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RESUMEN

En poblacion Mexicana se ha reportado previamente la asociacion significativa de
los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) FTO rs9939609 y BDNF rs6265,
con obesidad de tipo moérbida. Estos genes se expresan predominantemente en
regiones hipotalamicas y en funcion del estatus nutricional, por lo que se ha
planteado que este patrén de expresion afecta potencialmente el balance
energético. Recientemente, en un modelo murino sometido a restriccion
alimentaria, se indicé la relacién funcional entre FTO y BDNF. El objetivo principal
de este trabajo de investigacion consistio en analizar la asociacion de los SNPs
FTO rs9939609 y BDNF rs6265 con la concentracion sérica de BDNF vy el balance
energético en poblacion Mexicana. Se reclutaron 209 participantes de ambos
geéneros, con un rango de edad de 20-60 afos. La genotipificacion se realizé por
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real con sondas Tagman (Applied
Biosystems), incorporando réplicas y controles genotipificados por secuenciacion.
La ingesta energética promedio y el gasto energético total (GET), requeridos para
establecer el balance energético se determinaron con el registro de tres
recordatorios de 24 horas y la actividad fisica referida por los participantes,
respectivamente. El balance energético se categorizd, considerando el calculo de
un porcentaje de adecuacién [(Ingesta energética/Gasto Energético Total) x 100],
en insuficiente (inferior a 90%), adecuado (rango 90-110%) o excedido (superior a
110%). La concentracién sérica de BDNF se cuantificO con ensayos ELISA
(Abcam) obteniendo coeficientes de variacion inferiores al 13%. Los andlisis de

asociacion correspondientes se realizaron con el programa SPSS 22.0. La
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distribucion genotipica para los SNPs de interés resulté en equilibrio de Hardy
Weinberg. El analisis de los polimorfismos por separado y la combinacion de
ambos en un puntaje agregado no indicaron evidencias de asociacion entre
rs9939609 y rs6265 con el balance energético. No obstante, es importante resaltar
que el 65% de individuos del género masculino portadores del alelo A rs9939609
(TA + AA) reportan un balance energético excedido. En relacion con la
concentracion sérica de BDNF el analisis incluyé estratificacion por género,
balance energético y genotipo (puntaje agregado). El valor de P se aproximé
(P=0.054) a la significancia estadistica estipulada convencionalmente, lo que
permite sugerir que la concentracién sérica de BDNF registrada en participantes
del género masculino con balance energético insuficiente, portadores de uno
(Genotipos rs9939609+ rs6265: TA+GG, TT+GA) y dos alelos polimérficos de
menor frecuencia (Genotipos rs9939609+rs6265: TA+GA, TT+AA, AA+GQG)
disminuye con respecto a participantes con genotipos rs9939609 y rs6265
silvestres.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren una influencia ligera
dependiente de género de los polimorfismos rs9939609 y rs6265 sobre la
concentracion periférica de BDNF, y el balance energético, en combinaciéon con

otros factores genéticos y ambientales aun por definirse.
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ABSTRACT

In Mexican population it has previously reported the significant association of
single nucleotide polymorphisms (SNPs) FTO rs9939609 and BDNF rs6265 with
obesity. These genes are predominantly expressed in hypothalamic regions and in
terms of nutritional status, which has been suggested that this expression pattern
potentially affects energy balance. Recently, in a murine model under food
restriction, it was indicated the functional relationship between FTO and BDNF.
The main objective of this research was to analyze the association of SNPs
rs9939609 FTO and BDNF rs6265 with serum BDNF and energy balance in
Mexican population. Two hundred and nine participants of both genders were
included, with an age range of 20-60 years. Genotyping was performed by real
time polymerase chain reactions with Tagman probes (Applied Biosystems),
incorporating duplicates and controls. The average energy intake and total energy
expenditure, required to establish the energy balance were determined by three
24-hour recalls and physical activity reported by the participants, respectively.
Individualized energy balance, based on each participant energy needs and daily
energy intake, was calculated considering the adequacy percentage [(Energy
intake / total energy expenditure) x 100] on insufficient (less than 90%), suitable
(range 90-110%) or exceeded (over 110 %). BDNF serum was measured by
ELISA assays (Abcam) obtaining coefficients of variation of less than 13%.
Association analyses were performed with SPSS 22.0 software. The genotype
distribution for SNPs of interest was in Hardy Weinberg equilibrium. The analysis of

polymorphisms separately, and the combination of both in an aggregate score
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indicated no evidence of association between rs9939609 and rs6265 in the energy
balance. However, it is important to note that 65% of male FTO rs9939609 A allele
carriers (AT + AA) reported an energy balance exceeded. Regarding BDNF serum
analysis included gender stratification, energy balance and genotype (aggregate
score). The value of P approached (P = 0.054) to the statistical significance
conventionally stipulated, suggesting differences in serum BDNF on participants
male with insufficient energy balance, carrying one (Genotyping rs9939609 +
rs6265: TA + GG , TT + GA) and two minor alleles (Genotypes rs9939609
+rs6265: TA + GA, TT + AA, AA + GG) with respect to participants with genotype
rs9939609 and rs6265 wild type.

The results obtained in this study suggest the slight influence, gender-dependent of
rs9939609 and rs6265 polymorphisms with the peripheral concentration of BDNF
and energy balance in combination with additional genetic and environmental

factors yet to be defined.
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INTRODUCCION

Obesidad

El sobrepeso y la obesidad se caracterizan por la acumulacion excesiva de tejido
adiposo corporal, proceso que generalmente subyace a la alteracion prolongada
en el balance energético (1). El indice de masa corporal (IMC) es un indicador de
la relacién entre el peso y la talla corporal (kg/m2) que se utiliza frecuentemente
para el diagnoéstico de sobrepeso y obesidad en adultos (2). En México, las cifras
oficiales estimadas en el afo 2012 reportan que la prevalencia de adultos con
sobrepeso (IMC: 25-29.9 kg/m2) y obesidad (IMC: >30kg/m2) corresponde al 38.8
y 32.4 %, respectivamente (3), lo que representa un problema de salud publica
nacional debido a que se ha determinado que en estos individuos se incrementa el
riesgo de desarrollar diversas comorbilidades metabdlicas incluyendo diabetes tipo
II, dislipidemia, alteraciones cardiovasculares e hipertensién, enfermedades
pulmonares, osteoarticulares y determinados tipos de cancer (4, 5).

El reciente incremento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad, documentado a
nivel nacional (3), sugiere la interaccion critica de factores ambientales y genéticos
que afectan el balance energético. Particularmente, los factores ambientales
incluyen el estrato socio-econémico, el area de residencia, la ocupacion, el estado
de salud, los habitos dietéticos particulares (1) y la atenuaciéon de la actividad
fisica asociada a la industrializacion, el transporte mecanizado y la urbanizacion
(6). En adicion, el entorno actual potencializa el consumo excesivo de energia
debido a la creciente disponibilidad y accesibilidad de alimentos palatables con

elevado contenido energético, y al incremento de las porciones alimentarias
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comercializadas (7). En este contexto, se requiere identificar con exactitud los
mecanismos fisioldégicos que subyacen la regulacion de la ingesta alimentaria con
el proposito de implementar estrategias efectivas para el tratamiento y prevencion

de la obesidad (8).

Balance energético

Los componentes basicos del balance energético incluyen la ingesta alimentaria,
los depdsitos de energia y el gasto energético total (GET) (6).

El balance energético adecuado requiere que la relacion entre la cantidad de
kilocalorias (kcal) ingeridas y el GET resulte equivalente. El balance positivo
implica que la ingesta supere al GET, lo que deriva en el subsecuente incremento
de masa corporal (9). En contraste, un estado de balance energético insuficiente
requiere que el GET supere a la ingesta, promoviendo la reduccion de masa
corporal. El GET se calcula en base a los requerimientos energéticos individuales,
considerando la sumatoria del Gasto Energético Basal (GEB), parametro definido
por la cantidad de energia requerida para que un organismo en reposo mantenga
sus funciones vitales; el efecto térmico de los alimentos (ETA), que se refiere al
gasto energético que implica la absorcion, digestion y el metabolismo de los
alimentos consumidos; y el gasto energético por actividad fisica (GEAF), que
representa el componente mas variable del GET, determinado en funcion de la
cantidad de actividad fisica realizada y el costo energético correspondiente (8).

En 2003, Hill et al. (7) describieron un analisis de datos clinicos y demograficos,

recabados en encuestas nacionales dirigidas a adultos norteamericanos (20-40
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afnos) en el periodo comprendido entre 1992-2000, efectuado con el propdsito de
definir la tasa de incremento promedio anual en el peso corporal y estimar la
cantidad de energia en exceso requerida para el mantenimiento de un balance
energético positivo. Con base en la tendencia anual de incremento en el peso
corporal (0.8-0.9 kg/afo) se calculd tedricamente que este incremento,
documentado en el 90% de la poblacion analizada, es promovido por un exceso
en la ingesta energética correspondiente a 100 kcal/dia. Recientemente, la vision
tradicional de que el balance energético es regulado por circuitos neuronales
especificos se ha ampliado para incluir mecanismos de memoria, aprendizaje,
recompensa, atencion, toma de decisiones, y emotividad. Adicionalmente, con la
finalidad de distinguir entre el proceso de ingesta impulsado por sefiales
metabdlicas implicadas en la promocion de la sensacion de apetito y la ingesta
regulada por estimulos hedonicos y/o ambientales en ausencia de requerimiento
energético, se han adaptado los términos control "homeostatico" y “no
homeostatico", respectivamente. El sistema no homeostatico se integra por
aspectos relacionados con la abundancia de alimentos en el medio ambiente
actual, y la facil disponibilidad (bajo esfuerzo fisico y costo) de alimentos
densamente energéticos y altamente palatables (12).

La ingesta energética requiere un complejo control fisiolégico y ambiental. En este
sentido, el exceso resulta generalmente de alteraciones en los mecanismos
fisiolégicos que promueven o inhiben la ingesta, conduciendo a un balance
energético excedido y el subsecuente aumento de peso corporal. Se ha definido
que la combinacién de estimulos sensoriales y nutricionales inherentes a la

ingesta alimentaria como la densidad caldrica, la textura y el contenido de
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macronutrientes promueven potencialmente la sobreingesta energética y el
incremento de grasa corporal (11). En particular, proteinas, lipidos e hidratos de
carbono generan diversas respuestas fisioldgicas que afectan la intensidad y la
duraciéon de la saciedad. En contraste, las respuestas inhibitorias atribuidas a los
macronutrientes incluyen la distension gastrica, la produccién y secrecion de
diversos péptidos derivados del proceso digestivo (colesistoquinina, péptido similar
al glucagon, oxintomodulina, péptido YY vy enterostatina) que promueven
respuestas especificas en los sistemas de neurotransmisores implicados en la

regulacion de la ingesta y el gasto energético (12).

El Hipotalamo en el control del balance energético homeostatico

El balance energético implica la participacion de multiples circuitos neuronales
(Fig.1) que integran diversos procesos cognitivos, heddnicos, emocionales vy
homeostaticos en funcion de multiples factores, incluyendo mecanismos genéticos
y epigenéticos (13).

En el hipotalamo se detectan factores locales y circulantes relacionados con el
estado energético de un organismo. La integracion de estas sefales culmina en la
generacion de respuestas fisioldgicas especificas, anorexigénicas u orexigénicas,
destinadas a inhibir e inducir la ingesta alimentaria, respectivamente. EIl
hipotalamo esta constituido por distintos nucleos incluyendo el nucleo arqueado
(ARC), el nucleo paraventricular (PVN), el area hipotalamica lateral (LHA), el
nucleo ventromedial (VMN), y el nucleo dorsomedial (DMN). EI ARC se situa

adyacente a la eminencia media (ME), area que presenta una barrera
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hematoencefalica semipermeable, por o que su posicion favorece la deteccidén de
fluctuaciones hormonales y nutrimentales en el torrente sanguineo. En el ARC, se
localizan dos tipos neuronales anatdmica y funcionalmente distintos (Fig.1): a)
subconjunto de neuronas que coexpresan el neuropéptido orexigénico Y (NPY) y
el péptido relacionado a agouti (AgRP), y b) neuronas que coexpresan
neuropéptidos anorexigénicos, el transcrito regulado por cocaina y anfetamina
(CART) y la hormona estimulante de melanocitos a (a -MSH, un producto derivado
del procesamiento de la propiomelanocortina (POMC). Las neuronas que residen
en el ARC-PVN-LH se interconectan y son susceptibles a la influencia de factores
periféricos, incluyendo las hormonas leptina e insulina. Los efectos anorexigénicos
incluyen la inhibicién de las neuronas AgRP y la activacion de POMC, lo que
promueve su procesamiento en a-MSH, neuropéptido que activa al receptor de
melanocortina tipo 4 (MC4R), que induce la expresion del factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) implicado en la supresién de
la ingesta alimentaria (12, 14, 15). En contraste, en condiciones de privaciéon
alimentaria la actividad de las neuronas NPY/AgRP es estimulada (16), lo que
determina la secrecién de NPY. Este neuropéptido interactua con los receptores
Y1y Y5, que modulan distintos procesos relacionados con el balance energético

positivo. Adicionalmente, AgRP antagoniza el efecto de a-MSH en MC4R (17).
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LHA, Area hipotaldmica lateral
PFA, Area perifornical
PVN, Nticleo paraventricular

