF4-A con la variante T130I en cultivos primarios de hepatocitos de raton y
en la linea celular HepG2 muestran una disminucién transcripcional de HNF4-A
(78%). Sin embargo, este efecto no se observa en las lineas celulares Hela y
MING6 (Zhu y col). La primera mutacién descrita en HNF4A relacionada con
diabetes MODY fue una transicién de citosina por timina que generaba un
coddn de stop en la posicion 268 (Yamagata y col). Hasta el momento se han
descrito 41 mutaciones, de las cuales 30 estan relacionadas con diabetes
MODY, la mayoria de tipo missense, algunas mutaciones, como los cambios
p.D126H y p.D126Y, afectan al dominio de union al DNA de HNF4a, de manera
que su capacidad de transactivacion sobre HNF1a o LPK (piruvato kinasa) se
ven afectadas por estas mutaciones. Ademas, estas mutaciones también
afectan a la expresion de las apoliproteinas apoAll y apoClll (Oxombre y col).
Otras mutaciones como p.K99fsdelAA, también alteran la funcion de las células
B ya que la secrecién de insulina estd marcadamente reducida frente a
individuos control. Ademas, también presentan alteracion del metabolismo
lipidico ya que las concentraciones de triglicéridos y de apoClll son
significativamente mas bajas comparados con sujetos no diabéticos (Lehto y
col). HNF4A[l presenta gran variabilidad entre las poblaciones, siendo
altamente polimoérfico. A la fecha se han identificado 952 SNP'’s localizados
tanto en las regiones codificantes como no codificantes del mismo.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp?cmd=search&term=hnf4+a+homo+sapiens)
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3.9.3. ABCA1

Esta proteina pertenece a la familia de proteinas ABC (por sus siglas en inglés
ATP- binding cassette), que utilizan ATP para generar la energia necesaria
para transportar metabolitos a través de membranas. Esta formada por 2
mitades con estructura similar (Fitzgerald y col). Cada mitad tiene un dominio
transmembranal con seis hélices y un dominio de unién a nucledtidos, que
contiene 2 regiones peptidicas Walker A y Walker B conservadas en muchas
proteinas que utilizan ATP, ademas de una region Walker C que es propia de
las proteinas ABC (Figura 2). Se predice que el extremo amino terminal de la
proteina ABCA1 esta orientado hacia el citosol y que existen 2 asas
extracelulares grandes, altamente glicosiladas, unidas entre si por uno o mas
enlaces entre residuos de cisteina (Bungert y col; Dean y col 2001). En la
célula, la proteina ABCA1 se encuentra predominantemente en forma de
homodimeros ensamblados en el reticulo endoplasmico, en los que los
extremos C-terminales se encuentran muy préximos (Trompier y col). Estas
estructuras diméricas pueden transformarse a estructuras de mayor orden
como tetrameros durante el ciclo catalitico de ATP de la proteina. Se ha
sugerido que los tetrameros de ABCA1 son la estructura funcional minima
requerida para la lipidacion de particulas de apoA-I (Denis y col).

El gen ABCA1 tiene 147,153 pares de bases y 50 exones. Codifica para una
proteina de membrana dependiente de ATP de 2261 aminoacidos, cuya
funcién es transportar principalmente colesterol y fosfolipidos a través de
membranas. El gen ABCA1 se localiza en el cromosoma 9 (9q31). Actualmente
se conoce la existencia de unas 100 mutaciones en este transportador, de las
que solo algunas se pueden considerar polimorfismos (aparecen en mas del
1% de la poblacién). Se ha descrito la existencia de 19 SNP’s, cinco en la
regién promotora, cuatro variantes en 5" UTR y los diez restantes son cSNPs.
(Wang y col)

El eflujo de colesterol dependiente de ABCA1 se da hacia apolipoproteinas

con bajo o nulo contenido lipidico. En cambio, las apolipoproteinas con mayor
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contenido lipidico (como las particulas maduras de HDL) promueven el eflujo
de colesterol por otros mecanismos, incluyendo la difusion pasiva, la
interaccién con SR-B1 y la actividad de otros transportadores como ABCG1 y
ABCG4 (Oram y Heinecke).

Asas extracelulares

Citoplasma o

==
=3 Vialker B
B Vialker C

Figura 2. Estructura del ABCA1.

3.9.4. KCNJ11

El gen KCNJ11 que codifica para el canal KIR6.2, subunidad del canal de
potasio sensible a ATP. fue identificado por Inagaki y colaboradores en 1995,
este gen KCNJ11 consiste de un solo exdn que codifica para una proteina de
390 aminoacidos (Meissner y col). KCNJ11 se encuentra en la posicion 15.1
del brazo corto del cromosoma 11. (Inagaki y col) Se expresa en musculo

cardiaco, célula beta pancreatica, pituitaria, musculo esquelético, cerebro y
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musculo liso vascular y no vascular. KIR6.2 participa en la secrecion y
contraccibn muscular mediante el potencial de membrana acoplado al
metabolismo (Inagak y col). En la célula beta del pancreas, el canal de potasio
dependiente de ATP juega un papel importante en la regulacidon de la secrecion
de insulina estimulada por glucosa. Diversas mutaciones en el KCNJ11 se
asocian a diabetes neonatal (Hani y col). El polimorfismo mas importante de
KCNJ11 es la variante E23K (rs5219), fue encontrada por primera vez en
familias francesa, la cual ha sido replicada en otras poblaciones caucasicas
(Riedel y col). La variante E23K conduce a una menor sensibilidad del ATP en
el canal de potasio dependiente de ATP, alternando la regulaciéon de la
homeostasis de la glucosa (Hansen y col). La variante alélica 23K afecta in
vitro las propiedades del canal de K dependiente de ATP, induciendo una
hiperactividad espontanea de la células B pancreaticas, a través del incremento

de las concentraciones de ATP para la secrecion de insulina. (Pearson ER).

oy

Voltage-gated
calcium channel

abolism ‘_
9 Tes
@k

tFFAs insuiillin secretion
La glucosa circulante es regulada primariamente por la insulina secretada por
la célula 3 pancreatica. En condiciones de reposo la membrana de la célula 3
se mantiene hiperpolarizada debido a la bomba Na+-K+ ATPasa de los canales
de potasio (K+) ATPsensibles. Estos canales estan formados por dos
subunidades SUR-1 y KIR 6.2. Cuando los niveles de glucosa aumentan, ésta

ingresa a la célula a través del transportador especifico GLUT-2, la glucosa es
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fosforilada por la enzima glucocinasa, aumentando los niveles de ATP. Los
niveles de ATP pueden verse incrementados por el metabolismo de otros
sustratos, como los aminoacidos entre ellos el glutamato, via glutamato
deshidrogenasa (GDH). El aumento de ATP causa el cierre en los canales K-
ATP, lo que produce despolarizacion de la membrana celular y apertura de
canales de calcio dependientes de voltaje y por tanto un aumento en la
concentracion de calcio intracelular, lo que estimula la secrecion de insulina.
(Riedel y col)

Se ha demostrado que los pacientes diabéticos tratados con sulfonilureas
portadores de la variante 23K, prolongan el cierre del canal de potasio
dependiente de ATP y la secrecion de insulina provocando la disminucion de
los niveles de glucosa en sangre y HbA1C. (Monolopoulos y col). Hasta ahora,
los resultados de varios estudios indican que la eficacia de las sulfonilureas en
los pacientes con DT2 se ve afectada por el polimorfismo E23K de KCNJ11.
(Holstein y col)

La subunidad Kir6.2 esta compuesta por 2 dominios transmembrana unidos por
un bucle extracelular que, parcialmente, se introducen la membrana para
constituir el punto de union al K*, y dos dominios intracelulares. En 2004 se
describieron las primeras mutaciones activadoras en heterozigosis del gen
KCNJ11 como causa de diabetes. Las mutaciones generan una disminucion de
la sensibilidad del canal al ATP o una distorsion espacial del mismo, que
impide su cierre provocando una secrecidén de insulina disminuida, hecho que
causa una diabetes diagnosticada en general en los primeros meses de la vida
(Gloyn y col, 2004). Desde el afio 2004 se han descrito mas de 100 mutaciones
que afectan a KCNJ11, todas ellas missense. Con el avance de los estudios
funcionales, en la mayor parte de los casos, se encuentra una buena
correlacion entre el tipo de mutacion, la repercusion funcional del canal y el

fenotipo clinico. (Gloyn y col, 2005).
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3.9.5. ECA

La enzima convertidora de la angiotensina | (ECA), separa el dipéptido
Histidina Leucina del terminal carboxilo de la angiotensina | formando
angiotensina Il. Se trata de una dipeptidil carboxipeptidasa inespecifica capaz
de separar dipéptidos de muchos sustratos sintéticos o naturales, entre los
que se incluye la bradiquinina (también denominada kininasa II), al actuar
sobre cualquier grupo carboxilico acido libre en el C terminal de un polipéptido
y en ausencia de prolina en penultima posicion. Esta glucoproteina tiene un
peso molecular entre 135.000 y 150.000, con un contenido en carbohidratos
de aproximadamente el 25 por 100, es un ectoenzima fijjada a la membrana
celular a través de un unico dominio localizado cerca del extremo carboxi
terminal en su forma somatica (Costerousse y col), encontrada en tejidos
endoteliales, epiteliales y neuronales y que tiene otra isoenzima, la forma
menor en tejidos germinales. Ambas formas tienen similares actividades
enzimaticas aunque difieren en el tamafo y propiedades inmunoldgicas. La
forma somatica tiene dos dominios (carboxi y amino) mientras que la forma
germinal solo posee uno (Corvol P y col), con dos sitios activos enzimaticos
que incluye entre sus grupos funcionales arginina, lisina, tirosina, acido
glutamico y zinc, siendo necesario un atomo de este ultimo, como cofactor, por
cada una de las moléculas, para que tenga lugar la actividad enzimatica. La
expresion de moléculas mutadas del enzima convertidor de la angiotensina
con solo uno de los dominios intactos, indica que ambos son enzimaticamente
activos, aunque no son idénticos (Costerousse vy col).

El gen de la ECA, el cual se localiza en la region q22 del cromosoma 17, es
una dipeptidil carboxipeptidasa, este gen presenta diversos polimorfismos, uno
de los mejor estudiados es el denominado insercién/deleciéon (I/D), el cual
consiste en la presencia 6 ausencia de 287 pares de bases en el intréon 16 del
gen que codifica para esta enzima (Avila y col). El papel central de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) se encuentra en la conversién de

Angiotensina | a Angiotensina Il y la degradacién de bradiquinina. (Gang y
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El gen de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se expande a lo largo
de 21 kb, (26 exones y 25 intrones), se ubica en la region cromosdémica 17923,
y pertenece al sistema renina-angiotensina (SRA) junto con los genes de la
renina, del angiotensinégeno (AGT), y de los receptores de tipo | y Il de la
angiotensina Il (AGTR1 y AGTR2). La principal funcion de este sistema es la
conversion del angiotensindgeno en angiotensina |l por parte de las enzimas
renina y ECA. (Hubert y col) El gen de la ECA, el cual se localiza en la region
g22 del cromosoma 17, es una dipeptidil carboxipeptidasa, este gen presenta
diversos polimorfismos, uno de los mejor estudiados es el denominado
insercion/delecion (I/D), el cual consiste en la presencia 6 ausencia de 287
pares de bases en el intron 16 del gen que codifica para esta enzima (Avila y
col). El papel central de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se
encuentra en la conversion de Angiotensina | a Angiotensina Il y la
degradacion de bradiquinina. (Gang y col).

Rigat B. y col., identificaron el polimorfismo del gen ECA, el cual no tiene efecto
sobre la actividad transcripcional del gen o de la estructura proteica. Su
presencia define el alelo | y su ausencia la define el alelo D. De tal manera que
aquellos homocigotos para la insercion se designan Il y para la delecion, DD, el
heterocigoto para ambas mutaciones se designa como ID.

El gen ECA se expresa en altas concentraciones en el intestino delgado,
testiculo, vasos sanguineos del pulmén y prostata (Harmer y col). La presencia
del alelo D parece estar asociado con un aumento de la activacion de la
enzima convertidora de angiotensina en relacion con el alelo |, en
consecuencia, hay una mayor produccién de Angiotensina Il, que es un factor
de riesgo para infarto al miocardio y accidente cerebrovascular. (Vilela y col).
Algunos estudios recientes demostraron la asociacién del alelo D con un riesgo
incrementado de presion arterial y obesidad (Mehri y col), diabetes y perfiles de
lipidos (Demirel y col). En sujetos México-americanos se observé la asociacion

con ECA/ID y presién sanguinea sistdlica (Thameen y col).
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3.9.6. HHEX
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El gen HHEX se localiza en el cromosoma 10924, contiene 4 exones y se
extiende alrededor de 5.7kb, codifica 270 aminoacidos. Se expresa en
linfocitos B, pero no en los linfocitos T. (J.A.L. y col) HHEX es un factor de
transcripcion que actua como un activador y represor necesario para el
desarrollo del pancreas e higado, uno de sus objetivos es la via de
senalizacion Wnt/B-catenina, una via fundamental para el crecimiento y
desarrollo celular. (Wang y col).

El papel de HHEX es esencial en el desarrollo de pancreas, por lo que tiene un
posible rol en la susceptibilidad al desarrollo de DT2, se han reportado ocho
polimorfismos para este gen de los cuales sélo tres han sido los mas
replicados (rs111875, rs5015480 y rs7923837) y asociados al desarrollo de
DT2, donde el polimorfismo rs1111875 ha sido asociado con la susceptibilidad
al desarrollo de DT2 por su efecto sobre la funcion de las células 3. (Xiaobo Li
y col)

Mutaciones en los genes Homebox causan dramaticos defectos en el
desarrollo, debido a que los genes de homebox juegan un papel muy
importante en la especificidad y posicionamiento celular durante el desarrollo

embrionario. (Xiao-Peng y col)
3.9.7.FTO

El gen FTO, que se encuentra en el cromosoma 16q12.2 y tiene nueve
exones, que abarca mas de 400kb, esta fuertemente conservado a través de
diversas especies de vertebrados (por ejemplo, pescado y pollo), surgié hace
450 millones afos. FTO se expresa principalmente en el hipotalamo y codifica
una desmetilasa de acido nucleico 2-oxoglutarato-dependiente. (Timothy y col)
Puede desempeinar un papel importante en la gestion de la homeostasis
energética, desmetilacién de acidos nucleicos, y la regulacién de la grasa
masas corporales por la lipdlisis. Su accién se ha relacionado con diversos

procesos bioquimicos y fisioldgicos, entre los que destacan la reparacion del
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DNA, la homeostasis de la temperatura y la regulacion del almacenamiento de
lipidos y del tejido adiposo. (M Sallman y col) A la fecha se han reportado
diversos polimorfismos en el gen, en los cuales se presentan cambios génicos
en varios intrones. Al respecto, se ha sefialado que por lo menos 20
polimorfismos estan asociados con algun aspecto de la obesidad, aunque
también con la susceptibilidad a la diabetes tipo 2 y con el sindrome
metabdlico. (Timothy y col) Se ha sugerido que dichos cambios podrian influir
en los mecanismos de ingesta y saciedad y que su alteracion repercutiria en el
aumento de tejido adiposo y masa corporal. (Dea y col) Recientemente se han
descubierto mutaciones en el gen FTO, por ejemplo, el cambio de una guanina
por una adenina, los cuales siguen un patrén de herencia autosomico
recesivo, sin embargo, en estos casos las modificaciones fenotipicas son mas
amplias e incluyen diversas malformaciones congénitas, retraso en el
crecimiento fisico y psicomotor, asi como una alta susceptibilidad para adquirir
infecciones. (Sihua y col)

Un de estas variantes genéticas (rs9939609), situado dentro del primer intron
de FTO, se ha relacionado con un mayor riesgo para obesidad y DT2. (Corella

y col).
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4. Justificacion

La prevalencia de obesidad infantil esta creciendo de forma alarmante en los
paises desarrollados, y ha alcanzado también a los paises en vias de
desarrollo, los niflos obesos presentan mayor riesgo de presentar obesidad en
la edad adulta y mayor susceptibilidad para el desarrollo de DT2, ECV vy
algunos tipos de cancer. Asi, alrededor del 90% de la DT2 es atribuible al
exceso de peso y se estima que aproximadamente 197 millones de personas
en el mundo tienen intolerancia a la glucosa y SM, y se espera que esta cifra
aumente hasta 420 millones en el ano 2025. Este proyecto aportara
informacion muy valiosa en el area de la salud publica, particularmente en la
caracterizacion bioquimica y molecular del SM en nifios mayas del Estado de
Campeche. Dicha informacién servira de apoyo a la Secretaria de Salud de
ese Estado para implementar medidas preventivas y un manejo terapéutico de
este grave problema, ya que la falta de atencién conducira a un mayor numero
de adultos enfermos principalmente de DT2 y ECV, que son las primeras
causas de muerte en nuestro pais.

De manera puntual este proyecto pretende determinar si existen variantes
genéticas asociadas al SM en la poblacion Maya del Estado de Campeche y
evaluar de qué manera este fondo genético indigena pudiera contribuir a la

aparicion del SM en el mestizo Mexicano.
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5. Hipotesis

Los polimorfismos seleccionados de los genes PPARy, HNF4a, ABCAf1,
KCNJ11, ECA, HHEX y FTO se encontraran asociados a SM en nifios mayas
del Estado de Campeche.
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6. Objetivos
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6.1. General

Determinar si los polimorfismos seleccionados de los genes PPARy, HNF4aq,
ABCA1, KCNJ11, ECA, HHEX y FTO se encuentran asociados a las
alteraciones metabdlicas que componen al SM en nifios mayas del Estado de

Campeche.