BDNF

Hipotalamo ARC. Nicleo Arqueado
PVN _caar X7

[ Nicleodel |
tracto
solitario

| (NTS) |

Senales periféricas

Leptina Insulina

@3_ ST ANy

Figura 1. Control hipotalamico de la ingesta alimentaria. Existen sefiales periféricas que
actuan directamente en neuronas que coexpresan NPY/AgRP y POMC/CART, con
efectos orexigénicos y anorexigénicos, respectivamente. DHA= Area hipotalamica dorsal;
OXT=0Oxitocina; BDNF=Factor neurotrofico derivado de cerebro; CART=transcrito
regulado por cocaina y anfetamina, GLP-1= Péptido similar a glucagéon; MCH=Hormona

concentradora de melatonina. Figura modificada de Yeo y Heisler, 2012 (15).
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La influencia genética en caracteristicas relacionadas con la obesidad

Se ha indicado que los factores genéticos contribuyen en la etiologia de diversas
caracteristicas asociadas a obesidad, incluyendo el porcentaje de grasa corporal,
la relacion circunferencia de cintura/cadera, el comportamiento alimentario y el
balance energético (18). En este contexto, los modelos animales representan una
importante contribucion al desarrollo de hipétesis que conducen a la identificacion
de genes, sus productos proteicos y los mecanismos putativos que influyen en
procesos relacionados con la ingesta alimentaria (8). Estos han permitido definir
que, en limitados casos, la obesidad es un desorden monogenético, causado por
mutaciones especificas en genes relacionados principalmente con la
diferenciacion neuronal de la regién hipotalamica PVN y en el establecimiento de
la via anorexigénica correspondiente al sistema leptina/melanocortina, critico en la
regulacion del balance energético (18). En contraste, generalmente la obesidad
exhibe complejos patrones de heredabilidad, resultado de la contribucion de
diversas variantes genéticas e influenciados por la alterada susceptibilidad a los
factores ambientales descritos previamente. Particularmente, en poblacion
mexicana se estimé que la heredabilidad, concepto que se refiere a la proporcion
de la variacion en la masa corporal que es atribuida a la variacion genética entre
los individuos, corresponde a un rango entre el 36 y 62% (19). La identificacion de
variantes genéticas, en particular de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs,
por sus siglas en inglés) relacionados con el IMC se efectuo con la aplicacién de

estudios de asociacién de genoma completo (GWAS) (20), procedimiento que se
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basa en el analisis comparativo de las frecuencias genotipicas registradas en
individuos afectados con el fenotipo de interés y sujetos control (21).

Los SNPs se caracterizan por la sustitucion de un nucleotido (1/1200 pb en
promedio) en secuencias especificas de DNA, con frecuencia genotipica
correspondiente al 1% o superior (22, 23), al ser identificados se registran en la
base de datos dbSNP con un numero unico SNP ID de referencia (rs #). Los SNPs
con efecto funcional se clasifican en regulatorios (rSNP), ARN estructurales
(srSNP) y codificantes (cSNP). Los rSNP se localizan en secuencias promotoras y
afectan la expresién génica. Los srSNP se ubican en regiones no traducidas
(5UTR y 3'UTR) y regiones intrénicas, lo que afecta potencialmente el
procesamiento de los transcritos incluyendo el splicing, maduracion, estabilidad y
transporte. Con respecto a los cSNP, caracteristicos de regiones exodnicas, se
subdividen en sindbnimos y no sinénimos. En concreto, los cSNP no sinébnimos
implican la modificacion de la secuencia aminoacidica de la proteina, lo que
conduce potencialmente a la aparicion de un coddn de paro prematuro que trunca
la proteina resultante. En adicion, la sustitucion de un aminodacido repercute en la
actividad catalitica enzimatica, la afinidad a los receptores correspondientes, e
inclusive en la alteracion del transporte y secrecion de los productos proteicos
(24).

En poblacion mexicana se determind que los SNPs rs9939609 y rs6265
identificados en FTO [fat, mass and obesity associated gene (gen ligado a masa
grasa y obesidad)] y BDNF [brain derived neurotrophic factor (factor neurotroéfico
derivado de cerebro)] respectivamente, se asociaron con obesidad y con mayor

significancia con el tipo Ill o moérbida (IMC >40) (25). Ledn-Mimila et al. (25)
[12]



destacan que FTO se asocio significativamente con obesidad en el andlisis de
casos y controles, no obstante, dicha asociacion no se extiende al IMC. En
infantes se descartd la asociacion de FTO con el IMC, resultados que coinciden
con lo reportado en un estudio longitudinal en el que se determind que el efecto de
FTO se intensifica a partir de la edad de 20 afios (26). Por otra parte, la ausencia
de asociacién de FTO y BDNF con el IMC en adultos correspondié con la
asociacion significativa prioritariamente con obesidad morbida, y a que unicamente
el 2% de los adultos incluidos en el estudio presento tal estado nutricional (25). Sin
embargo, debido a que FTO y BDNF se expresan en proporcion superior en
regiones hipotalamicas, se ha sugerido que esta asociacion afecta el balance
energeético.

En 2007, cuatro GWAS independientes que incluyeron cohortes condujeron a la
determinacion de que FTO, gen ubicado en el cromosoma 16g12.2 con una
extension aproximada de 400 Kb (27) representa, en poblacién europea, el
principal elemento genético que contribuye con el desarrollo de obesidad
poligenética (4, 28, 29, 30). Frayling et al. (4) indicaron que el SNP rs9939609,
identificado en el primer intrén de FTO y descrito como la sustitucién del
nucledtido timina (T) por adenina (A), se asocié significativamente con el
incremento del IMC en infantes y adultos (4). Sus resultados evidenciaron que el
16% de adultos de origen europeo con genotipo AA presentan en promedio un
incremento de 3 kg en el peso corporal en comparacion con individuos
homocigotos TT (4). En este contexto, se determiné que cada copia del alelo A

represento en los individuos analizados un incremento en el IMC de ~ 0,4 kg/m?

(4).
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Funcion molecular de FTO

Localizacion celular

FTO se localiza en el nucleo celular (31), colocalizando con factores implicados en
el proceso de splicing: SART1 (U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein), SC35
(serine/arginine-rich-splicing factor 2) y Pol [I-S2P (RNA polymerase I
phosphorylated at Ser2) (32). En un analisis subsecuente se determiné que Fto
colocaliza en el nucleo celular de neuronas que sintetizan oxitocina, neuropéptido
modulador de la saciedad, en el PVN. En adicion, se describi6 que la
sobreexpresion de Fto se relaciona con un incremento en los niveles del transcrito
de oxitocina, por lo que se sugiri6 que Fto probablemente influye en la expresion
de éste péptido (33). La expresion de FTO es ubicua, no obstante, los niveles del
transcrito son relativamente superiores en el Sistema Nervioso Central (SNC) en
comparaciéon con tejidos periféricos (31). En la region hipotalamica, el ARC, la
expresion de Fto es regulada bidireccionalmente en funcion del estatus nutricional,
lo que sugiere su funcidn potencial en la regulacién del balance energético (31,
34). Sin embargo, los resultados obtenidos al respecto son inconsistentes. El
trabajo realizado con un modelo murino sometido a un periodo de restriccion
alimentaria por 48 horas evidencié el decremento de los niveles de expresién de
Fto (31). En contraste, Boender et al. (34) con un esquema distinto de restriccion
alimentaria, en el que se administré el alimento unicamente en el periodo de 13:00
a 15:00 horas, reportaron el incremento significativo en el transcrito de Fto en el
ARC y VMN. Contradictoriamente, Stratigopoulos et al. (35) y McTaggart et al.

(36), reportaron la ausencia de alteracion en los niveles de mRNA Fto en
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condiciones de ayuno durante 40 y 18 horas, respectivamente. Por otra parte, a
nivel proteinico McTaggart et al. (36) asi como Wang et al. (37) registraron una
disminucién de Fto hipotalamico en animales expuestos a un esquema de
restriccion alimentaria correspondiente al 60% del consumo ad libitum establecido

para animales control.

FTO, sensor nutricional intracelular

Recientemente, a través de aproximaciones in vitro se determin6 que la expresion
de FTO es regulada por la disponibilidad nutrimental. En células HEK293 la
privacion de glucosa y aminoacidos esenciales condujo a la reduccion de los
niveles del transcrito y de producto proteico de FTO, sugiriendo el mecanismo
potencial por el que FTO se vincula con el metabolismo energético (38).

Se han caracterizado modelos murinos en los que la alteracion de Ffo en
condiciones in vitro e in vivo implica alteraciones fisioldgicas. Gulati et al. (39)
demostraron que fibroblastos embrionarios derivados de un modelo murino
knockout Fto, presentaron una reducida tasa de crecimiento y traduccion. Se
evidencio que en esta condicién, el complejo multisintetasa (MSC), que coordina la
funcién de aminoacil-tRNA sintetasas en el proceso de traduccion, es subregulado
(39). EI ensamble deficiente de este complejo conduce al decremento en la tasa
traduccional. Sin embargo, la re-expresién de Fto restablece los niveles de MSC y
la eficiencia en la traduccion (39). Particularmente, la deficiencia de Fto afecta la
fosforilacion de la cinasa S6K1 (S6 cinasa 1), efector importante en la via de

sefalizacion mTORc1 (complejo 1 blanco de rapamicina en mamiferos) implicada
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en la regulacion del proceso de traduccion y el crecimiento celular. En adicion, el
decremento en la actividad de mTORC1 en respuesta a la privacion de
aminoacidos se rescata a través de la sobreexpresion de Fto exégeno (39). La
aparente regulacién de la expresién de FTO en funcion de la disponibilidad de
aminoacidos aunado al acoplamiento funcional de FTO con el MSC y mTORC1 se
integran en un modelo (40) que implica la participacion de FTO en la regulacion de
procesos metabdlicos (Fig. 2). Los mecanismos exactos, sin embargo, requieren

investigacion complementaria.

X IS
X0 Fier™
LR

Figura 2. Modelo de regulaciéon de la expresion de FTO en funcién de la disponibilidad de
aminoacidos y el acoplamiento funcional de FTO con mTORC1. a) En optima
disponibilidad de aminoacidos, se mantiene la concentracion de FTO y la actividad de
mTORC1, permitiendo la apropiada traduccién y crecimiento celular, asi como la
inhibicion de la autofagia. b) La deficiencia de aminoacidos reduce los niveles de FTO y la
actividad de mTORCH1, la traduccion y el crecimiento celular. ¢) La ausencia de FTO (X)
se interpreta como insuficiencia de aminoacidos, por lo tanto se reduce la actividad de
MmTORC1 e incrementa la autofagia. AA=Aminoacidos, mMTORC1=Complejo 1 blanco de

rapamicina en mamiferos. Imagen modificada de Loos y Yeo, 2014 (40).
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FTO y su funcion desmetilasa de acidos nucleicos

A través de un analisis bioinformatico se identificé que la secuencia de FTO
conserva sitios de union a Fe (ll) y 2-oxoglutarato (2-OG), caracteristicos de
proteinas dioxigenasas dependientes de 2-OG (31). El sustrato de FTO, 2-OG
(conocido adicionalmente como alfa cetoglutarato) es un importante producto
intermediario en el ciclo de Krebs derivado de la descarboxilacion de
oxalosuccinato y subsecuentemente descarboxilado a succinil-CoA. En un inicio
se planted la relacion de 2-OG con FTO en el metabolismo, no obstante debido a
que la Km de 2-OG para FTO corresponde a 2.88 yM, 10 veces superior a la
concentracion fisiologica de 2-OG, se considerd improbable que la funcién de FTO
implique la regulacién del estado metabdlico a través de la deteccion de los

niveles disponibles de 2-OG (41).

Ensayos in vitro posteriores demostraron que FTO posee la capacidad de
desmetilar acidos nucleicos, en particular 3-metiltimina (m3T) en DNA de cadena
sencilla y en RNA de cadena sencilla cataliza la desmetilacion de 3-metiluracilo
(m3U) y 6-metiladenosina (31, 32). La interaccidén selectiva de FTO con acidos
nucleicos de cadena sencilla es definida por la presencia de un bucle adicional en
el extremo carboxilo terminal de la proteina. Adicionalmente, la capacidad de FTO
por distinguir 3-meT o 3-meU del resto de nucleétidos es conferida por la
interaccién de puentes de hidrégeno con los atomos de oxigeno en el grupo
carboxilo de los nucleétidos 3-meT o 3-meU (42). En relacién con esta funcidon

desmetilasa de acidos nucleicos, se ha planteado la participacion de FTO en la
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regulacion transcripcional de genes relacionados con la homeostasis energética

(43).

FTO, coactivador transcripcional

Recientemente, se determiné que Fto actua como coactivador transcripcional de
la proteina de union al enhancer CCAAT beta (C/EBPp), funcion que sugiere su
participacion en la regulacidon epigenética de genes relacionados con el proceso
de regulacion del balance energético y adipogenésis (44). En este contexto,
diversos estudios reportan la asociacion anatomica o funcional de FTO con
neuropéptidos anorexigénicos y orexigénicos implicados en la regulacion del
metabolismo energético (34, 45, 46). Resulta de particular interés, la interaccion
funcional entre FTO y BDNF, gen que codifica a un neuropéptido anorexigénico
vinculado criticamente con el proceso de regulacién de la ingesta alimentaria y

asociado previamente con el IMC (25, 45).