6.2. Especificos

a Determinar la prevalencia de SM en niflos Mayas del estado de Campeche.

a Determinar la presencia y/o frecuencia de los polimorfismos de los genes
PPARy, HNF4a, ABCA1, KCNJ11, ECA, HHEX y FTO en los nifios con
sindrome metabdlico comparado con nifios sanos.

a Correlacionar los polimorfismos seleccionados con los parametros

bioquimicos y antropométricos.
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7. Materiales y métodos

7.1. Participantes del estudio

Los participantes del estudio son nifos de 9 a 13 afos de edad inscritos en 4°,
5° 6 6° grado de primaria, residentes del estado de Campeche, considerando
como zona rural a los habitantes de los pueblos de Pomuch, Hecelchakan y
Ukum, los nifios de zona urbana son los habitantes de la Capital del estado de
Campeche, todos ellos cumplen con los criterios de inclusion. El SM como se
menciona anteriormente sera estratificado en base a los criterios de Ferranti y

sus puntos de corte son los siguientes:

- Glucosa en ayuno = 100mg/dL

- Circunferencia de la cintura > 75 percentil
- Presién arterial > 90 percentil

- Triglicéridos > 100mg/dL

- HDL-c < 50mg/dL

7.1.1. Criterios de inclusion

» Nifos de cuarto a sexto afio de primaria (9-13 afos), residentes del estado de
Campeche.

* Que alguno de sus familiares directos hablen Maya.

* Tener minimo 10 hrs de ayuno.

» Sin restriccion de género.

« Contar con el consentimiento firmado por sus padres.
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7.1.2. Criterios de exclusion
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« Tener mas de 13 afos de edad.
+ Estar bajo algun tratamiento para control de glucosa, colesterol o triglicéridos.
* No contar con el consentimiento informado firmado por sus padres.

+ Enfermedades metabdlicas asociadas.

7.2. Tamano de la muestra

Se empled la siguiente férmula para el calculo del tamafio de la muestra:

Donde:

n= Tamano de la muestra,

z= 1,96 para el 95% de confianza, 2,56 para el 99%
p= Frecuencia esperada del factor a estudiar
q=1-p

B= Precision o error admitido

El tamafno de muestra minima para este estudio es de 359 nifos.

7.3. Datos generales y antropomeétricos

Las mediciones antropométricas seran realizadas por dos evaluadores
previamente entrenados. A cada participante se le medira la cintura (cm), la
cadera (cm), el peso (kg) y la talla (m) para calcular el indice de masa
corporal (IMC) e indice cintura cadera (ICC), de acuerdo a las normas
antropomeétricas internacionales.

La presion arterial sera evaluada mediante baumandmetros electronicos

infantiles previo reposo del nifio de al menos 10 minutos y por duplicado.
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7.4. Determinaciones bioquimicas.

Para las determinaciones bioquimicas se tomara a cada uno de los
participantes una muestra de sangre venosa de 10 ml que se repartiran en dos
tubos de 5ml; uno con EDTA y otro sin anticoagulante. Los participantes
tendran un ayuno de 10 a 12 horas.

Se medira la concentracién sérica de glucosa, colesterol, colesterol-HDL vy
triglicéridos por meétodos colorimétricos, el calculo de colesterol LDL sera
estimado por la féormula de Friedewald. Las concentraciones de insulina en

suero seran determinadas por el método de Quimioluminiscencia.
7.5. Analisis molecular.

Para obtener el ADN se utilizara la muestra de sangre con EDTA. El ADN se
extraera a partir de leucocitos por método estandar. EI ADN se cuantificara
espectrofotométricamente  (260/280nm), y sera utilizado para la
genotipificacion de los polimorfismos P12A de PPARy, T130l de HNF4a,
R230C de ABCA1, E23K de KCNJ11, 1I/D de ECA, rs1111875 de HHEX y la
rs9939609 de FTO se realizara por PCR tiempo real con sondas Tagman y
equipo ViiA 7 (Applied Biosystems, CA). La variante ECA/ID sera detectado
solo por PCR, por que la variante consiste en una insercion/deleciéon de 273pb

facilmente detectable por PCR.

7.6. Analisis estadistico.

Inicialmente se estratificara la poblacion con base en los criterios descritos por
de Ferranti con el fin de asociar cada rasgo metabdlico con las variantes en
estudio mediante una regresién logistica lineal. Ademas, se evaluaran las
variantes en conjunto para determinar si presentan un efecto aditivo que

contribuya al desarrollo del SM, para esto se utilizara un analisis de X?.
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8. Resultados
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La toma de muestra se llevé a cabo en 7 escuelas del estado de Campeche, 3

de zona rural (Escuela Pablo Garcia, Escuela Carlos R. Menéndez) y 4 de

zona urbana (Centro Adolfo Lopez Mateos, Escuela Presidente Adolfo Lopez

Mateos, Escuela Leona Vicario y Escuela Guadalupe Chan Perera).

Campeche
0 40mi
0 40km

Escuela Pablo
> Garcia

——> Escuela Carlos

Campeche
Lermé

Seybaplay@»

R. Menéndez

Escuela Justo
Sierra Méndez

sk del
Carme

~ *Monclova
+Nueva Coahuila

\flllaperm

> C.A.L.M.

> p.A.L

™3 Escuela
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ME, lp[loemoo Guatemalc

Escuela Gpe.

Chan Perera

Figura 2. Muestra la ubicacién aproximada de las siete escuelas del estado de

Campeche.

Se tomaron 508 muestras (242 muestras zona rural y 266 muestras de zona

urbana) de nifios de 9 a 13 anos de edad que se encontraran cursando cuarto,

quinto y sexto afo de primaria. En la grafica 1 se muestra su distribucién:
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Grafica 1. Poblacion muestreada de acuerdo a su ubicacion en el estado de Campeche.
La grafica representa el porcentaje de poblacion mustreada en cada zona, 242 nifios de Zona
Rural que es equivalente a un 48% del total de la muestra y 266 nifios de zona urbana que

representan a un 52%.

Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los nifos de zona rural

estratificados por escuela:

n= 242 n= 80 n= 86 n=76

%Cintura 66 +26 A 57+ 29 50 +25A 0.001
Colesterol mg/L 166 £ 31 A 170 £28°% 133x24“%  0.000

Glucosa mg/L 94 +5"8 99 + 7 A€ 90 + 9 BC 0.000

HDL mg/L 52 +10 4 51+ 12 47 £ 12 A 0.022

%IMC 60+ 334 54 + 34 47 £30 A 0.046

LDL mg/L 93+234 94+22° 80 £ 18 "B 0.000
%PA 71+ 21 68 + 21 65 + 21 NS

Triglicéridos mg/L 112 + 54 124 +61 4 98 +49 A 0.012
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Insulina (uU/mL) 14 £ 28 A 13+9°B 7+4%8 0.000

Se utilizd un ANOVA, p=0.05, n=508, Media + DE

Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los nifios de zona urbana

estratificados por escuela:

n= 266 n= 65 n= 57 n= 40 n= 104
%Cintura 77 £ 22 76 £ 23 70 £ 25 69 + 27 NS
%IMC 79+ 25 71+ 29 69 + 33 74 £ 29 NS
%PA 73+ 22 71422 77 £ 22 72 +22 NS
Gr:]“g‘jzsa 917 92+7¢ 87+778C  93+13°8  0.004
+ +
c‘:}:;j:_em' 168+ 26" 158 +31° 192£29 170529 4.000
Triglicéridos
gl 105 + 50 111 + 51 116 + 83 124 + 76 NS
HDL mg/L 51+12 471147 47 %9 51+114 0.027
+
LDL mg/L 97 £ 244 112+ 318 10"1' 28 93 + 26 B¢ 0.000
(L"SI‘::E)“‘ 15+9A 13 12 10+84° 13%8 0.014

Se utilizé un ANOVA, p=0.05, n=508, Media + DE

La poblacion infantil de acuerdo al género y edad se distribuy6 de la siguiente

manera:

- 45 --



8

Pefia-Espinoza BI

Poblacion Infantil Muestreada

> n E=ZINifios Zona Rural (47.1%)
30+ B Nifias Zona Rural (52.9%)
254 : EMifios Zona Urbana (41.4%)
L : [[TMifas Zona Urbana (58.6%)
£ 20- :
i) z
0 15 :
& .
5- H
- ﬁ': 7

9y 10 Afeos 11y 12 Afos 13 .ﬂ:ﬁus
Edad

Grafica 2. Distribucion por género y edad de la poblacion infantil del estado de
Campeche que participo en el proyecto.