Aspectos funcionales del SNP rs9939609

El SNP rs9939609 (T>A) se ubica en el primer intrén de FTO, regiéon que incluye
diversos SNPs descritos en 2007 por Frayling et al. (4) (Fig. 3). Los alelos
polimérficos en esta region determinan el incremento o disminucién de la tasa de
transcripcion, no obstante, el elevado desequilibrio de ligamiento (LD) con que
estas variantes genéticas son heredadas dificulta la identificacion del SNP
funcionalmente relevante (47). En 2008, Stratigopoulos et al. (35) reportaron que

el alelo A (considerado de riesgo) del SNP rs8050136, heredado en completo LD
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con rs9939609, interacciona con el factor de transcripcion CUTL1 (cut-like
homeobox 1). En particular la isoforma P110 de CUTL1 actua como un
potenciador que regula la expresién de FTO, incrementando la actividad de la
region minima de su promotor (48). En este contexto, Berulava y Horsthemke (47)
analizaron RNA heterogéneo nuclear aislado de linfocitos y fibroblastos de
individuos con genotipo TA rs9939609 e identificaron que los niveles del transcrito
con el alelo A son superiores con respecto a los que presentan el alelo T,
planteando la posible asociacién de rs9939609 con el incremento de la expresion

de FTO.

FTO 9 Exones, 400 Kb
505 aminoacidos

Sitio de unién a

CUTL1
& -
Ex6n 1 /T\ Exén 2 Ex6n 3
rs8050136
rs9939609

Figura 3. Representacién esquematica que indica la ubicacion del SNP FTO rs9939609

(T>A) en relacion con el sitio de union al factor de transcripcion CUTLA1.
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El creciente interés en aportar informacion concluyente que permita caracterizar la
funcién de FTO en la homeostasis energética contribuyé al desarrollo de diversos
modelos murinos. Particularmente, en el trabajo realizado por Church et al. (49) se
relaciond la sobreexpresion ubicua de Fto con hiperfagia e incremento en el peso
y masa grasa corporal. Este resultado correspondio con la alteracion de la ingesta
energética (descrita a continuacion) en humanos portadores del alelo A
rs9939609, reforzando el planteamiento de que este SNP se relaciona con el

incremento en la actividad o expresion de FTO.

Influencia del SNP rs9939609 en la ingesta alimentaria

Es importante reconocer que los modelos animales representan herramientas
utiles que permiten investigar el efecto funcional relacionado con rs9939609, sin
embargo los resultados obtenidos a partir de su estudio no necesariamente

coinciden con las observaciones obtenidas en humanos.

La literatura relacionada con la asociacion de rs9939609 y la ingesta energética
se ha incrementado, sin embargo los resultados no son totalmente consistentes.
En diversos estudios se reporta la ausencia de asociacion (50-52). En contraste,
investigaciones que incluyen principalmente infantes y adolescentes, determinaron
la existencia de asociaciones estadisticamente significativas. Los resultados
obtenidos al respecto, refieren que individuos portadores del alelo A rs9939609
presentan un incremento significativo de la ingesta alimentaria (53-56), atribuible
probablemente a un incremento en el consumo de lipidos (54, 57) o por la

preferencia de alimentos con elevado contenido energético (53).
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En linea con los estudios previos, se reportd recientemente que individuos adultos
portadores del alelo A rs9939609 presentan postprandialmente supresion
atenuada del hambre (44, 46).

En particular, Karra et al. (46) detectaron, mediante la aplicacién de técnicas de
resonancia magnética (MRI) funcional, que sujetos con genotipo AA rs9939609
registraron postprandialmente una reduccién deficiente de los niveles circulantes
de acil-grelina, lo que repercutid significativamente en la actividad neuronal de
areas cerebrales relacionadas con la regulacién hedonica y homeostatica de la
ingesta alimentaria (46). Los resultados permitieron sugerir que FTO interactua

con grelina en la modulacién de la saciedad y el apetito.

Con respecto a la asociacion de rs9939609 con el gasto energético, ésta aun no
se ha definido con exactitud debido a que existen resultados contrastantes. La
mayoria de los reportes al respecto indican la ausencia de asociacion de
rs9939609 con el gasto energético (54, 55). Por otra parte, en relacion con la
actividad fisica, se ha determinado que ésta atenua en un 27% el efecto descrito

de rs9939609 sobre el IMC (58).
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Figura 4. Resumen esquematico en el que se indican los principales hallazgos obtenidos
en relacién con FTO. Se representa el bucle adicional (L1) que determina la especificidad
de la proteina. Se plantea, en perspectiva, que las hipétesis generadas con el empleo de
modelos murinos que postulan la interaccion de FTO con otros genes implicados en la
regulacion del balance energético, requieren ser analizadas en humanos. RNA ss= RNA
de cadena sencilla, m3U= 3-metiluracilo, m6A= 6-metiladenosina. Figura modificada de

Hess y Bruning, 2014 (63).
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Factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF)

El gen BDNF que codifica al precursor del péptido (pro) BDNF se ubica en la
region cromosémica 11p13 y comprende una extension aproximada de 70 kb e
incluye 11 exones. La expresion de BDNF es altamente regulada a nivel
transcripcional por nueve promotores funcionales que originan por splicing
alternativo 34 transcritos con extremos 5°'UTR distintos. Se ha sugerido que los
promotores alternativos estan implicados en la expresion tejido-especifica,
proporcionando complejidad adicional en la regulacion de la expresion de BDNF.
En particular, los transcritos que incluyen los exones I, Ill, IV, V, y VII son
especificos de tejido neuronal, en tanto que otros mMRNAs se expresan en niveles
variables en tejidos no neuronales (60). BDNF, durante la etapa de desarrollo,
promueve la diferenciacién, el desarrollo y la sinaptogénesis en el sistema
nervioso central y periférico (61). En el SNC adulto, la expresion de BDNF
predomina en el cuerpo mamilar, hipocampo, corteza frontal, tracto olfatorio e
hipotalamo (60). Periféricamente, BDNF es sintetizado en células vasculares
endoteliales, células inmunoldgicas y en musculo esquelético (62- 64). BDNF
presenta la capacidad de cruzar bidireccionalmente la barrera hematoencefalica
(65). En un modelo animal se determind que la concentracion de BDNF
cerebral/periférico es similar durante distintas etapas de desarrollo, y
especificamente la concentracién de BDNF sérico correlacioné positivamente con
la concentracion de BDNF cortical (66). Rasmussen et al. (67) refieren que en
condiciones normales el cerebro contribuye con el 70-80% de BDNF en
circulacién. En la periferia la mayor proporcion de BDNF es secretado a la

circulacion, internalizado y almacenado en plaquetas (62). En contraste,
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Hohenadel et al. (68) reportaron que la concentracion de BDNF circulante
registrada en sujetos de descendencia hispana no presentd asociacion
significativa con el estatus funcional (mutaciones de pérdida o ganancia de
funcion) de MC4R, sugiriendo que BDNF periférico no refleja directamente la
secrecion hipotalamica de BDNF y/o que la via de sefalizacion que implica la
participacion de MC4R (leptina-POMC) no representa una funcion regulatoria
significativa sobre la expresién de BDNF.

El exén IX codifica a una proteina pre pro-BDNF que incluye 250 aminoacidos (32
kDa) que es procesada intra o extracelularmente por enzimas proteoliticas (Fig. 5)
para generar el péptido denominado pro-BDNF (28 kDa) o a la forma madura

(mBDNF) de la proteina (14 kDa) (69).

PCI1
Pro BDNF s M BDNF
Sintesis de Vesiculas secretoras
Pre Pro BDNF ®
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Figura 5. Procesamiento de BDNF. El procesamiento intracelular implica la accion de
proconvertasas (PC1), en tanto que el procesamiento extracelular es efectuado por
plasmina y metaloproteinasas (MMP). mBDNF= BDNF maduro. Imagen modificada de

Marossi y Mattson, 2014 (70).
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La accion biolégica de BDNF es modulada por dos tipos de receptores
funcionalmente distintos, el receptor p75 y el receptor tipo tirosina cinasa B (TrkB).
Pro-BDNF se une preferencialmente a p75, receptor que pertenece a la
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral y que fundamentalmente
induce apoptosis (71). En contraste, BDNF maduro interactua con el receptor
TrkB, que al dimerizarse incrementa la actividad catalitica de su dominio
intracelular y conduce a la correspondiente autofosforilacion de determinados
residuos de tirosina, proceso que permite la activacion y reclutamiento de
proteinas implicadas en tres principales vias de sehnalizacién intracelular: la
fosforilacién de la tirosina Y515 activa la via de sefalizacién de proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK) y la que incluye al fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3-
K), que promueven diferenciacion y desarrollo neuronal. La fosforilacién del
residuo Y816 activa la via de la fosfolipasa C (PLC) asociada generalmente con

plasticidad sinaptica y neurotransmision (72).

En adicion a la participacién de BDNF/TrkB en procesos fisioldgicos relacionados
con memoria y aprendizaje (73), se identificd su implicacion en la regulacion del
peso corporal a través de la manipulacion de diversos modelos murinos knockout
(74). En humano, BDNF y su receptor TrkB se expresan en diversos nucleos
hipotalamicos incluyendo VMN, DMH, LH y PVN asociados con la modulacién de
la conducta alimentaria y el balance energético (73). BDNF es sintetizado en el
VMN (Fig. 6) en funcién del estado nutricional y en respuesta subsecuente a la via
anorexigénica leptina-proopiomelanocortina (75). En el PVN, BDNF regula la

sefalizacion de la hormona liberadora de corticotropinas (CRH) y urocortina. CRH
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es una hormona que en respuesta a estimulos estresantes inhibe la ingesta
alimentaria e incrementa el gasto energético a través del aumento de la actividad
del sistema nervioso simpatico (76). Urocortina, proteina perteneciente a la familia
de factores liberadores de corticotropinas, inhibe el apetito con mayor potencia
que CRH (77). Periféricamente, los péptidos gastricos anorexigénicos secretados
a la circulacion durante un estado de balance energético positivo afectan la
expresion de BDNF. En este contexto, el polipéptido pancreatico (PP) induce la
expresion de BDNF en el VMN (78), en tanto que colecistoquinina (CCK) eleva
transitoriamente la concentracion de BDNF en el hipotalamo (79). La accién de

BDNF incluye la reduccion de la expresion de NPY en el ARC (80).

En conjunto, estas evidencias indican que BDNF contribuye prominentemente en
el control de la ingesta alimentaria a través de su interaccion con vias de

sefalizacion que regulan el balance energético (81).

Polimorfismo BDNF rs6265

El SNP rs6265 caracterizado en BDNF implica la sustitucion de una guanina (G)
por una adenina (A) en la posicion 196 del exén IX (G196A), lo que resulta en la
sustitucién del aminoacido valina por metionina en el codén 66 ubicado en el
prodominio de la proteina. Val66Met se ha asociado con diversos fenotipos de
relevancia clinica incluyendo trastornos alimentarios (82) e incremento en el IMC

(83).
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Figura 6. BDNF y TrkB, su expresién en el proceso de regulacion de la ingesta
alimentaria. Se indican las regiones hipotalamicas y los factores periféricos y centrales
que regulan la expresion de BDNF y TrkB. La linea punteada representa el efecto positivo
de POMC, propuesto previamente, sobre la expresion de BDNF. En el ARC el signo de
interrogacion indica que se desconoce el mecanismo por el cual BDNF periférico presenta
un efecto negativo en la expresion de NPY. CRH=Hormona liberadora de corticotropinas;
PP=Polipéptido pancreatico; Uro=Urocortina; 3 V=Tercer ventriculo. Imagen modificada

de Rios, 2013 (81).

La sustituciéon Val66Met afecta la dinamica de interaccién entre BDNF y dos
proteinas cruciales en su procesamiento: a) sortilina, que al interactuar con menor
afinidad con el prodominio de BDNF conduce a la alteracion de la secrecion de
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BDNF, b) transilina, con la sustitucion de Val66 por el alelo Met la interaccion es
ineficiente, lo que genera la reduccién de la translocacion del mRNA hacia las
dendritas neuronales, sitios en los que el transcrito es traducido por la maquinaria

de sintesis de proteinas (84).

Respecto a la asociacion de BDNF rs6265 con el IMC, se determind que sujetos
con genotipo GG presentan un IMC significativamente menor en comparacién con
los genotipos GA y AA (85, 86). En contraste, Ribasés et al. (82) reportan que
rs6265 se asocid con anorexia nerviosa (AN) y con un IMC inferior a 18.5 kg/m?,
sugiriendo que el alelo A afecta la susceptibilidad para desarrollar trastornos
alimentarios incluyendo AN de tipo restrictiva, AN que incluye episodios de atracon
y bulimia nerviosa. Adicionalmente, se describi6 en un estudio que incluyo
infantes, la ausencia de asociacion de rs6265 con el riesgo de desarrollar
trastornos alimentarios e inclusive con el IMC (87). Particularmente en el estudio
realizado por Ledn-Mimila et al. (25) referido previamente, en poblacion mexicana

se determind la asociacion significativa de rs6265 con obesidad de tipo mérbida.
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Planteamiento del problema

En la actualidad no se ha establecido si en el humano existe una relacion
fisiologica entre FTO y BDNF que explique el o los efectos fenotipicos a los que se
les ha vinculado de manera independiente.