Esta gréafica representa los 508 nifios muestreados separados por género, edad y zona,
destacando que en ambas poblaciones se obtuvieron mayor nimero de muestras del género
femenino entre los 11 y 12 afios de edad, sin embargo al comparar el nimero de nifios rurales
vs el numero de nifios urbanos se encontraron diferencias significativas en los tres grupos de
edad (0.006, 0.003 y 0.025) para los nifios de 9 - 10, 11 -12 y 13 afios respectivamente, en el
caso de las nifias, sélo las de 13 afios de edad mostraron una diferencia significativa (0.025) al

compararlas.
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Grafica 3. Estratificacion de la poblacién infantil Maya estudiada de acuerdo al percentil
de IMC.
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En la grafica 3 se muestra la frecuencia de sobrepeso, obesidad, peso normal
y bajo peso de acuerdo al percentil de IMC (indice de Masa Corporal),
considerando como bajo peso un IMC <5, peso adecuado > 5 < 85, como
sobrepeso un percentil > 85 < 95, como obesidad un IMC >95, existe una
marcada diferencia entre la frecuencia de sobrepeso y obesidad encontrada en
poblacién urbana contra la frecuencia de sobrepeso y obesidad encontrada en

la poblacion rural (53% y 29% respectivamente)

De acuerdo a los puntos de corte para el diagnostico de SM, en la grafica 4 se
muestra la frecuencia en que se encontré cada criterio en la poblacion rural y
urbana del estado de Campeche, en la poblacién rural la concentracion
disminuida de HDL-c es el factor mas frecuente, mientras que en la poblacion

urbana el 72.6% presenta un percentil de cintura por encima del 75%.

EEEFoblacion Infantil £2ona Rural

75
o E=ElPoblacion Infantil Zona Urbana
e
£ i
3 i i
e i
. -
g 257 o i
. : : o i
o : B e

HDL-c {*ﬂlﬁﬂmgde}Tg (Z100mgl/dL) %Cintu rla Zp75) %PA (2p20) Glucosa (2110mgldL)
Criterios para Sindrome Metabdlico

Grafica 4. Frecuencia de los criterios de De Ferranti en la poblacién infantil rural y

urbana del estado de Campeche.

Una vez establecida la frecuencia de aparicién de los criterios de De Ferranti,
se determiné la frecuencia de Sindrome Metabdlico en ambas poblaciones, los

resultados se muestran a continuacion:
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Grafica 5. Frecuencia de Sindrome Metabdlico en la poblacion infantil del estado de
Campeche.

Esta grafica destaca que el 50% de la poblaciéon urbana muestreada presenta SM, lo que
indica que 50 nifios por cada 100 muestreados presenta SM, en la zona rural se encontré una

prevalencia del 41.3% indicando que 41 nifios por cada 100 presenta SM en el zona rural.

Las frecuencias alélicas y genotipica de los siete polimorfismos estudiados en

la poblacion rural y urbana se muestra a continuacion:

- 48 --



Frecuencia Genotipica y Alélica de rs9282541, rs1111875, rs5219, rs1800961, rs1801282, I/D y rs9939609 en
ABCA1, HHEX, KCNJ11, HNF4a PPARy, ECA y FTO respectivamente en poblaciéon infantil Maya de zona
rural y urbana

Frecuencia Poblacién Frecuencia Poblacion
SNP Gen Variante Cromosoma Mayor/Meno Rural Urbana
r alelo
Genotipica Alélica Genotipica Alélica
CC (68.2) C (82.0) CC (73.7) C (83.0)
rs9282541 ABCA1 R230C 9 CIT CT (28.1) T (18.0) CT (19.9) T (17.0)
TT (3.7) TT (6.4)
CC (34.7) C (60.0) CC (35.7) C (60.0)
rs1111875 HHEX 10 CIT CT (50.8) T (40.0) CT (47.7) T (40.0)
TT (14.5) TT (16.5)
CC (40.1) C (60.0) CC (41.0) C (65.0)
rs5219 KCNJ11 E23K 11 CIT CT (45.5) T (40.0) CT (47.4) T (35.0)
TT (14.4) TT (11.7)
CC (81.8) C (90.0) CC (85.0) C (90.0)
rs1800961 HNF4a T130I 20 CIT

CT(17.4)  T(10.0) CT(120)  T(10.0)




g Pefia-Espinoza BI

TT (0.8) TT (3.0)

CC(756)  C(87.0) CC(835)  C(91.0)
rs1801282 PPARy P12A 3 CIG CG(23.6) G (13.0) CG (16.2) G (9.0)

GG (0.8) GG (0.4)

TT(77.7) T (87.0) TT(69.2)  T(82.0)

TA(202) A (13.0) TA(26.7)  A(18.0)

rs 9939609 FTO 16 T/A
AA (2.1) AA (4.1)
Il (6.6) I (53.0) Il (4.1) 1(50.0)
ECA I/D 17 I/D ID (93.4) D (47.0) ID (92.1) D (50.0)
DD (0) DD (3.8)
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Caracteristicas clinicas y bioquimicas de acuerdo al genotipo en nifilos Mayas de zona rural (n=242)

Pefia-Espinoza BI

SNP/Gen Variante  %Cintura %Presié Glucos Colesterol Triglicérido HDL LDL Insulina
n Arterial amg/dL mg/dL s mg/dL mg/dL mg/dL pU/mL
rs928254 cC 67 £ 27 67 £ 21 93+8 156 + 31 110 £ 54 51+ 11 88 £ 22 11 £20
ABCA1 CT/TT 63 +28 69 + 21 968 161+ 35 115 £ 60 49 +13 92 +23 12+10
P NS NS 0.005 NS NS NS NS NS
rs111187 CcC 57 £ 27 67 £ 21 93+9 153 £ 34 113 £ 63 49+ 10 89 + 22 108
5
HHEX CT/TT 58 + 28 68 £ 21 95+7 159 + 31 111 £ 52 51 £12 89 + 22 12 + 21
P NS NS NS NS NS NS NS NS
rs5219 CcC 62 + 28 71+21 95+7 162 + 32 117 £ 61 50 + 11 91+ 21 118
KCNJ11 CT/TT 55 + 28 66 + 21 94 +8 154 + 34 108 £ 52 50 £ 12 88 + 23 12 + 21
P NS NS NS NS NS NS NS NS
rs180096 cC 57 + 28 68 + 21 94+8 156 + 32 113 £ 58 51+12 88 £ 22 108
1
HNF4a CT/TT 60 + 27 67 +21 94+8 163 + 32 106 + 44 48+ 10 93 +24 17 £37
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rs180128
2

PPARY

P

rs993960
9

FTO

I/D
ECA

P

NS

CC

CG/IGG

T

TA/AA

ID/DD

NS

59 + 28

54 + 26

NS

54 + 27

55 + 30

NS

61+29

58 + 28

NS

NS

68 + 21

68 + 21

NS

67 £ 21

72+21

0.041

68 * 21

68 + 21

NS

NS

95+8

NS

157 £33

158 + 30

NS

157 £33

158 + 31

NS

149 + 33

158 + 32

NS

NS

113 £ 56

108 + 57

NS

111 + 56

113 £ 57

0.08

115 173

111 +£55

NS

NS

49 + 11

53+13

NS

50 £ 11

52 +12

NS

NS

90 £ 23

87 +20

NS

89 + 23

89+19

NS

90 £ 19

89 + 22

NS

NS

109

12+19

NS

12+19

Se tomaron como variables fijas IMC, edad y género.

Caracteristicas clinicas y bioquimicas de acuerdo al genotipo en nifios Mayas de zona urbana (n=266)
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SNP/Gen

rs928254

ABCA1

P

rs111187
5

HHEX

rs5219

KCNJ11

P

rs180096
1

HNF4a

Variante

CcC

CT/TT

CC

CT/TT

CcC

CT/TT

CcC

CT/TT

NS

%Cintura

74 £24

68 + 27

NS

77 +£22

70 £ 26

0.032

73 +£25

72+24

NS

72 +£25

74 £ 21

NS

%Presio6
n Arterial

73 +22

73 +22

NS

73 £22

73+ 22

NS

75+ 22

71+£22

NS

74 22

68 + 22

NS

Glucos
amg/dL

92+ 11
92+6

NS

Colesterol
mg/dL

171+ 32
168 + 27

NS

171+ 32

170 £ 30

NS

169 + 28
171+ 32

0.04

171+ 31

169 + 29

NS

Triglicérido
s mg/dL

115 £ 69
118 £ 61

NS

M7 +£72

115 £ 64

NS

120 £ 71
112 £ 64

NS

117 £ 67

109 £ 68

NS
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HDL
mg/dL

50 £ 11
48 = 11

0.035

48 +10

50 £ 12

NS

49 +10
50 £ 12

NS

50 £ 11

48 = 11

NS

LDL
mg/dL

100 + 28
102 + 28

NS

101+ 25

100 + 29

NS

100 + 26
100 + 29

NS

100 + 27

101 + 31

NS

Insulina
MU/mL

11+20
1210

NS
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rs180128
2

PPARy

P

rs993960
9

FTO

I/D
ECA

P

CC

CG/IGG

TT

TA/AA

ID/DD

72 +£25

75+ 24

NS

72 + 26

74 + 23

NS

63 £ 25

73 £25

0.050

73 +22

72+ 22

NS

75+ 22

69 £ 22

0.032

57 £ 16

74+ 21

0.012

92110

9110

NS

916

92110

NS

169 + 31

176 + 30

NS

170 + 31

172 £ 29

NS

170 £ 29

170 + 31

NS

118 £ 70

105 £ 50

NS

120+ 74

105 £ 45

0.044

91 +47

117 £ 68

NS

49 +10

51+14

NS

50 £ 11

5010

NS

52 £13

49 = 11

NS

100 + 28

102 + 27

NS

99 £ 28

103 £ 28

NS

96 £ 16

101 +£28

NS

Pefia-Espinoza BI

106
13+10

NS

Se tomaron como variables fijas IMC, edad y género.
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9. Discusion

Estimaciones propias a partir de los resultados publicados por la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion 2006, muestran que la prevalencia combinada de
sobrepeso y obesidad en nifios de ambos sexos fue 27.3 con 22.9%
respectivamente, al comparar estos datos con los resultados obtenidos en este
estudio, son mas altos a los reportados en la ENSANUT 2006 y ENSANUT
2012 ya que alcanzan cifras de 34.3% en poblacion rural y 56.2% en poblacion
urbana, casi el doble de lo reportado en las encuestas anteriores para nifios y
nifas de las mismas edades.