Con el interés de establecer un primer nivel de conexidn entre genes asociados a
la regulacién de la ingesta alimentaria, en este proyecto se analiz6 la interaccion
entre dos importantes reguladores implicados en la ingesta alimentaria; FTO y
BDNF. Los resultados de este estudio constituyen la base para la elaboracion de
una estrategia metodolégica mas compleja que permita identificar
experimentalmente a multiples genes involucrados en la regulacion del balance
energético y en particular de la ingesta alimentaria. El profundizar en el
conocimiento de estos mecanismos permitira dilucidar los procesos implicados en
el desarrollo de la obesidad y el sobrepeso, asi como definir nuevos blancos de
abordaje para el tratamiento y prevencidn de la obesidad que refuercen

intervenciones con mayores posibilidades de éxito.

HIPOTESIS
Los polimorfismos FTO rs9939609 y BDNF rs6265 se asocian con la disminucién
de la concentracion de BDNF en un estado de balance energético excedido en el

que la ingesta supera el gasto energético, en sujetos adultos.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar la asociacion de los polimorfismos FTO rs9939609 y BDNF rs6265 con la

concentracion sérica de BDNF y el balance energético.

Objetivos Particulares:

Conformar un banco de muestras de ADN y suero de un grupo de adultos

de 20 a 60 anos de edad.

e Evaluar el balance energético correspondiente en cada uno de los

participantes incluidos en el estudio.

e Determinar los niveles de BDNF circulante en muestras de suero.

¢ Identificar la correlacion entre los niveles séricos de BDNF y el IMC

e Realizar la genotipificacion de los SNPs FTO rs9939609 y BDNF rs6265.

e Correlacionar los resultados del analisis de los SNPs en FTO y BDNF con

los niveles séricos de BDNF y el balance energético.
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ANTECEDENTES

Retomando el planteamiento en el que se indica que entre FTO y BDNF existe una
relacion funcional atribuible a su expresion predominante en nucleos hipotalamicos
y a que los SNPs rs9939609 y rs6265, descritos previamente se asocian con el
desarrollo de alteraciones especificas en la ingesta alimentaria, en 2011, a partir
de un analisis in silico realizado por Rask-Andersen et al. (45), BDNF se identifico
como gen candidato en co-regulacion fisiolégica con FTO. En este estudio se
propuso un modelo, integrando datos previos, en el que FTO participa como
cofactor transcripcional de C/EBPJ en la via de sefializacion BDNF-TrkB (45) e
integrandose en el circulo de autorregulacion positiva que exhibe BDNF.
Subsecuentemente, con la finalidad de validar los resultados obtenidos, se evalud
la expresion de FTO y BDNF hipotalamicos en un modelo murino sometido a
privacion alimentaria por un lapso de 16 horas. En esta condicidon se registré un
incremento significativo en la expresion de FTO y un decremento en los niveles del
transcrito de BDNF, lo que sugiri6 que FTO y BDNF se encuentran inversamente

correlacionados.

Los resultados referidos difieren con Lin et al. (88), que a través de ensayos de co-
inmunoprecipitacion indicaron la interaccion funcional de FTO con la proteina
cinasa dependiente de calcio-calmodulina (CaMKII).

CaMKIlI fosforila multiples sustratos incluyendo al factor de transcripcion CREB. Se
ha definido previamente que CREB regula la expresion de BDNF y NPY1R. En

linea con este hallazgo, estos investigadores reportan que la sobreexpresién de
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FTO en células de neuroblastoma humano retrasa la desfosforilacion de CREB, lo
que resulta en un incremento significativo de los niveles de los transcritos de

BDNFy NPY1R.

Estos resultados contrastantes reafirman que a pesar de que el conocimiento
derivado de la aplicacion de modelos animales es sumamente valioso, es
indispensable emprender estudios en humanos que permitan confirmar la relaciéon

funcional entre estas moléculas.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccién de Participantes

El tamafio de muestra se determind con el programa Quanto en base a
parametros referentes a la frecuencia alelica de los polimorfismos de interés
reportadas en la base de datos HapMap, la prevalencia y riesgo (OR) asignados
para sobrepeso y obesidad en poblacion mexicana. Considerando los parametros
previamente descritos, con un poder estadistico del 80%, se obtuvd un estimado
de 296 participantes.

En el periodo comprendido entre Septiembre 2012-Septiembre 2014 se reclutaron
250 individuos de ambos géneros con un rango de edad de 20-60 afos, que
aceptaron ser incluidos en el proyecto de investigacion mediante la firma de una
carta de consentimiento informado (Anexo ). El reclutamiento se realizd
principalmente en las distintas unidades de investigacion que conforman al
Hospital de Pediatria, Oncologia y Especialidades, ubicados en el Centro Médico
Nacional Siglo XXI (CMNSXXI). Se excluyeron del analisis a participantes
sometidos a tratamiento con psicofarmacos o en estado de embarazo debido a
que en estas condiciones se altera la expresion de BDNF. Por otra parte, se
eliminaron los participantes en los que la muestra biolégica resulté insuficiente,
refirieron un esquema de recordatorios de alimentacion de 24 horas (R-24)
incompleto y/o en el registro de los recordatorios R24 subestimaron su ingesta
caldrica (Ver apartado de Determinacion de la ingesta energética). Un recordatorio
R-24 se considerd subestimado en funcidén de que la relacion entre la ingesta

caldrica y el GEB resultara inferior a 0.9 (89).
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Evaluacion del estado nutricional

Se realizé un analisis de bioimpedancia eléctrica (Bioimpeddémetro TANITA SC-
331S) con el que se determinaron parametros antropométricos incluyendo el peso
corporal, estatura, indice de masa corporal (IMC) y porcentaje de grasa corporal.
La bioimpedancia representa un método que permite la estimacidn de la
composicidon corporal y se fundamenta en la oposicidén de los tejidos corporales al
paso de una corriente eléctrica emitida por electrodos tactiles.

El peso, que representa un indicador de masa corporal total expresado en
kilogramos (kg), y la estatura son parametros antropométricos requeridos para el
calculo del IMC [Peso (kg)/ talla (m?)]. El IMC se utilizo para categorizar el estado
nutricional de los participantes en funcion de los puntos de corte propuestos por la
Organizacion Mundial de Salud (Bajo Peso: <18.5 kg/m?; Peso Adecuado: 18.5-

24.9 kg/m?; Sobrepeso: 25-29.9 kg/m?y Obesidad:>30 kg/m?).

Determinacion de la Ingesta energética

La ingesta energética total y la ingesta relativa de macronutrimentos (% de
energia) se cuantificod utilizando el programa informatico NUTRIKCAL VO Version
1.1, que integra tablas nutricionales de composicién de alimentos especificas para
poblacién mexicana. La informacion nutricional indicada en las etiquetas de los
productos procesados referidos por los participantes se adicioné a la base de
datos correspondiente.

La determinacion de la ingesta energética requiere la evaluacion prospectiva de
este parametro a través del registro de tres recordatorios de alimentacion R-24,

registros que refieren la descripcion detallada de alimentos y bebidas que
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conforman la dieta de los participantes, incluyendo técnicas de preparacion e
indicando horarios y la porcion ingerida (Anexo Il). Se solicité que unicamente se
incluyera el registro de la ingesta alimentaria correspondiente a los dias lunes-
viernes, excluyendo fines de semana. Con el propdsito de obtener una valoracion
adecuada de la ingesta energética se realizé una entrevista en la que se incluyo
una extensa coleccion de imagenes de alimentos impresos en tamafio real
(Nutrikit). Este apoyo visual permitié corroborar la porcion alimentaria referida por
el participante. La ingesta energética estimada se reporté como el promedio de los

tres R24 registrados y se expresé como kcal/d.

Determinacion del gasto energético

El programa informatico NUTRIKCAL VO version 1.1 se utilizé para determinar
parametros relacionados con el Gasto energético total (GET), el gasto energético
basal (GEB) y el gasto energético por actividad fisica (GEAF). En particular, la
estimacion del GEB, parametro definido como la cantidad de energia requerida
para el funcionamiento de un organismo en reposo absoluto, se obtuvo con base
en la aplicacién de ecuaciones especificas, establecidas por la FAO-OMS 2004,

que incluyen la edad, género y peso corporal de cada participante.

El GEAF y el nivel de actividad fisica se estimaron con la aplicacion de un
cuestionario en el que los participantes refirieron la actividad fisica que realizaron
en un lapso de 24 horas. En base a una lista que incluy6 actividades cotidianas,
deportivas y recreacionales se registraron los minutos invertidos por el

participante. La informacién obtenida se registré en el software NUTRIKCAL VO
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1.1 para calcular los equivalentes metabodlicos (MET), parametro que considera la
cantidad de energia invertida en el tiempo dedicado a realizar determinada
actividad. El total resultante se divide entre 24 para obtener un factor que permitié
categorizar la intensidad de la actividad fisica en Muy Ligera, Ligera, Moderada e

Intensa. El GET se calcul6 sumando los valores correspondientes al GEB y GEAF.

Determinacion del balance energético

Para establecer el balance energético se relacioné la ingesta energética promedio
de cada uno de los participantes incluidos en el analisis con el GET
correspondiente y se obtuvo un porcentaje de adecuacion de la dieta consumida

con respecto a los requerimientos energéticos.

El porcentaje de adecuacion se determind en base a la formula:

% adecuacién = (Ingesta energética/Gasto Energético Total) x 100
Se consideré que los participantes con un porcentaje de adecuacion
correspondiente al rango establecido entre el 90 y 110% presentan un estado de
balance energético adecuado. Los participantes con un porcentaje de adecuacion
inferior al 90% o superior al 110% indicado previamente, se categorizaron en un

balance energético insuficiente o excedido, respectivamente (90).

Obtencién de las muestras bioldgicas

Se solicitd que los participantes acudieran al laboratorio ubicado en la Unidad de
Genética Humana, Hospital de Pediatria, CMSXXI en condiciones de ayuno (8 a
12 horas) para la extraccién de 5 ml de sangre periférica por venopuncion con

técnica estandarizada. Se documentdé la fecha, hora y se registré en los tubos
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correspondientes la clave unica de identificacion designada para los participantes

de este trabajo de investigacion.

Procesamiento de Suero sanguineo

La sangre contenida en tubos vacutainer sin anticoagulante se centrifugdé quince
minutos a 1100 rpm (Centrifuga ThermoScientific Biofuge PrimeR) con la finalidad
de recuperar el sobrenadante en tubos de 1.5 ml y centrifugar a 1800g
(Spectrofuge 24D Labnet) por diez minutos. El sobrenadante obtenido se transfirié
y almacend a -70°C en crioviales debidamente identificados para su posterior

analisis.

Cuantificacion de BDNF sérico

La concentracién periférica de BDNF se determind con un Ensayo de
Inmunoabsorcion enzimatica ligado a enzimas (ELISA) utilizando un kit comercial
(ABCAM ab99978). Con la finalidad de ajustar la concentracién de BDNF en las
muestras analizadas con la curva estandar (0-16 ng/ml) se examinaron diluciones
de suero 1:200. Los estandares y las muestras de suero con el anticuerpo

especifico para BDNF se incubaron por un lapso de 16 horas a 4° C.

La concentracion de la proteina BDNF se cuantificd espectrofotométricamente en
el equipo EPOCH utilizando una longitud de onda de 450 nm. El coeficiente de
variacion (%) registrado entre los duplicados resulté inferior a 15, lo cual se

considera dentro de un rango aceptable.
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Extraccion de ADN

La sangre periférica total, obtenida por venopuncién y recolectada en un tubo
vacutainer con EDTA, se proceso para purificar ADN gendmico con el kit comercial
FavorPrep™ Blood Genomic DNA Extraction ® de acuerdo con las instrucciones
referidas por el proveedor. Se verificd la integridad de los acidos nucleicos con
electroforesis en gel de agarosa al 1%, el procedimiento se realiz6 en una camara
horizontal por 30 minutos a 90 volts, transcurrido este lapso el ADN se visualizd
con luz UV en un equipo transiluminador. EI ADN se cuantifico por
espectrofotometria (260 nm) utilizando un equipo NanoDrop® (Thermo Scientific)
con la finalidad de realizar alicuotas de ADN ajustadas a una concentracién de 10
ng/ul, éstas se almacenaron a -20°C para su Optima preservacion hasta la

realizacion de los analisis de genotipificacion correspondientes.

Genotipificacién de FTO rs9939609

Inicialmente se solicité al Dr. Samuel Canizales (Instituto Nacional de Medicina
Gendmica) el acceso a alicuotas de ADN con genotipos rs9939609 previamente
caracterizados. Los genotipos TT, TA y AA, corroborados a través de la
secuenciacion de un fragmento de ADN de 149 pb que incluye la variante
rs9939609, se incluyeron como controles en los ensayos de genotipificacion
subsecuentes. En la poblacion analizada, el SNP rs9939609 se secuencid en
todos los individuos que resultaron homocigotos para el alelo A en los ensayos de
genotipificacion debido a que en la fase de estandarizacién inicial fue complicado
obtener una adecuada discriminacién entre los genotipos de interés.