En este estudio, al igual que en otros realizados en nifios y adolescentes
mexicanos, se encontré un alta prevalencia de dislipidemia, hipertriglicéridemia
e hipertension arterial. Los escolares con sobrepeso y obesidad, presentaron
cifras significativamente mayores de hipercolesterolemia e hipertension arterial,
comparados con los escolares con IMC normal, coincidiendo con otros
estudios realizados en nifios, cabe destacar que el factor clave para la elevada
prevalencia fue un percentil de cintura superior al 75, y HDL-c menores a
40mg/dL, ya que al no considerar a los nifios con obesidad central (cintura
>p75) la prevalencia se reduce drasticamente.

Aunque la prevalencia del SM varia ampliamente segun la definicidon que se
utilice, en algunos paises en vias de desarrollo las cifras se aproximan a las
que se han observado en los paises desarrollados. Debido a los continuos
cambios demograficos y al envejecimiento de la poblacion, el impacto del SM
sera mayor en las regiones en desarrollo, los resultados obtenidos coinciden
con lo reportado por Jonathan C.K. donde la frecuencia de sobrepeso y
obesidad es mayor en las zonas urbanas en vias de desarrollo, en contraste a
lo encontrado en la poblacion rural donde es evidente la frecuencia de bajo
peso superior a los ultimos reportes de la ENSANUT.
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Se evidencian diferencias en el en funcién de la zona de residencia, la mayor

Pefia-Espinoza BI

adiposidad corresponde a los nifios de la zona urbana del estado de
Campeche coincidiendo con lo reportado con Romero-Collazos, quien reporta
que los nifios de origen argentino, cubano, mexicano y venezolano, con un alto
componente autéctono, presentaban una distribucion de grasa mas
centralizada que los nifios espafioles, en nuestros resultados encontramos una
elevada prevalencia de obesidad central (73% de la poblacion urbana y un
47% de la poblacion rural con percentil de cintura superior a 75).

Los resultados obtenidos con relacion a la presion arterial sugieren, como en
otros estudios, que la hipertension arterial en niflos no es rara y es mayor a la
reportada en el 2008 por Enrique Oliver, el cual muestra una prevalencia de
4.9% de hipertension arterial (presién arterial por arriba del 95%) en nifos
Mexicanos de Nuevo Ledn de 6 a 12 afos, en este estudio se observo que no
solo el sobrepeso y/o obesidad condicionan a una presién arterial elevada, ya
que en los nifios de zona rural (52%), la mayor parte de ellos con un peso
normal presentan una elevacién en la PA.

ABCA1 se encuentra expresando en muchos lugares, pero sus funciones
fisioloégicas dependen de la célula y del tipo de tejido. Por ejemplo, ABCA1 se
expresa en hepatocitos, enterocitos, y adipocitos donde se involucra en la
generacion de lipoproteinas de alta densidad (HDL), mientras que en los
macrofagos ABCA1 es el encargado del transporte inverso del colesterol (Liu y
col). Estudios sobre deficiencias de HDL en humanos, ratones transgénicos, y
cultivo de células han demostrado que ABCA1 es el principal exportador de
colesterol celular y fosfolipidos y aceptor de apolipoproteinas, esta actividad
es esencial para la formacién de las particulas de HDL in vivo (Tarling y col).
Hay pruebas de que ABCA1 también juega un papel en la supresion, en este
estudio se pudo observar que los portadores del Alelo de riesgo en la
poblacién rural presentan valores de c-HDL mas bajos, so6lo que la diferencia
no llego a ser significativa mientras que en la poblacién urbana los niveles de
c-HDL llegan a ser menores en los portadores del alelo de riesgo llegando a

ser significativamente diferentes (p=0.35).
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La frecuencia del alelo de riesgo en nuestro estudio fue de 0.18 y 0.199 en la
zona rural y urbana respectivamente, siendo mucho mayor a las frecuencias
reportadas donde la frecuencia se encuentra desde un 0.001 hasta un 0.043,
los datos son tomados de la base de datos sobre SNPs de NCBI, donde las
poblaciones Caucasicas, Europeas y Asiatica no presentan frecuencia de la
variante R230C del gen ABCA1. La asociacion encontrada en la poblacion rural
entre las personas portadoras de la variante R230C y las concentraciones altas
de glucosa y bajas de HDL, coincide con lo reportado en diversos estudios,
donde la variante R230C es independientemente asociada con bajas
concentraciones de HDL, nosotros encontramos concentraciones altas de
glucosa en los portadores de esta variante con una significancia 0.05, que
puede ser explicado por lo planteado por Brunham y col. Donde sugiere que
los niveles intracelulares de colesterol pueden influenciar en la funcion de las
células beta pancreaticas, en el estudio utilizaron ratones con inactivacion
selectiva de ABCA1, en este trabajo se manifesté que ABCA1 juega una papel
critico en la homeostasis del colesterol y la secrecion de insulina en las células
B pancreaticas, donde la ausencia de este dio lugar a acumulacién de
colesterol celular y una marcada reduccion en la secrecion de insulina in vivo y
un deterioro progresivo de la tolerancia a la glucosa. Otro trabajo que confirma
esta funcion importante de ABCA1 es el de Kruit y col. en donde se concluye
que el flujo de colesterol de los islotes de las células beta pancreaticas a través
de ABCA1 es crucial para la regulacion del colesterol in vivo, sugiriendo que
los niveles de colesterol elevados puede contribuir a la disfuncion de las
células beta en la DT2, en este trabajo solo los nifios de zona rural portadores
del alelo de riesgo presentaron valores de colesterol elevados pero sin llegar a
ser estadisticamente significativos.

Se sabe que HNF4A forma parte de una red transcripcional que permite la
liberacion de insulina en respuesta a un aumento en los niveles de glucosa, asi
como la transcripcion del gen mismo de la insulina, directa o indirectamente, a
través de HNF1A (Bartoov, 2002), se ha visto que HNF4A juega un papel

critico en el control de la regulacién de la transcripcion del gen de la subunidad
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reguladora de la entrada de potasio Kir6.2 (Gupta y col), y del gen de la
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Glucocinasa después de haber ingerido alimento (Hirota y col). La glucocinasa
es la enzima clave en la regulacion de la via glucolitica. Se ha postulado
entonces que HNF4A es necesaria para que se lleve a cabo una correcta
secrecion de insulina en respuesta a glucosa y que una alteracion en el gen
HNF4A genera una proteina alterada que no permite la correcta transcripcion
de estos genes blanco lo cual conlleva a un desequilibrio energético a nivel
mitocondrial o bien a un bloqueo a nivel del canal de potasio sensible a ATP,
no permitiendo que se lleve a cabo la despolarizacion de la membrana
citoplasmatica y con ello se presenta una falla en la secrecion de insulina y en
la homeostasis de la glucosa, conduciendo finalmente a la aparicion de DM2
(Gupta y col, Lazo de la Vega y col) esto discrepa con nuestros resultados
debido que en la poblacion urbana los portadores de la variante T1301 del gen
HNF4A presentan concentraciones menores de glucosa, mostrando una
tendencia en la significancia pero sin ser menor a 0.05. La contribucién de
HNF4A en la diabetes tipo 2 es motivo de controversia, se sabe que existen
variantes localizadas en el promotor de HNF4A que se han sido asociadas
consistentemente con un riesgo mayor de desarrollar diabetes tipo 2 en
diferentes poblaciones y que hay un par de estudios donde se menciona que la
variante rs1800961 (T130l), se presenta con alta frecuencia en poblacion
mestiza Mexicana (la frecuencia del alelo de riesgo encontrada es de 0.10 en
ambas poblaciones, una frecuencia mayor a las reportadas que van de 0.006 a
0.01) contribuyendo de manera importante con un mayor riesgo para
desarrollar DT2, pudiendo estar implicado el factor de la edad para que los
nifios portadores de la variante T1301 no presenten hasta el momento valores
elevados de glucosa.

El gen PPARG es expresado preferentemente en los adipocitos diferenciados y
media la expresion de genes especificos de células adiposas, los cuales
codifican proteinas directamente relacionadas con las vias lipogénicas. El
polimorfismo Pro12Ala en el gen PPARYy ha sido estudiado como una de las

primeras variantes genéticas con amplio impacto en el riesgo de padecer DT2,
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y se ha relacionado con diferentes componentes del SM, incluyendo obesidad
central, mayores niveles de insulina, triglicéridos y menores niveles de HDL
(Florez y col), en los nifos el polimorfismo Pro12Ala se ha asociado con mayor
riesgo de obesidad y con mayor percentil de cintura. Varios estudios lo han
relacionado con bajo IMC, con una mejor sensibilidad a la insulina, en el caso
de nuestros resultados, la poblacion rural muestra una mayor secrecion de
insulina, los portadores de la variante Pro12Ala tienen en promedio menor
concentracion de colesterol y niveles mas elevados de HDL, la poblacion
urbana también reporta niveles elevados de HDL al igual que lo reportado por
Douglas y col. donde los individuos con el genotipo Pro/Ala, con y sin SM,
presentaron niveles de HDL mas elevados que los individuos con el genotipo
Pro/Pro. La frecuencia maxima del Alelo de riesgo reportada en nifios es de
0.12, en este estudio la poblacién rural tuvo una frecuencia del alelo de riesgo
de 0.13 mientras que en la poblacion urbana fue de 0.09, Diferentes estudios
realizados con nifios obesos y de peso normal mostraron resultados diferentes
al considerarse la relacion entre la variante del gen PPARy y la obesidad,
puesto que algunos demuestran aumento significativo en el indice de masa
corporal y en la circunferencia de la cintura en individuos con el polimorfismo
Pro12Ala, mientras otros relatan que la variante esta asociada con menor IMC
(Swarbrick y col), nuestro estudio muestra las dos propuestas, por un lado la
poblacién rural muestra que los portadores del alelo de riesgo tienen un IMC
menor y menor percentil de cintura mientras que en la urbana los portadores
del alelo de riesgo presentan IMC y percentil de cintura mayores. Hulya Yilmaz
sugiere que los portadores del alelo de riesgo muestran diferencias en lipidos
y glucosa, en este estudio no coincidimos con los resultados reportados.

Los canales de potasio dependientes de ATP son un complejo heteroctamero
que comprende 4 subunidades del canal rectificador interno de potasio (Kir6.2),
codificado por KCNJ11, acopladas a 4 subunidades del receptor de
sulfonilureas (SUR1), codificado por el gen ABCC8 (Aguilar y col). Ambos
genes residen adyacentes uno al lado del otro en el cromosoma 11. El cambio

de aminoacido de glutamato a lisina en el codén 23 del gen KCNJ11 (E23K;
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rs5219) esta relacionado con diabetes gestacional y DT2. El alelo K23 esta
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asociado con mayor riesgo de DMT2 (Nielsen y col). El alelo de riesgo in vitro
de este SNP afecta a las propiedades del canal de potasio, induciendo una
espontanea hiperactividad de las células B pancreaticas mediante el aumento
del umbral de concentracion de ATP para la liberacion de insulina
(Schwanstecher y col). Las frecuencias reportadas para el alelo de riesgo del
KCNJ11 llegan a ser hasta de 0.38, en este estudio fueron de 0.4 y 0.35 para
poblacion rural y urbana respectivamente, en el caso de la poblacion rural al
estratificar la frecuencia del polimorfismo en los nifios con y sin SM, se
encontré una diferencia significativa entre los tres genotipos de 0.03494 con un
OR= 1.752 (1.C.=1.038-2.956), este polimorfismo mostré diferencias a lo
reportado en otros estudios donde los niflos portadores del alelo de riesgo
presentan concentraciones de glucosa menores y mayor secrecion de insulina.
En 1999 se describid un raton (llamado Ft debido al fenotipo de “dedos
fusionados”, en inglés) con una eliminacién importante (1.6 Mbp) en una region
gendmica que cubre al gen Fto asi como otros 5 genes. Los autores
consideraron a Fto como un gen candidato involucrado en procesos fisioldgicos
como la muerte celular programada o el desarrollo craneofacial. Dos estudios
adicionales en modelo ratdbn han mostrado que la inactivacion del gen Fto
protege del desarrollo de obesidad. Basandose en estos hallazgos, se ha
sugerido que la inhibicidn de la actividad de Fto podria ser un posible objetivo
para el tratamiento de la obesidad mérbida. La relacién del polimorfismo
rs9939609 del gen FTO con el peso corporal presenta resultados
contradictorios en la literatura. En algunos trabajos se ha demostrado como
otros polimorfismos del gen FTO (rs17817449 y rs1421085) se asocian con
una serie de medidas de adiposidad como el peso, indice de masa corporal,
masa grasa Yy la circunferencia de la cintura, sin embargo, el polimorfismo
rs9939609 no se relacionaba con ningun parametro antropométrico. Mientras
que en otro trabajo, se ha demostrado una clara relacion entre este
polimorfismo (rs9939609) y el IMC, sobre todo en poblacion asiatica y en

menor medida en poblacion europea, en el caso de nuestro estudio, FTO
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(rs9939609) en la poblacion rural presenta una asociacién con presién arterial
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elevada, pero no se observan cambios en ningun parametro bioquimico, siendo
que en la poblacion urbana el polimorfismo rs9939609 de FTO presenta
asociaciones con bajas concentraciones de insulina, triglicéridos y presion
arterial, mientras que el estudio realizado por quipo dirigido por Joanne E. Cecil
de la Universidad de Dundee, Escocia, que estudi6 a 2726 nifios, entre 4 y 10
afios de edad en nifios concluye que la variante rs9939609 confiere una
predisposicién a la obesidad y no parece estar implicada en la regulaciéon del
gasto energético, pero puede regular el control de la ingesta de alimentos y su
eleccion. Esto propone vinculos con un fenotipo hiperfagico o una preferencia
por los alimentos con elevada energia. Estudios recientes han mostrado que
SNPs en el gen FTO predisponen a la obesidad infantil. La influencia de FTO
en la composicion corporal y el riesgo de desarrollar sobrepeso y obesidad se
ha observado en la nifiez y persiste en la adolescencia. La mayoria de las
pruebas han sido conducidas en el SNP rs9939609 del gen FTO. La frecuencia
menor en el alelo A ha estado entre 0.38 y 0.49 en diferentes poblaciones
europeas mientras que en nuestra poblacién estudiada es menor a 0.20, en
nuestros resultados destaca que la poblacion urbana portador del alelo de
riesgo muestran un elevado IMC, coincidiendo con varios estudios donde los
ninos portadores del Alelo de riesgo pesan hasta 3kg mas que los que no
portan la variante.

La enzima convertidora de angiotensina 1, tiene un rol mayor en la regulacion
de la presion arterial y el balance electrolitico, asi como otras funciones a nivel
sistémico y tisular, hidrolizando Al a All. Es vasopresor potente y estimula al
péptido aldosterona, ademas inactiva a la bradiquinina que es un
vasodilatador importante. EI gen ECA codifica dos enzimas: La isoenzima
somatica ECA expresada en muchos tejidos, como la célula endotelial
vascular, célula epitelial renal y célula del tejido testicular. La otra isoenzima
ECA germinal o testicular expresada solo en el esperma (Rarmaraj y col).

El ECA sérico puede variar entre los individuos, tanto como cuatro a cinco

veces su nivel; sin embargo son pequefias estas variaciones en el mismo

-61 --



g Pefia-Espinoza BI

individuo. Rigat B. y col, identificaron que el genotipo DD incrementa los
niveles tisulares del ECA y genera una mayor cantidad de All, que produce
cambios a corto y largo plazo en la estructura y tono vascular, aumentando la
resistencia vascular lo que a su vez mejora la expresion vascular del ECA
perpetuando la HTA (Henricus y col). Actualmente las publicaciones respecto
a su asociacion y riesgo de tomar parte en la expresion fenotipica de HTA, es
realmente controversial. Ulrich y col publicaron un estudio en el que no
encontraron asociacion significativa entre polimorfismo 1/D del gen ECA con la
HTA primaria; pero si mayores niveles de ECA sérico, en aquellos con el
genotipo DD del gen ECA. A pesar de estos resultados no deja de
reconocerse la importancia que vienen teniendo estos polimorfismos.

Ueda y col mostraron una mayor elevacion de presion arterial en aquellos
nifios con genotipo DD, Zee Ryl y col, encontraron asociacion entre el alelo de
riesgo y la HTA en una poblacion australiana. En estos estudios la prevalencia
del alelo de riesgo va de 0.5 a 0.7, nuestro estudio alcanza el 0.5 en ambas
poblaciones, aunque la poblacion urbana mostré diferencias significativas en
el genotipo de 0.0311 con un OR= 0.21 (IC= 0.045-0.993), encontrando solo
relacion con la frecuencia reportada en Chinos por Bo Xi en el 2011 que fue de
0.4%, pero si coincide con los otros estudios donde los portadores de la
variante de riesgo tienen una presion arterial mas elevada.