Amplificacién y secuenciacion de FTO rs9939609
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Para la amplificacion del fragmento de ADN que incluye al SNP rs9939609, se

utilizaron primers referidos previamente (91):

Secuencia Primer Sentido: 5-TCTAGGTTCCTTGCGACTGC-3°
Secuencia Primer Antisentido: 5'-GTTAATGGCTTCAGGGTACCAGC-3°

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final se realizé6 en un
termociclador Biometra TProfessional de acuerdo con las siguientes
especificaciones: la reaccion de 25 pL incluyé 100 ng de ADN gendmico, Buffer
PCR 1X (2.5 L), 0.375 mM MgCl2 (0.75 pL), 0.05 mM dNTP’s (0.5 uL), 10 uM de
primer sentido, 10 yM de primer antisentido, y 1.25 U de Taq DNA polimerasa.
Las condiciones programadas en el equipo constaron de una etapa inicial de
desnaturalizacidon a 95°C por 5 minutos, posteriormente se efectuaron 36 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 62°C por 30 segundos y
extension a 72°C por 32 segundos. Posterior a la reaccién de PCR, se verificd en
un gel de agarosa al 2% que el producto obtenido correspondiera a un amplicén
con un tamafno esperado de 149 pb. Finalmente, con el propdsito de eliminar
residuos de ADN Yy reactivos enzimaticos contaminantes, el producto de PCR se
purifico con el Kit FavorPrep PCR Clean-Up (FAVORGENE) efectuando el
procedimiento establecido por el proveedor. El producto de PCR se eluyd
finalmente en 35 pL de agua ultrapura para proceder con la reaccion de
secuenciacion correspondiente.

En la reaccién de secuenciacion de FTO rs9939609 se utilizé el Kit Big-Dye
Terminator UV 3.1 (Applied Biosystems), utilizando como ADN molde 10 ng del

producto de PCR purificado previamente. La reaccion de secuenciacion consté de
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una etapa de desnaturalizacion inicial a 96°C por un minuto y 25 ciclos bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion a 96°C por 10 segundos, alineamiento a
50°C por 5 segundos y extension a 60°C por 4 minutos. Finalizado el ciclaje
descrito previamente, la reaccion de secuenciacion se purificd con el Kit DyeEx 2.0
Spin (Qiagen) conforme al procedimiento indicado por el proveedor con el
proposito de remover los terminadores fluorescentes no incorporados. La reaccion
purificada se liofilizd (Concentrator 5301 Eppendorf) para ser procesado
posteriormente debido a que la electroforesis subsecuente se efectud en la Unidad
de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Los

electroferogramas resultantes se analizaron con el programa Chromas Lite.

Ensayo de discriminacion alélica FTO rs9939609

El analisis de discriminacion alélica se realiz6 con un ensayo de Genotipificacion
TagMan SNP (Applied Biosystems ID C--30090620--10) por PCR en tiempo real. La
reaccion de genotipificacion (25 pL) incluyé 20 ng de ADN gendmico, 12.5 uL de
TagMan Genotyping Master Mix (AppliedBiosystems), 10.188 uL de agua Milli-Q y
0.312 pL (1X) del ensayo de Genotipificacion TagMan (80%) que incluye sondas
que incorporan a los fluoréforos VIC y FAM que efectuan la discriminacion alélica

correspondiente al SNP rs9939609:

Secuencia[VIC/FAM]:GGTTCCTTGCGACTGCTGTGAATTTIA/TIGTGATGCACTT

GGATAGTCTCTGTT. Alelo A: VIC, Alelo T: FAM

Las condiciones programadas en el termociclador (LightCycler® Nano System)

correspondieron a 95° C por 10 minutos y 50 ciclos de amplificacion que
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incluyeron fases de desnaturalizacion a 92° C por 15 segundos, alineamiento y
extension a 60° C por 60 segundos. Los datos obtenidos se analizaron con el

LightCycler® Nano System Sofware 1.0.

Genotipificacion de BDNF rs6265

En relacion con el polimorfismo rs6265, inicialmente se realizé la estandarizacion
de los ensayos de discriminacion alélica. Se utilizaron 16 alicuotas de ADN
gendmico correspondientes a infantes obesos mexicanos con genotipos rs6265
caracterizados previamente por la técnica de RFLPs (Caracterizacion de
polimorfismos por el tamafo de fragmento producto de restriccion enzimatica) para
un estudio conducido por la Dra. Haydeé Rosas Vargas (UIM Genética Humana,
Hospital Pediatria, CMN SXXI). En este ensayo de estandarizacion, los resultados
obtenidos efectivamente correspondieron con el genotipo determinado inicialmente
por RFLPs por lo que se seleccionaron tres alicuotas pertenecientes a individuos
con genotipos GG, GA y AA rs6265 para incluirlos como control en los analisis de
genotipificacion subsecuentes. La discriminacion alélica se realiz6 con sondas
TagMan SNP (AppliedBiosystems ID C_11592758 10) por PCR en tiempo real. La
reaccion de genotipificacion (12.5 L) incluyé 10 ng of ADN gendmico, 6.25 uL de
TagMan Genotyping Master Mix (AppliedBiosystems), 0.156 pL (1X) del ensayo de
Genoaotipificacion (80x) y 5.094 pL de agua.

La secuencia [VIC/FAM]:CCTCATCCAACAGCTCTTCTATCACIG/A]JGTGTTCGAA
GTGTAGCCAATGAT corresponde a las sondas Tagman disefadas para el
ensayo de discriminacién alélica referente al SNP rs6265. Alelo G: VIC, Alelo A:

FAM. Las condiciones programadas en el termociclador (LightCycler® Nano
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System) para el ensayo de genotipificacion incluy6 una fase inicial de 10 minutos a
95° C y 40 ciclos de amplificacion bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 92° C por 15 segundos, alineamiento y extension a 60° C por
60 segundos. Los datos obtenidos se analizaron con el LightCycler® Nano System

Sofware 1.0.

Andlisis estadisticos

La asociacion de los polimorfismos BDNF rs6265 y FTO rs9939609 con la
concentracion de BDNF circulante y el balance energético se determiné con un
analisis estadistico multivariado efectuado con el programa informatico IBM SPSS
Statistics 22.0. Para normalizar la distribucién, las variables se transformaron
logaritmicamente. Las variables cuantitativas se reportaron como el promedio +
desviacién estandar (DE), en contraste las variables categoricas se indicaron en
numeros absolutos y frecuencias. La asociacion de los genotipos de interés con
parametros antropomeétricos, variables relacionadas con el balance energético y la
concentracion periférica de BDNF se analiz6 con el Modelo Lineal General
univariante (ANOVA) ajustado por determinadas covariables (indicadas en la
seccion de resultados correspondientes). Previo al analisis de asociacién se
realizd un test de x? para comprobar que las frecuencias genotipicas y alélicas
coincidieran con lo establecido por el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg,
que postula que la transmision de los alelos de los progenitores a los
descendientes es independiente y no ocurren fendmenos distorsionadores, como

la aparicién de mutaciones o la seleccion de alelos (21).
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El analisis de asociacién incluyd la evaluacidon de tres modelos genéticos: aditivo,
dominante y recesivo. Estadisticamente, un polimorfismo constituye una variable
categodrica, lo que permite definir diversos modelos de heredabilidad posibles cuya
verosimilitud se determina a través de la adecuada codificacion de los genotipos
(25). ElI modelo aditivo, implica asumir que cada copia del alelo polimérfico de
menor frecuencia incrementa uniformemente el efecto del genotipo sobre el
fenotipo en analisis (rs9939609: 0= TT; 1=TA; 2=AA. rs6265: 0=GG; 1=GA; 2=
AA). En el modelo dominante se asume que portar una o dos copias del alelo
polimérfico de menor frecuencia impacta similarmente en el fenotipo de interés
(rs9939609: 0= TT; 1=TA, AA. rs6265: 0=GG; 1=GA, AA); adicionalmente, el
modelo recesivo plantea que se requieren dos alelos polimorficos de menor
frecuencia para alterar cierto fenotipo, en este contexto individuos con genotipo
homocigoto para el alelo comun y los heterocigotos se comparan con respecto a
individuos homocigotos para el alelo polimérfico de menor frecuencia (rs9939609:
0= TT, TA; 1=AA. rs6265: 0=GG, GA; 1= AA). El test x? se aplicé para determinar
la existencia de diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de las
frecuencias genotipicas de rs9939609 y rs6265 registradas en relacién con el
balance energético categorizado como Insuficiente, Adecuado y Excedido,
asumiendo un modelo genético dominante. Se utiliz6 este modelo debido a que la
frecuencia genotipica de los individuos homocigotos para el alelo A de ambos
polimorfismos resulté inferior al 20%, y con la finalidad de incrementar el poder
estadistico del analisis, este genotipo se agrup6 con el genotipo heterocigoto

correspondiente.
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Adicional al analisis de asociacién individual conducido en los polimorfismos de
interés, las frecuencias genotipicas de ambos polimorfismos se examinaron con
un modelo aditivo referido por Ortega-Azorin et al. (92) en el que a cada variante
polimorfica de menor frecuencia (alelo A) se le asigna un puntaje. El rango de
valores en este puntaje agregado derivado de la combinacion de los alelos de
ambos polimorfismos comprende de 0 a 4 puntos: individuos homocigotos para los
alelos silvestres=0, portadores de un alelo polimérfico de menor frecuencia=1;
participantes portadores de dos alelos polimérficos de menor frecuencia=2 e
individuos portadores de tres o cuatro alelos polimérficos de menor frecuencia=3 o

4, respectivamente.

En este contexto, el puntaje agregado para los genotipos FTO rs9939609 y BDNF

rs6265 correspondio a los valores descritos a continuacion:

Genotipos FTO rs9939609+BDNF rs6265 Puntaje

TT+GG 0
TA+GG, TT+GA 1
TA+GA, TT+AA, AA+GG 2
AA+GA, TA+AA 3
AA+AA 4

En cada analisis realizado un valor de P<0.05 se considerd estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS

I. Participantes

En el periodo comprendido entre Septiembre 2012-Septiembre 2014 se reclutaron
250 participantes. No obstante, se eliminaron 41 individuos conforme a los criterios
previamente descritos en la seccion de Materiales y Métodos, por lo que para el
analisis de resultados se incluyd a un total de 209 sujetos; 112 de género
femenino y 97 participantes masculinos. La edad se registré en el rango de 20-56
afios y el promedio correspondié a 29.55+9.34 afios. Se determind que este
parametro no difiere significativamente entre el género femenino y masculino al
registrar una edad promedio de 30.35+10.07 y 28.61+8.37, respectivamente
(Tabla1). En la Tabla 1 se incluyen los valores promedio + DE referentes al peso
corporal y porcentaje de grasa corporal, parametros determinados por
bioimpedancia eléctrica. Con el andlisis estadistico realizado (t-student), se
observaron diferencias significativas que indicaron que el género femenino
presenta un porcentaje de grasa corporal (P=1.17E-19) y peso corporal (P=2.07E-
10) superior al género masculino. Es importante destacar que lo anterior coincide
con reportes previos en los que se ha descrito que en mujeres la grasa corporal
presenta un incremento normal de un 10 % con respecto a los hombres (93). Se
sugiere que esta diferencia es debida principalmente por el efecto de hormonas
sexuales e implicadas en el metabolismo que determinan la distribucion regional
de la adiposidad corporal (94). El exceso de grasa corporal en las mujeres se
distribuye principalmente subcutanea y periféricamente (gluteos, senos y muslos).

En contraste, en hombres el exceso de grasa corporal es almacenado
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predominantemente en la cavidad abdominal (93, 94). En concordancia con el
argumento previo, los criterios adaptados a poblacion mexicana establecen que la
grasa corporal normal en el género masculino y femenino representa el 16-24% y
24-31%, respectivamente (95). En relacién con el analisis del estatus nutricional,
los participantes incluidos en este estudio exhibieron un IMC en el rango de 16.5-
40 kg/m? y el IMC promedio registrado en el total de participantes correspondio a
24.29+3.77 kg/m?. No se identificaron diferencias estadisticamente significativas

con respecto al género en funcion de que hombres y mujeres registraron un IMC

promedio de 24.66+3.90 kg/m?y 23.98+3.65 kg/m?, respectivamente.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas registradas en los participantes

Total n=209 Mujeres n=112 Hombres n=97
Edad (afos) 29.55+9.34 30.35+10.07 28.61+8.37
Peso corporal (kg) 65.76+12.67 60.73+10.39 71.58+12.61*
Grasa corporal (%) 24.22+8.46 28.70+7.36 19.05+6.49*
IMC (kg/m?) 24.29 £3.77 23.98+3.65 24.66+3.90
Estatus nutricional:
Bajo Peso n(%) 11(5.3) 5(4.5) 6(6.2)
Normopeso n(%) 108(51.7) 64(57.1) 44(45.4)
Sobrepeso n(%) 78(37.3) 37(33.0) 41(42.3)
Obesidad n(%) 12(5.7) 6(5.4) 6(6.2)

La clasificacion del estatus nutricional se realizé en funcién del indice de masa corporal
(IMC): Bajo Peso: <18.5 kg/m?; Normopeso: 18.5-24.9 kg/m?; Sobrepeso: 25-29.9 kg/m?y
Obesidad:>30 kg/m?.*P<0.01.
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El 51.7% de los participantes de este proyecto de investigacion resultaron
individuos que presentan un IMC adecuado al considerar la clasificacion propuesta
por la OMS. El 37.3% y 5.7% de los participantes se categoriz6 en el estado
nutricional correspondiente a sobrepeso y obesidad, respectivamente. El 5.3 %
restante se incluyd en un estado nutricional categorizado como bajo peso. La
prevalencia de peso insuficiente, normopeso, sobrepeso y obesidad entre
participantes de género masculino y femenino no difirié significativamente (x?