HHEX es una llave reguladora durante los procesos de desarrollo, juega un
papel crucial en la identidad celular y el desarrollo embrionario, la presencia del
alelo de riesgo tienen efectos sobre el desarrollo del pancreas y por ende en la
secrecion de insulina (Xiao y col)., En el caso de HHEX aunque varios estudios
muestran una fuerte asociacion de la variante C del polimorfismo rs111875 con
diabetes, en este estudio ninguna de las poblaciones estudiadas mostré
asociacion con alguno de los componentes de susceptibilidad al desarrollo de

diabetes, comportandose de la misma manera que HNF4a.
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10.Conclusiones

La prevalencia del sindrome metabdlico esta incrementando de manera
alarmante, su estudio es importante en la practica clinica ya que integra las
anormalidades que aumentan el riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y diabetes. El impacto que el SM tiene en la poblacion adulta
sobre la ECV y muerte no se manifiesta en la edad pediatrica, aunque el
proceso patologico y los factores de riesgo se inicien en ella. Como las
alteraciones metabdlicas tienden a persistir en el tiempo, hay una alta
probabilidad de que los nifilos obesos se conviertan en adultos obesos con
dislipemia por lo que tienen especial riesgo de aterogénesis y de ECV.

Las asociaciones encontradas en este estudio, se mantuvieron aunque fueron
considerados como co-variables la edad, el género y el IMC, resaltando que la
importancia de estos factores genéticos no significa que el sindrome
metabdlico esté causado solamente por defectos genéticos; en la mayoria de
los casos, los factores genéticos predisponen a una persona a desarrollar una
enfermedad, mientras que los factores de estilo de vida determinan si (y
cuando) se desarrollara la enfermedad. Este estudio revela una alta
prevalencia de SM en nifios mayas del estado de Campeche. Las asociaciones
encontradas sugieren que los polimorfismos R230C (ABCA1), P12A (PPARYy),
T1301 (HNF4A), E23K (KNJJ11), ECA/ID (ECA), rs1111875 (HHEX) y
rs9939609 (FTO) contribuyen en alguna medida con los factores que

componen al SM en nifios mayas.
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11.Anexos

11.1. Datos generales y antropomeétricos

A cada participante se les midi6 la cintura y cadera, se registré el peso y la
talla para el calculo del indice de masa corporal (IMC) de acuerdo a las
normas antropométricas internacionales. Asi, la medicién de la cintura se
llevara a cabo con el nifio de pie colocando la cinta métrica entre la costilla
inferior y la cresta iliaca después de una exhalacion normal. Para el registro de
la talla, se colocara al nifio debajo del estadimetro de espalda a la pared con
la mirada al frente, sobre una linea imaginaria vertical que divida su cuerpo en
dos hemisferios. La cabeza, espalda, pantorrillas, talones y gluteos deberan
estar en contacto con la pared y sus brazos caigan naturalmente a lo largo del
cuerpo. Se trazara una linea imaginaria (Plano de Frankfort) que ira del orificio
del oido a la base de la 6rbita del ojo. Esta linea sera paralela a la base del
estadimetro y formara un angulo recto con respecto a la pared. Cuando la
marca del estadimetro esté entre un centimetro y otro, se anotara el mas
proximo; si esta a la mitad, se tomara el del centimetro anterior. Se bajara el
estadimetro y se tomara la lectura en centimetros. Para el registro del peso, la
medicioén se llevara a cabo con la menor ropa posible y sin zapatos. Se pedira
al nifio que suba a la bascula colocando los pies paralelos en el centro, de
frente al examinador. Debera estar erguido, con la vista al frente, sin moverse
y con los brazos que caigan naturalmente a los lados. Se empleara una
bascula de piso, la lectura se registrara cuando el indicador de la bascula se
encuentre completamente fijo. La presion arterial se evaluara mediante
baumanometros electrénicos infantiles con un reposo previo del nifio de al
menos 10 minutos y se tomara por duplicado. Ademas del criterio de de

Ferranti, la obesidad infantil se evaluara considerando el criterio de Calzada
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Leon, criterio generado para determinar obesidad en poblacion infantil
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mexicana. Este criterio contempla la relaciéon entre el peso total y la talla

estimada mediante el indice de masa corporal (IMC= peso en kg/talla en m?).

11.2. Determinaciones bioquimicas

11.2.1. Glucosa

Se oxida en presencia de la enzima glucosa oxidasa (GOD) a acido glucénico
y peroxido de hidrégeno, éste ultimo reacciona en presencia de la enzima
peroxidada (POD) con 4-hidroxibenzoato y 4-aminofenazona para formar un
complejo rojo-violeta de quinona. La intensidad del color es directamente

proporcional a la concentracion de la glucosa.

11.2.2. Colesterol

La colesterol estearasa (CE) hidroliza los ésteres para originar colesterol libre
y acidos grasos. El colesterol libre producido mas el colesterol preformado se
oxida en presencia de la enzima colesterol oxidasa (CHOD) para dar colesten-
3-ona y peroxido de hidrogeno. Un cromdogeno quinonimina, con absorcion
maxima a 500nm, se produce cuando el fenol se acopla oxidativamente con 4-
aminofenazona en presencia de peroxidada (POD) con peréxido de hidréogeno.

El color rojo es proporcional a la concentracion total del colesterol.

11.2.3. Triglicéridos

a) Elglicerol y los acidos grasos se forman en una primera etapa por accion de la

lipasa sobre los triglicéridos.
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b) El glicerol se fosforila por el adenosil-5"-difosfato (ATP) para producir glicerol-
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3-fosfato (G3P) y adenosin-5"-difosfato (ADP) en una reaccion catalizada por
la gliceron cinasa (GK)
c) EIl G3P es oxidado por la glicerol fosfato oxidasa (GPO) produciendo
dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peréxido de hidrogeno.
d) Los peroxidos reaccionan con 4-aminoantipirina y 4-clorofenol mediante la
catdlisis de la peroxidasa (POD) para formar una quinoneimina de color

rojo.

11.2.4. Colesterol HDL

El método se basa en las propiedades de un detergente que solubiliza sélo la
fraccion HDL, de forma que el HDLc se libera reaccionando con la colesterol
esterasa, la colesterol oxidasa y los cromoégenos. Las lipoproteinas LDL, VLDL
y quilomicrones son inhibidas debido a la adsorcion del detergente en sus
superficies haciéndolas resistentes a la enzima. La intensidad del color
formado es proporcional a la concentracion de HDLc presente en la muestra

ensayada.

11.2.5. Insulinas

Un anticuerpo monoclonal se aplica sobre la superficie de los pocillos de
microtitulacién y otro anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa de
rabano picante se usa como trazador. Las moléculas del INS en la solucion
estandar o suero forman un "sandwich" entre los dos anticuerpos. Después de
la formacion de la cubierta del anticuerpo-antigeno-anticuerpoenzima
compleja, la enzima-anticuerpo sin consolidar se eliminan por lavado. La
actividad de peroxidasa de rabano unido en los pozos de entonces se

analizada con las reacciones de quimioluminiscencia. La Unidad de Luz
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relacionados (URL) de la reaccion es proporcional a la concentracion del INS

de la muestra.

11.3. Determinaciones moleculares

11.3.1. Extraccion de ADN

El ADN se extrajo mediante una técnica estandar modificada por Buffone y
Darlington, a partir de los leucocitos contenidos en 5mL de sangre periférica
con EDTA. Para ello, los 5mL de sangre fueron colocados en tubos cénicos de
15mL, se agregaron 8.5mL de Sacarosa Tritdbn 2X, se incubaron en hielo
15min; se centrifugaron a 2000rpm/15 min y se descarto el sobrenadante de
cada tubo, posteriormente se agregaron 2mL de soluciéon Sacarosa Triton 1X,
agitandose hasta disolver el boton; se centrifugaron a 2000rpm/15 min y se
decantaron los tubos. A los botones obtenidos se les agregaron 1.5mL de
Buffer de Lisis, se mezclaron suavemente, se mezclaron suavemente y se les
adicion6d dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%, se agitaron suavemente y se
les agregaron 25uL de proteinasa K al 0.5%. los botones se disolvieron y se
incubaron a 37 °C durante 24hrs; finalmente se les agregd 1mL de una
solucion saturada de cloruro de sodio (NaCl) y se les agito vigorosamente para
posteriormente centrifugarlos a 2000rpm/15 min. El sobrenadante de cada
tubo se recuperdé en diferentes tubos conicos de 15 mL. EI ADN se precipitd
adicionando dos volumenes de etanol al 95% frio, con una varilla de vidrio
(pipeta Pasteur sellada) se tom6 el ADN y se lavo en etanol al 75% para
eliminar el exceso de NaCl. El etanol se removi6 por evaporacion y el ADN se

re-suspendid en agua grado molecular.

El ADN fue cuantificado espectrofotométricamente (260/280 nm) para

conocer el grado de pureza (1.8-2.0 nm) y concentracion. Asimismo, se realizd
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una dilucién de cada uno de los ADN de 20ng/50uL que se mantuvo a -20 °C
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hasta que se realizé la genotipificacion.

11.3.1.1. PCR

El objetivo de la PCR es obtener un gran numero de copias del fragmento de
ADN que contiene la variacién genética buscada mediante la repeticion de 30
a 35 ciclos consistentes en tres pasos (desnaturalizacion a 94°C, hibridacion a
52°C a 65°C y extension a 72°C) y que tienen lugar en un termociclador
(Lorenz y cols.

2002; Tefferi y cols., 2002) (Figura 2). Tras la aplicacién de la PCR, se genera
una suficiente cantidad de copias de la secuencia deseada (producto de PCR)

para poder continuar con diferentes sistemas de deteccion.

A: Detalle del primer ciclo de la PCR B -"l | I 13
¥i 1 1 15"
Desnaturalizacion 94°C
Hibridacién o 55° a 65°C
@ i § o
Extension 712°C

! o Tl
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el o T Inicio AT

T

Primer ciclo

T

Segundo ciclo

I —

Tercer ciclo

i

Figura 2. Esquema de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR).

La discriminacion alélica es el proceso por el cual se detectan en una muestra
dos variantes de la secuencia de un unico nucleétido. Los SNPs son
variaciones en un punto determinado de la secuencia nucleotidica de dos
individuos. Se trata de la variacién genética mas abundante en los genomas.
Como media en el Genoma Humano hablamos de una variaciéon en cada 500-
1000 pares de bases. Esta variacion se considera polimorfismo cuando la
variacion afecta a mas del 1% de la poblacién.

Para los ensayos de discriminacion alélica se emplean sondas especificas
marcadas con fluorocromos. Un donador en el extremo 5', que emite
fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3', que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas
donadora y aceptora deben estar espacialmente proximas. Ademas, el
espectro de emision de la primera se ha de solapar con el espectro de
absorcién de la segunda. En todos los ensayos de discriminacion alélica
mediante PCR con sondas Tagman los fluorocromos empleados son VIC y
FAM.
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Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es
absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion de DNA diana,
| sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de
la cadena, en su accion de sintesis, la DNA polimerasa de Thermus aquaticus,
que tiene actividad 5' exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5' de la sonda,
produciéndose la liberacion del fluorocromo donador, como donador y aceptor
estan, espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es

captada por el lector. (Figura 3)

g 98 &._23

Sonda 1 Sonda 2
(FAM) (VIC)
Alelo 1 Alelo 2
_O;:s__Q —O3¥
J
Match

atch
= ) —— —

Mismatch

Mismatch

Homocigoto alelo Heterocigoto = Homocigoto alelo

Fexe 35K 23

Figura 3. Mecanismo de la PCR con sondas Tagman.

El incremento de DNA en cada ciclo se corresponde con un aumento de
hibridacion de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporciéon
de fluorescencia emitida. EI empleo de estas sondas garantiza la especificidad
de la deteccién y permite identificar polimorfismos.

A continuacion se muestran las variantes analizadas:
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GEN SNP UBICACION SECUENCIA AR | AA

GGTTCCTTGCGACTGCTGTGAATTT(T/A]

FTO | rs9939609 16912.2 GTGATGCACTTGGATAGTCTCTGTT AT
CGCTGGCGGGCACGGTACCTGGGCT(C/T]

KCNJ11 rs5219 11p15.1 GGCAGGGTCCTCTGCCAGGCGTGTC T|c
GACCCTGAGTGCAGGTTCAGACGTC [C/T]

HHEX | rs1111875 10923.33 AGAGGAAATGACTTGATGGTACGGA T|c
GGCTTCAGGATGTCCATGTTGGAACT/C]

ABCA1 | rs9282541 9q31.1 AAGTACTCGCTCTGCTGCAGCCAGT C|T
CACAATGAGCGGGACCGGATCAGCAIC/T]

HNF4A | rs1800961 20q13.2 TCGAAGGTCAAGCTATGAGGACAGC T|c

PPARG | rs1805192 3p25 GGTTGACACAGAGATGCCATTCTGG [CG] | 5 | (5

CCACCAACTTTGGGATCAGCTCCGT

Secuencia de oligonucleotidos para ECA

ECA

Localizacion

Intrén 16

Forward 5-CTG GAG ACC ACT CCCACTCTT TCT-3

Reverse 5-GAT GTG GCC ATC ACARTC GTC AGA T-3
lI: Presencia de una sdéla banda en 490pb

Genotipo DD: Presencia de una sola banda en 190pb

ID: Presencia de dos bandas en 490 y 190pb

11.3.2. Preparacion Sacarosa-Triton 2X

219
2.42g
2.03g
10mL

Reactivos Modo de Preparacion
Sacarosa _
_ Pesar los reactivos y colocar en un matraz de aforo,
Tris base . o .
MACl aforar a un litro con agua des-ionizada, ajustar el pH
. Iz a 7.6, filtrar y almacenar a 4°C.
Triton 100X
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11.3.3. Preparacién de Proteinasa K (5mg/mL)

Reactivos Modo de Preparacion

Proteinasa K
Pesar la proteinasa K y aforar a 10mL, mezclar
(Fungal, ]
50mg completamente, hacer alicuotas de 500pL,
cat.25530-015,

Invitrogen)

almacenarlas a 20°C.

11.3.4. Preparacion de Buffer de lisis-nuclear

Reactivos Modo de Preparacion
1.21g Tris-Base Pesar los reactivos y colocar en un matraz de aforo,
23.4g NaCl aforar a 500mL, esterilizar a 110°C (15lb/in?)
0.75¢g Na;EDTA durante 15min. Almacenar a temperatura ambiente

11.3.5. Preparacién de Cloruro de Sodio saturado

Reactivos Modo de Preparacion
Disolver 350g de NaCl en un litro de agua destilada,
3509 NaCl solubilizar lo mas posible (queda una capa en el

fondo), se almacena a temperatura ambiente.

11.3.6. Gel de Agarosa al 1.5%

Reactivos Modo de Preparacion
0.9g Agarosa Colocar en un matraz Erlenmeyer, meter en
microondas hasta disolver muy bien (prox.45seg),
esperar a que se enfrié un poco osteriormente
60mL TBE 1X P y P P
adicionar 1uyL de Bromuro de etidio, mezclar

perfectamente y vaciar de inmediato en la placa.
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11.3.8. Buffer TBE 10X

Reactivos Modo de Preparacion
108¢g Tris base
] Colocar los reactivos en un matraz de aforo,
55¢g Acido Boérico

aforando a 1000mL con agua destilada estéril y
EDTA 0.5M

40mL H8.0 filtrar con vacio, almacenar a temperatura ambiente.
pH 8.

11.3.9. Buffer de carga para DNA

Reactivos Modo de Preparacion

Azul de bromofenol
0.25%

25mg

Disolver los reactivos pesados en 10ml de
25mg  Cianol-xileno 0.25%

Ficoll PM 400 al
15%

agua destilada estéril, mezclar perfectamente
y realizar alicuotas de 1mL.
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11.3.10 Hojas de consentimiento informado

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
DIVISION DE INVESTIGACION
LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR

CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN LA
INVESTIGACION:

“Participacion de los genes PPARG, HNF4A, HHEX, ABCA1, KCNJ11, FTO y
ECA, como factores de riesgo asociados a sindrome metabdlico en poblacién
mexicana, infantil y adolescente con sobrepeso y obesidad”

Meéxico D.F., a

A gquien corresponda:

El (la) que suscribe
De afnos, acepto la participaciéon en forma libre y voluntaria de mi hijo (a)
, para que done una muestra de sangre
que sera utilizada en el proyecto ““Participacion de los genes PPARG, HNF4A,
HHEX, ABCA1, KCNJ11, FTO y ECA, como factores de riesgo asociados a
sindrome metabdlico en poblacién mexicana, infantil y adolescente con sobrepeso
y obesidad™, cuyo objetivo es identificar los probables genes de susceptibilidad
para desarrollar sindrome metabdlico, en poblacién mexicana, que se lleva a cabo
como parte de una colaboracioén entre el Hospital Juarez de México y la Facultad
de Quimica de la UNAM.

Se me ha informado de la importancia del estudio, asi como de los objetivos del
mismo y de la forma en que se tomara la muestra de sangre. Dandome la
oportunidad para hacer preguntas libremente y estando satisfecho (a) de la
informacién y respuestas.

Firma de los padres o tutores del participante

Direccién

Firma del Investigador
Testigo1
Testigo 2
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BN s
s el 2
VNIVERADAD NACIONAL
AVFN°MA DE
MEXICO

“Participacion de los genes los genes PPARYy, HNF4a, ABCA1, KCNJ11, ECA,
HHEX y FTO como factores de riesgo asociados a sindrome metabdlico en
poblacién mexicana, infantil y adolescentes con sobrepeso y obesidad”

Cuestionario general

Datos personales:

Nombre: Edad:

Género: Direccion:

Escolaridad: Lugar de nacimiento del
nifio: Lugar de nacimiento de los padre:
(mama): (papa):

Datos antropomeétricos:

Peso: kg Talla: m IMC:
Cintura: cm Cadera: cm IcC:
Tension arterial:

Destrostix:

Enfermedades: (Que enfermedades ha padecido el nifio y si recibe algun
tratamiento)

¢ Desayunas antes de ir a la escuela?

¢ Qué desayunas habitualmente®?

¢ Cual es su hora de comida?

¢, Qué come regularmente?

(El nifio cena o  merienda? LCuadl es su
horario?
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