=4.115, P=0.128).

Il. Determinacion de la ingesta energética y el gasto energético total

En la Tabla 2 se exhiben los valores promedio + DE obtenidos para las variables
relacionadas con la ingesta energética, el gasto energético y el porcentaje de
adecuacion correspondiente. Con respecto a la ingesta energética, parametro
calculado con el programa NUTRIKCAL VO 1.1 en base a tres recordatorios de
alimentacién (R-24) referidos por los participantes, el promedio de kcal ingeridas
considerando el total de individuos correspondioé a 2026.42+633.71. Se determind
que la cantidad de kcal/dia ingeridas por el género femenino resultd
significativamente inferior (P=2.56 E-16) a la referida por participantes masculinos.
Sin embargo, cabe resaltar que el género masculino presentd adicionalmente un
GEB, GEAF y GET superior (P<0.01) con respecto a las mujeres, lo que se
traduce en un porcentaje de adecuacion promedio correspondiente a un balance
energético excedido. No obstante, tal exceso se concentra en los individuos con
sobrepeso y en la minima proporcién de participantes con obesidad incluidos en el

analisis (Tabla 2).
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Con respecto a la ingesta relativa, que representa el porcentaje de energia
proveniente de la ingesta de macronutrimentos incluyendo, lipidos, carbohidratos y
proteinas, se determiné que en el total de los participantes la ingesta de lipidos
representd un valor promedio de 32.73+6.37%, el 50.08+7.56 % correspondio a
carbohidratos y en proteinas se registré una ingesta relativa del 17.26+4.73 %. En
este analisis no se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la

ingesta relativa de macronutrimentos entre los géneros masculino y femenino.

Tabla 2. Variables relacionadas con la ingesta y el gasto energético de acuerdo
al género de los participantes.

Total n=209 Mujeres n=112 Hombres n=97

Ingesta energética 2026.42+633.71 1708.29+455.73 2393.74+612.83*

(Kcal/d) (1027-3744) (1027-3034) (1391-3744)
Lipidos (%) 32.73+6.37 33.0316.45 32.38+6.28
Carbohidratos (%) 50.08+7.56 50.69+6.97 49.37+8.17
Proteinas (%) 17.26+4.73 17.33+4.66 17.19+4.84
GEB(Kcal/d) 1493.28+258.34 1313.41+£126.71 1700.97+211.44*
GEAF (Kcal/d) 307.44191.24 276.56165.12 342.78+103.57*
GET(Kcal/d) 1800.70+316.86  1590.18+159.17 2043.78+277.20*
% de adecuacion 112.704£30.32 107.61+27.53 118.58+32.42*
Excedido Adecuado Excedido

Entre paréntesis se indica el rango en kcal consumido. Porcentaje de adecuacion: <90%=
insuficiente, 90-110%= adecuado, >110%= excedido. *P<0.01.
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[ll. Determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de FTO
rs9939609

Con los ensayos de discriminacion alélica efectuados para la genotipificacion del
polimorfismo FTO rs9939609 se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas
correspondientes (Tabla 3). Se determind que éstas se encuentran en equilibrio

Hardy Weinberg (x?>= 3.37, p= 0.066).

Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas de FTO rs9939609

Alelos Genotipos
T A TT TA AA
n| 337 81 140 57 12
Frecuencia | 0.81 0.19 0.67 0.27 0.06

IV. Determinacién de las frecuencia alélicas y genotipicas de BDNF rs6265

En la Tabla 4 se indican las frecuencias alélicas y genotipicas determinadas para
el polimorfismo BDNF rs6265. Se determin6 que éstas se ajustan a lo establecido

por el principio de equilibrio Hardy Weinberg (x?=0.044, p= 0.94).

Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas de BDNF rs6265

Alelos Genotipos
G A GG GA AA
n | 361 57 156 49 4
Frecuencia | 0.86 0.14 0.75 0.23 0.02
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V. Asociacion de parametros antropomeétricos con los polimorfismos FTO
rs9939609 y BDNF rs6265.

En la Tabla 5 se representan los resultados obtenidos con el analisis Modelo
Lineal General (ANOVA), efectuado con el propdsito de identificar la asociacion de
los polimorfismos FTO rs9939609 y BDNF rs6265 con parametros
antropomeétricos, especificamente el IMC y grasa corporal. Es importante destacar
que a pesar de que estas variables se excluyeron de los objetivos que
conformaron el presente trabajo de investigacidén, no se descarté su analisis y se
decidié incluirlos para complementar el reporte de resultados. Estos parametros se
analizaron con los modelos genéticos aditivo, dominante y recesivo, indicando los

valores de P correspondientes.

Se determindé que los participantes con genotipo AA rs9939609 registraron un IMC
y adiposidad corporal inferior en comparacion a individuos con genotipo TT
rs9939609, no obstante estas diferencias no resultaron estadisticamente
significativas. Analogamente a los resultados referidos previamente, los valores
promedio obtenidos para el IMC y % grasa corporal estratificados por genotipos
BDNF rs6265, no difirieron significativamente. Sin embargo, en este analisis se
detectd que el valor de P obtenido con el modelo aditivo, indica una tendencia en
la que los individuos con genotipo homocigoto para el alelo A rs6265 presentan un

IMC inferior con respecto a los individuos homocigotos para el alelo G (Tabla 5).
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Tabla 5. Asociacion de parametros antropométricos con los

polimorfismos FTO

rs9939609 y BDNF rs6265.
SNP Genotipo (n) Edad (afos) IMC (kg/m?) Grasa Corporal (%)

rs9939609  TT (140) 29.07+9.34 24.24+3.86 24.05+8.68
TA (57) 29.92+8.87 24.51+3.68 24.77+8.14
AA (12) 33.33+11.26 23.91+3.40 23.63+7.92

P ad 0.161 0.715 0.718

P dom 0.292 0.971 0.566

P rec 0.149 0.390 0.807
rs6265 GG (156) 29.69+9.59 24.44+3.90 24.58+8.47
GA (49) 29.08+8.81 23.93+3.49 23.28+8.67
AA (4) 29.5046.75 22.95+0.50 21.62+5.24

P ad 0.723 0.271 0.422

P dom 0.694 0.321 0.496

P rec 0.991 0.449 0.490

Se registran los valores promedio + DE. Se indica la significancia estadistica obtenida con
los modelos genéticos aditivo (P ad), dominante (P dom) y recesivo (P rec). En los

parametros antropométricos se ajustd por covariables incluyendo género y edad.

VI. Asociacion de pardmetros relacionados con la ingesta y gasto energético
con los polimorfismos FTO rs9939609 y BDNF rs6265.

Los valores promedio + DE correspondientes a la ingesta energética y gasto
energético total (GET) registrados en participantes con los genotipos rs9939609 y
rs6265 se exhiben en la Tabla 6. Se determind que participantes portadores del
alelo A rs9939609 refiieron en promedio una ingesta de kcal/dia
significativamente superior (P=0.035) a la cifra reportada por participantes con

genotipo homocigoto para el alelo T. En contraste, para el SNP rs6265 no se
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determinaron diferencias estadisticamente significativas en relacion con este
parametro. Los SNPs analizados no se asociaron con el GET debido a que se

descarto la existencia de diferencias con significancia estadistica.

Tabla 6. Asociacion de la ingesta y gasto energético con los polimorfismos FTO
rs9939609 y BDNF rs6265

SNP Genotipo (n) Ingesta energética (kcal/d) GET (kcal/d)
rs9939609  TT (140) 1998.22+645.53(1027,3744);1839 1788.29+331.78
TA (57) 2104.50+641.40(1111,3575);1983 1837.80+293.34
AA (12) 1984.414+435.94(1461,2473);1975 1769.33+243.48
P ad 0.079 0.560
P dom 0.035* 0.229
P rec 0.834 0.341
rs6265 GG (156) 2013.27+624.13(1027,3744);1896 1798.59+311.71
GA (49) 2020.63+622.47(1194,3669);2005 1810.83+339.75
AA (4) 2610.00+1026.79(1493,3617);2665 1759.00+300.10
P ad 0.822 0.683
P dom 0.721 0.611
P rec 0.733 0.870

Se registran los valores promedio + DE; en la ingesta energética entre paréntesis se
representa el rango y adyacente a éste se indica la mediana. El analisis se ajusté por
covariables incluyendo género, edad, IMC, y porcentaje de grasa corporal. La ingesta

energética se ajusto adicionalmente por el % de adecuacion.

En adicion al analisis de la ingesta de kcal total, se examind la asociacion de los

polimorfismos de interés con la ingesta relativa de macronutrientes. Los resultados
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obtenidos evidenciaron que el porcentaje de energia derivado de la ingesta de
carbohidratos y proteinas, difiere significativamente entre los genotipos rs6265
(Tabla 7). En este contexto, se determin6 que individuos con genotipo homocigoto
y heterocigoto para el alelo A refieren una ingesta relativa significativamente
inferior en proteinas y superior en carbohidratos con respecto a lo registrado por

individuos homocigotos para el alelo G.

Tabla 7. Asociacion de la ingesta relativa de macronutrientes con los
polimorfismos FTO rs9939609 y BDNF rs6265.

SNP Genotipo (n)  Lipidos (E%) CH (E%) Proteinas (E%)
rs9939609 TT (140) 33.14+6.50 49.62+7.87 17.47+5.07
TA (57) 31.9816.16 51.3316.81 16.51+3.71
AA (12) 31.58+5.75 49.55+7.25 18.411£4.85
P ad 0.211 0.432 0.680
P dom 0.203 0.233 0.364
P rec 0.541 0.683 0.434
rs6265 GG(156) 32.9116.74 49.25+7.55 17.7215.08
GA(49) 32.12+5.34 52.65+7.34 15.97+3.28
AA(4) 33.08+£1.25 51.161£3.55 15.50+1.69
P ad 0.535 0.013* 0.016*
P dom 0.460 0.007* 0.013*
P rec 0.882 0.823 0.489

E% representa el porcentaje de energia derivado de la ingesta de los macronutrientes
correspondientes. Se indica la significancia estadistica obtenida con los modelos
genéticos aditivo (P ad), dominante (P dom) y recesivo (P rec) al ajustar por covariables
incluyendo el género, edad, IMC, porcentaje de grasa corporal, ingesta energética total y
GET. *P<0.05.
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En este contexto, individuos homocigotos AA rs6265 presentan una ingesta
relativa de carbohidratos superior al referido por participantes homocigotos para el
alelo G (P ad=0.013 y P dom=0.007) en tanto que la ingesta relativa de proteinas
resulto significativamente inferior en individuos portadores del alelo A (P ad=0.016
y P dom=0.013). Con respecto al polimorfismo FTO rs9939609, se descartd su
asociacién con las variables referidas previamente debido a que no se
identificaron diferencias estadisticamente significativas entre los genotipos

rs9939609 (Tabla 7).

VII. Andlisis del balance energético

El analisis referente al balance energético implicé que por participante se calculara
el porcentaje de adecuacion caldrica (Ingesta energética/Gasto Energético Total x
100) para determinar y categorizar el balance energético correspondiente en
insuficiente, adecuado o excedido. Complementando lo descrito previamente en la
Tabla 2, la Figura 7 indica que el 45 % (n=95) de los participantes incluidos en
este proyecto de investigacioén refirid una ingesta energética excedida (adecuacion
superior al 110%), el 25 % de los participantes (n=52) presenté un balance
energético que resulto adecuado (adecuacion en el rango 90-110%), en contraste
el 30 % restante (n=62) registré un balance energético insuficiente (adecuacion

inferior al 90%).
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BInsuficiente
B Adecuado
B Excedido

Figura 7. Prevalencia de balance energético insuficiente, adecuado y excedido registrada
en el total de los participantes.

VIIl. Asociacion de los polimorfismos rs9939609 y rs6265 con el balance
energético (Variable categorica).

En inicio, la asociacion de rs9939609 y rs6265 con el balance energético se
evaluo independientemente con un analisis de x? en el que se asumié un modelo
genético dominante para incrementar el poder estadistico. En la Tabla 8 se
exhiben las frecuencias genotipicas de los polimorfismos rs6265 y rs9939609 en
relacion con el género y el balance energético categorizado como Insuficiente,
Adecuado y Excedido. Con el andlisis de x? no se identificaron diferencias
estadisticamente significativas que sugieran la asociacion del balance energético
con rs6265 (Poblacion total x?=0.110, p= 0.995. Analisis por género: Hombres
Xx?=0.303, p= 0.859; Mujeres x?=0.444, p= 0.801) o rs9939609 (Poblacion total
X?=2.798, p= 0.247. Analisis por género: Hombres x?=3.773, p= 0.152; Mujeres
Xx?=0.153, p= 0.926). No obstante, cabe destacar que el 65% de individuos
masculinos portadores del alelo A rs9939609 (TA+AA) presentaron un balance
energético excedido.
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Tabla 8. Asociacion de los polimorfismos FTO rs9939609, BDNF rs6265 con el
balance energético

FTO rs9939609 BDNF rs6265
Balance energético TT TA+AA GG GA+AA

n(%) n(%) n(%) n(%)

Insuficiente Total 45(32) 17(25) 46(29) 16(30)
Hombres 17(27) 5(15) 16(23) 6(22)

Mujeres  28(36) 12(34) 30(35) 10(38)

Adecuado Total 37(27) 15(21) 39(25) 13(25)
Hombres 18(29) 7(20) 19(27) 6(22)

Mujeres  19(25) 8(23) 20(23) 7(27)

Excedido Total 58(41) 37(54) 71(46) 24(45)
Hombres 28(44) 22(65) 35(50) 15(56)

Mujeres  30(39) 15(43) 36(42) 9(35)

Poblacion total x?=0.110, p= 0.995. Analisis por género: Hombres x?=0.303, p= 0.859;
Mujeres x?=0.444, p= 0.801) o rs9939609 (Poblacidn total x?=2.798, p= 0.247. Analisis por
género: Hombres x?=3.773, p= 0.152; Mujeres x?=0.153, p= 0.926).

IX. Correlacion entre los niveles séricos de BDNF y el IMC

El analisis de correlacion entre estas variables incluyendo al total de participantes
indicé un valor correspondiente a -0.70, lo que representa que a mayor IMC la
concentracion de BDNF se reduce. Sin embargo, este valor no resultd
estadisticamente significativo (P=0.315). Al estratificar por género, se obtuvo un
coeficiente de correlacion negativa no significativa (Hombres: r=-0.081, P=0.429;

Mujeres:r=-0.051,P=0.593).
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X. Asociacion de los polimorfismos rs9939609 y rs6265 con el balance
energético y la concentracion periférica de BDNF. Anéalisis de puntaje
agregado.

Con base en el modelo de analisis de genotipos combinados propuesto por
Ortega-Azorin et al. (96) las frecuencias genotipicas de ambos polimorfismos se
examinaron con un modelo aditivo en el que a cada variante polimérfica de menor
frecuencia (alelo A) se le asigna un puntaje. Los valores asignados en este
analisis corresponden a un rango de 0 a 4 puntos. En este contexto, con el
puntaje agregado derivado de la combinacion de los alelos de ambos
polimorfismos, se determiné que la prevalencia de individuos homocigotos para los
alelos silvestres (0 puntos) correspondié al 51.7 %; el 33.0 % presento un alelo
polimorfico de menor frecuencia en FTO o BDNF (1 punto); el 12.9 % de los
participantes presentd dos alelos polimérficos de menor frecuencia (2 puntos) y el
2.4% restante representa a participantes con tres alelos polimérficos de menor
frecuencia (3 puntos). En este trabajo de investigacion no se identificaron
individuos que presentaran 4 alelos polimérficos de menor frecuencia (Figura 8).
El analisis estadistico (prueba exacta de Fisher) no indicé diferencias significativas
entre las frecuencias genotipicas que sugieran la asociacion de rs9939609 y
rs6265 con el balance energético. No obstante, es importante enfatizar que los
participantes del género masculino que poseen tres alelos polimérficos de menor
frecuencia (Genotipos rs9939609+rs6265: AA+GA o TA+AA) refieren en su

totalidad un balance energético excedido (Tabla 9). En la Tabla 9 se indican los
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%

valores promedio correspondientes a la concentracion sérica de BDNF

estratificados por género, balance energético y genotipo.

FTO

BDNF AA rs9939609

rs6265
Figura 8. Prevalencia de genotipos combinados de los polimorfismos rs9939609 y
rs6265.
Los genotipos de interés se analizaron con el puntaje agregado descrito
previamente, aplicando un Modelo lineal general que permitié el ajuste por
diversas covariables, incluyendo edad, IMC, factor de actividad fisica, estatus de
fumador y horas de suefio. Con este analisis se identificaron diferencias cercanas
a la significancia estadistica (P=0.054) en la concentracién sérica de BDNF
registrada en participantes del género masculino portadores de uno (Genotipos
rs9939609+rs6265: TA+GG, TT+GA) y dos alelos polimorficos de menor
frecuencia (Genotipos rs9939609+rs6265: TA+GA, TT+AA, AA+GG) con respecto

a individuos masculinos con genotipos rs9939609 y rs6265 silvestres.
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Tabla 9. Asociacion de los polimorfismos FTO rs9939609 y BDNF rs6265 (puntaje agregado) con el balance energético y la
concentracion periférica de BDNF.

FTO rs9939609+BDNF rs6265
TT+GG (0)° TA+GG, TT+GA (1)@ TA+GA, TT+AA, AA+GG (2)2  AA+GA, TA+AA (3)2
BDNF sérico BDNF sérico BDNF sérico BDNF sérico P
. n(%) (ng/ml) n(%) (ng/ml) n(%) (ng/ml) n(%) (ng/ml)
Balance energético
Total 33(30)  459.09+396.48  24(35) 364.75¢119.92  5(19)  489.12+176.04 O — 0.578
Insuficiente  Hombres | 12(27)  402.03+184.27  9(24)  293.05¢108.14  1(8) 287.10 [+ — 0.054
Mujeres | oq(33) ~ 49170:479.34  15(49) 407.77+107.97  4(29)  539.62+155.94 0 —— 0.773
Adecuado Total 29(27)  371.04+118.71  15(22) 379.10+152.42  6(22)  368.75:99.32  2(40) 299.45+44.19  0.754
Hombres | 13(30)  382.79+106.37  9(24) 354.23+100.40  3(23)  403.00+121.18 o — 0.478
_ 16(25)
Mujeres 361.50+130.52  6(19) 416.41+214.79  3(21)  334.50£¢80.36  2(67) 299.45+44.19  0.543
Total 46(43)  367.68+189.12  30(43) 388.48+139.21 16(59) 430.60+185.36  3(60) 379.13+75.97  0.487
Excedido Hombres | 19(43)  379.13£199.14  20(52) 375.30+138.80  9(69)  424.42+223.79 2(100) 351.75¢83.93  0.463
Mujeres 27(42) 359.63+185.16  10(32) 414.85+143.59  7(50) 438.56x137.81  1(33) 433.90 0.534

@ Puntaje agregado que indica el numero de alelos polimérficos de menor frecuencia (A) al combinar los genotipos FTO rs9939609 y BDNF rs6265.

La variable categérica se analizdé con la prueba exacta de Fisher; el Modelo lineal general se aplicd para analizar la variable cuantitativa. Prueba

exacta de Fisher: Ambos géneros=5.718 P=0.441; Género Masculino F=4.421 P=0.621; Género Femenino F=5.613 P=0.444.
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DISCUSION

En el 45% de los participantes se identificd un criterio de adecuacion superior al
110%, indicativo de un estado de balance energético positivo en el que la ingesta
energética excede al GET. En adicion, con base a los criterios de ingesta diaria
recomendada de macronutrientes (96) se determind que en el total de individuos
analizados la ingesta relativa de carbohidratos es insuficiente (rango: 55-63%). En
contraste, el porcentaje de energia derivado de la ingesta de lipidos y proteinas
excede las recomendaciones estipuladas (25-30% y 12-15%, respectivamente).
Este perfil de ingesta de macronutrientes probablemente contribuyé a que los
participantes presentaran, en promedio, valores normales de IMC y grasa corporal.
En concordancia con este planteamiento, se ha documentado que dietas
enfocadas en la reduccién de la ingesta de carbohidratos y en el incremento de
proteinas y lipidos, resultan equivalentes e inclusive superan la eficiencia de dietas
estandar (que implican la reduccién en la ingesta de lipidos) aplicadas para regular
el peso corporal (97, 98).

En el presente trabajo se descartd la asociacion de los polimorfismos de interés
con el IMC, el porcentaje de grasa corporal o con el gasto energético. Sin
embargo, se determind que rs9939609 y rs6265 se asocian significativamente con
la ingesta energética. Los participantes portadores del alelo A rs9939609 refirieron
un incremento promedio correspondiente a 100 kcal/dia en comparacién con
individuos homocigotos para el alelo T. Para rs6265 se estim6 que el porcentaje
de energia derivado de la ingesta de carbohidratos y proteina difirié con respecto a

lo referido por individuos homocigotos para el alelo G.
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Los resultados obtenidos en relacion con BDNF rs6265 son consistentes con Ma
et al. (86) que descartaron la asociacion de este polimorfismo con la ingesta
energética total. Por otra parte, la evidencia de asociacion entre rs9939609 vy la
ingesta energética coincidié con diversos reportes previos (53-56). Sin embargo,
estos resultados difieren con Liu et al. (50) y Dougkas et al. (99). En particular,
para Liu et al. (50), la asociacion incluydé a variables antropométricas, el IMC y la
circunferencia de cadera. En adicion, contrastan con relacion a McCaffery et al.
(100), que reportan la ausencia de asociacion de rs9939609 con la ingesta. Sin
embargo, su analisis indicd que sujetos con genotipo AA rs6265 incrementan la
ingesta energética en promedio 100 kcal/dia con respecto a individuos
homocigotos para el alelo G. En la ingesta relativa de macronutrientes, no
identificaron  diferencias estadisticamente significativas, lo que resulta
inconsistente con lo reportado en el presente estudio. La heterogeneidad entre los
resultados referidos probablemente es promovida por diversas variables
incluyendo el disefio experimental aplicado, el ajuste de covariables, la interaccién
de factores ambientales y/o genéticos no establecidos y a la variabilidad genética
existente entre las poblaciones analizadas.

Es importante destacar que el procedimiento utilizado en el presente estudio para
determinar la ingesta energética se fundamenta en el auto-reporte retrospectivo, lo
que implica ciertas limitantes metodoldgicas debido a que los participantes no
controlan con total precisidén las porciones alimentarias que registran. En adicién,
existen factores psicosociales relacionados con el interés por la aceptacion social
y la autopercepcién de la imagen corporal que determinan que individuos con

sobrepeso y obesidad tiendan a omitir informacion o reducir episodios de ingesta
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de alimentos, principalmente aquellos con elevado contenido lipidico (101). En
contexto con el planteamiento anterior, en el presente estudio se incluyo el registro
de tres recordatorios de alimentacion de 24 horas, lo que posiblemente implico
una mayor representatividad de la variacion habitual en la dieta. Adicionalmente,
se entrevistd a cada uno de los participantes, incorporando utensilios de cocina y
fotografias en tamafio real de diversos alimentos para estimar con mayor precision
la porcién alimentaria referida.

Con respecto a la asociaciéon de rs6265 con parametros antropométricos, se
observo que los participantes con genotipo AA registraron en promedio un IMC y
porcentaje de grasa corporal inferior en comparacion con individuos portadores del
alelo G. Sin embargo, las diferencias no resultaron estadisticamente significativas.
Esta observacion coincidié con Perkovic et al. (102), que en un estudio longitudinal
que abarcé 35 afios, indicaron la ausencia de asociacion del polimorfismo rs6265
con el IMC. En contraste, los estudios conducidos en adultos que refieren la
asociacion entre estas variables son discrepantes en funcién de que se incluyen
reportes en los que la asociacion se identifica con el alelo de menor frecuencia A
(103) o con el alelo silvestre G (25). En poblacion mexicana, Leén-Mimila et al.
(25) reportaron la asociacion significativa del alelo G rs6265 con obesidad, en
particular de tipo mérbida, que no exhibid representatividad en nuestra poblacion
de estudio. Los resultados reportados en el presente trabajo no descartan la
asociacion entre el SNP rs6265 y rs9939609 con la composicidén corporal, se
sugiere que se aumente el tamafo de muestra incluyendo una mayor proporcion

de participantes con obesidad madrbida (Tipo Ill), debido a que en este trabajo de
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investigacion la prevalencia de individuos con este estado nutricional resultd

inferior al 1%.

En el analisis de los polimorfismos de manera independiente o en combinacion
con un puntaje agregado no se identificaron diferencias estadisticamente
significativas entre la frecuencia genotipica de los polimorfismos BDNF rs6265 y
FTO rs9939609 con respecto al balance energético insuficiente, adecuado o
excedido. No obstante, es importante resaltar los participantes masculinos
portadores del alelo A incluidos en este trabajo de investigacion (TA+AA) que
representan el 65% refieren un balance energético excedido en contraste con
hombres homocigotos para el alelo T rs9939609 (44%). El presente estudio no
apoya la hipotesis de que individuos portadores del alelo A para los polimorfismos
FTO rs9939609 (TA+AA) y BDNF rs6265 (GA+AA) registrarian un balance
energético excedido asociado al decremento de la concentracién de BDNF sérico.
En el analisis con el puntaje agregado se observd que la concentracion sérica de
BDNF disminuye en participantes de género masculino con balance energético
insuficiente, portadores de uno o dos alelos polimoérficos de menor frecuencia (A)
rs9939609 y rs6265 con respecto a participantes homocigotos para los alelos
silvestres. Sin embargo, el valor de P obtenido (0.054) no alcanz6 el nivel
aceptado para considerar que existan diferencias estadisticamente significativas.
Se sugiere que la tendencia identificada en este trabajo de investigacion se
analice en un tamafio de muestra mayor para detectar o descartar asociaciones

con un poder estadistico superior.
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Los resultados obtenidos en sujetos adultos, concuerdan con Rask Andersen et al.
(45) que analizaron la expresion de los genes Fto y Bdnf en un modelo murino
expuesto a restriccion alimentaria por 16 horas. En estas condiciones se registro
que los niveles del transcrito Fto en el hipotalamo se incrementan y en contraste,
Bdnf disminuye significativamente, la evidencia anterior permitié sugerir que los

genes en cuestion se relacionaban funcionalmente.

En un estudio previo, se reporté que el efecto in vitro del polimorfismo rs6265
implica la alteracion de la secrecion de BDNF (104). Consistentemente, en
humanos, el alelo A rs6265 se asocioé con la alteracion de la concentracion sérica
de BDNF (105). Sin embargo, existen trabajos en los se descartd la asociacion
entre este polimorfismo y los niveles circulantes de BDNF (106, 107). Es
importante destacar que en concordancia con trabajos previos (108, 109), los
niveles séricos de BDNF y el IMC correlacionaron negativamente sin que el valor
de P fuera significativo. No obstante, existen trabajos contrastantes que reportan
que la concentracion sérica de BDNF evaluada en mujeres correlaciona positiva y
significativamente con el peso corporal e IMC (110). La falta de concordancia
entre los resultados previos sugiere que son requeridos analisis en los que se
examine el impacto de factores fisioldgicos y ambientales sobre la concentracion
de BDNF; en este trabajo el analisis de asociacién incluyé el ajuste por diversas
covariables incluyendo género, IMC, % de grasa corporal, horas de suefo,

actividad fisica y el estatus de fumador.

Con respecto a la asociacidon de los polimorfismos de interés con el género, en

particular con rs9939609 se han publicado estudios que refieren que el efecto del
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genotipo rs9939609 difiere con el género. Shahid et al. (111), establecieron la
asociacion de rs9939609 con el aumento en IMC, peso corporal y circunferencia
cadera/cintura en mujeres adultas de origen Pakistani, resultados que contrastan
con el analisis realizado por Kring et al. (112), en poblacién de origen danés, que
determind la asociacion de este SNP con el género masculino. Se ha sugerido que
los resultados inconsistentes se relacionan con la variacién en la distribucion de
grasa corporal caracteristica entre hombres y mujeres. Al respecto, se considera
que existen diferencias de género asociadas a la regulacion del balance
energético en respuesta a la restriccién o exceso calorico. Las hormonas sexuales
incluyendo testosterona, estrogeno y estradiol influyen en la proporcién vy
distribucién diferencial de los patrones de almacenamiento, movilizacion y
utilizacién de los depdsitos de tejido adiposo (113, 94).

Retomando las referencias citadas previamente es posible proponer que los
resultados reportados en el presente trabajo implican la interaccion funcional entre
hormonas sexuales y sefales de adiposidad: estrogeno vy leptina,
respectivamente. Estas estan implicadas en la regulacion diferencial del balance
energético y la variacion en los patrones regionales de distribucién de adiposidad
corporal asociada al género.

En relacion con el balance energético insuficiente, es importante reiterar que éste
implica una respuesta lipolitica en la que los triglicéridos almacenados en el tejido
adiposo se hidrolizan en acidos grasos libres (AG) y glicerol, lo que reduce los
depdsitos energéticos y por consiguiente, los niveles de leptina circulantes. En
adicién, se ha indicado previamente que la adiposidad corporal en el género

masculino se distribuye principalmente en la cavidad abdominal. En esta regién los
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niveles de leptina secretados resultaron inferiores a lo reportado para el tejido
adiposo subcutaneo, que en contraste representa la mayor proporcion de grasa
corporal en mujeres. Considerando los aspectos anteriores, se sugiere que en
hombres con balance energético insuficiente, portadores de uno o dos alelos de
menor frecuencia para los SNPs de interés, se reduce la secrecién de leptina, lo
que impactaria en la regulacion de la expresion de BDNF. En adicion, la
interaccidn funcional entre los efectos relacionados con rs9939609 y rs6265,
representaria un aspecto contribuyente en el decremento de los niveles séricos de

BDNF en conjuncion con otros factores que aun deberan determinarse

[66]



CONCLUSIONES

i)

vi)

Los participantes presentaron en promedio un balance energético
excedido. Sin embargo, el IMC y porcentaje de grasa corporal se

clasificaron en los rangos normales.

El perfil de ingesta de macronutrientes referido por los participantes
indicoé que la ingesta relativa de carbohidratos es insuficiente, la ingesta

de lipidos y proteinas resulté excedida.

No se identific6 asociacion de rs9939609 y rs6265 con parametros

antropomeétricos y el gasto energético total.

La ingesta energética total referida por individuos homocigotos para el
alelo A rs9939609 difirid significativamente en comparacion con

individuos portadores del alelo T.

La ingesta relativa de carbohidratos y proteinas registrada por los
portadores del alelo A rs6265 difirid significativamente con respecto a

individuos homocigotos para el alelo G.

Las frecuencias genotipicas de los SNPs rs9939609 y rs6265 no difieren

significativamente entre individuos estratificados por género y balance
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energético insuficiente, adecuado y excedido. No obstante, los
participantes masculinos que portan tres alelos polimérficos de menor
frecuencia (Genotipos rs9939609+rs6265: AA+GA o TA+AA) refieren en

su totalidad un balance energético excedido.

vii)  No se detectd correlacion significativa entre los niveles séricos de BDNF

y el IMC.

viii)  En el analisis con el puntaje agregado para los polimorfismos rs9939609
y rs6265, se identific6 como tendencia que los niveles séricos de BDNF
difieren, en participantes masculinos con un balance energético
insuficiente, portadores de una o dos copias del alelo polimérfico de
menor frecuencia (A) con respecto a individuos homocigotos para los

alelos silvestres.

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion sugieren la asociacion
de FTO rs9939609 con respecto al género y el balance energético que requieren
mayor investigacion, denotando la necesidad de incrementar el tamafio de
muestra con la finalidad de establecer o descartar la asociacion entre BDNF y FTO
con el poder estadistico suficiente, adicionalmente se plantea la implementacion
métodos alternativos para determinar con mayor €ficiencia la ingesta o el gasto

energético y por consiguiente el balance energético correspondiente.
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PROPGSITO DEL ESTUDID

La obesidad 5 una enfermedod quc sc dezarrolla por difcrontes causas entre los que se
encuentran una zlimentacion excesiva y la falta de ejercicic, pero tambien tisne causas
heredilarias gue varan gn ceda persona, Es pur ello qus resulla importanle explurar los
posibles camkbios hereditarios también llzmacos gsenéticos que pusdan representar una
mayor predisposician nara fl desarrollo de la ohesidan.

En csto caso, lo cstamos invitandeo o participor en un estudic de invostigacior on ol gue se
anzlizara le relacién entre eslos cambios genglicos relacionzdos ton ld obesidad y su
asociation con |a forme 2n que cada peisona piensa sobre su alimenlac on. Este estudio
e lleva a cebho en la Unidad de Investigacon Medica en Genetira Humana del Centro
Médico Maocicnal Siglo ¥¥1. Al ‘guzsl quc a usked, sc invitard a todaos los trabajadores de los
Hospitalzs de 2ste Centro Méd co gue quisran partcipar.

Su pailicigacion en esle esludio es complelamente voluntara, Pur lavor, lez la
informacion que le proporcionamos v haga las preguntas que desee antes de decidic si

deses o nn participar.

PROCEDIMIENTOS

M partiripar en este proyecto implica su rolehoracion con una persona capacitaca y
autorzada por ¢l investigador responsasle oara:

a) Tormar sus medidas corporzales gue incluyzn eslatura v circunferenciz de cnlura, asi
camo el pesc corporal. De esta manera conoceremos sl su peso 2s normal o si tiens =|
excesn 2 peso propio de Iz nbesidad. También se le reslizaran preguntas =2n relacion a

sus ectividades fisicas y sobre sus antecedentes clinicos como parte del estudio. loda la
informacidén se mantendra conficencial, es cecr, sdlo la investigadora responsable v loz
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colanoradores autorizados gue participan en el sstudio conoceran estos datos y no
tencran permitido comunicarselo & nadie mas.

b} Llenar tres recordatorics de alimentacion de 21 horas parz lo gue se le proporcionaran
los formatos necesanios y se le daran instrucciones precisas. Este cuestionario nos
permitirda cacular cuanta energia (calorias) en forma de alimentos consume en un dia

normal

c) Contestar un cuestionaric sohre conductas de la alimentacion (S-EDE-01). kste
cuestionario nos permitird saber como es que piensa snhre si1 manera de alimentarse. Se
le darén las instrucciones para contestarlo v una vez que no tenga dudas podra hacerlo
por usted mismo. Los resultadcs obtenidos seran conficenciales,

d] Tomar una muestra de 10 ml de sangre (enquivalan aproximadamenre a dos rucharadas)
de la vena ce uno de sus brazos. Para esto se e pediréd gue acuda en ayuno de 10-12
hores. Este procedimiento no representa ningun riesgo salvo una leve molestia local. A
partir de la mucstra de sangre sc obtendra ¢l material hereditario también conocido como
material gznético, que e la informacion contenida en cada ser humanc que determina las
caracteristicas de cada persona comao el color del pelo y la piel; y se transfiere de padres a
hijos, la mirad d= la madre y la mirad del padre. Al nhtenzr este material genéfico
podiemos conocer und pegued panle de esg inflonmacion v anaglizar si Liene relacion con
la obesicdad v la alimentacidn. Ya que s= trata ce un proceso dificil de realizar, en este
estudio sélo analizaremos un minima parte de esta informacidn g=nética; sir embargo, si
usted lo autoriza, podremos guardar parte del material genético durante diez afios mas
para estudios futuros relacionados con este gue nos permitan analizar otra parte de la

informacicn.

Teda la informacion obtznida del material genstico y el material genétice en si se
manejar:z mediante un codigo en lugar de su nombre que aseguren su confidencialidad vy
se mantendran bajo resguardo por la investigadora responsable en la lnidad de
Inwesligacicn 2n Genzlica Humend, Una ves que pese el Lizmpo por el que se aulorice el
uso de este materia, o en caso de que decida retrarse del estudio, el matenzl gerético se
desintegrara mediante la utilizacion ce productos quimicos, siguiendc las normas de
seguridad del Hospitzl,

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS

Las mediciones de peso y talla son métodos quc ne ocasionan dolar, incomodidad o ricsgo
alguno. Las maolestias durante la toma de muestra de sangre puede causar un poco de
dolor o una pequefa molestia. Fn algunns casns es posible que se le puecs formar un

moratan,
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POSIBLES BENEFICIOS POR PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

No recibirad pago alguna por su participacion en este estudio, ni este estudio implica gasto
alguno para nsted.

Su participacion en este estudio no significa un keneticio directo para usted pero si es

importente para una mejor comprension de la obesidad, con lo que la poblacion en

general se podra beneficiar 2n un futura.

RESULTADO3S

Mo se le proporcionaran los resultados de los estudios gue se rezlicen con la muestra de
sangre, ya que no son una prueba diagndstca ni sy conocimiento alterg las
recomendacicnes gue se le puedan hacer para mejorar su condicion de salud. Sin
embargo, & partir de las medidas corporales se le informara si su peso reprasenta un

rieszn para s salud y se |2 canalizara para su fraramiento en su clinica correspondignte.

PARTICIPACION O RETIRO

Su participaciorn en este astudio es completamente voluntaria. 51 usted decide no
participar, seguiré recibiendo la atencion medica brindada por el IMSS como
derechohahiznte o trabajador. Se le afreceran lns procedimizntos 2stablecidns dentro de
los servicios de alencidn medica del 1MSS, es decin, gue si usled no desea parlicipar en el
cstudio su decision no afectard su relacién con ol IMSS y su derccho a obtener los scrvicios
de zalud u otros servicios que recibe d=| M55,

Si en un principio desea participar y posteriormente camhbia de opinidn, usted puede
ahandonar el estucin en rualquier momenta. H abandonar el estudin en el memento que
yuiera no modilicarg de ningung manera los benelicios gue uwsled Liene como
derechohabisnte del IMSS5. Pera los fines de este investigecion sdlo utilizaremos la
informacion que usted nos brinde desde el momento en gque zcepte particpar hasta el

momento en gue nos haga saber que va no desea participar, si esto llega a ocurrir.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

Las muesstras y toda la informacion sobre su persona proporccorada al investigador, o
derivada de los analisis s2 mantendran bajo resguardo del investigador responsable v se

manejaran con una clave o codigo para mantener a1 anonimatn.

El equipo de nwestizgadores involucrados en este estudio sabran de su participscian, sin

embargo nadie mas tendra acceso a la informac én que usted nos proporcione durante su

participacicn =n este estudio al menos que usted asi lo desee. Solo proporcionaremos su
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informacicn s! fuera necesario para prot2zer sus derechos o su bienestar, 0 si lo requiers
la ley,

Cuando los resutados de este estudio sean publicados o presentados en confzrencias, nc
se daré informacian que pudiera revelar su identidad, Su ident dad siempre se mantendra
protegida y oculta, para lo gue asignaremos un niumere o codigo que utilizaremaos para

identificar sus datos y gque utilizaremos en lugar de su nembra,

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se me ha explicado con claridad en qué cons ste este estudio, ademas he leido [o alguien
me ha leide) el contenido de =ste formato dz consentmiento. Se me ha dado |z
oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sico contestadas a m
satisfaccian. Se mc ha dado copia de cste Tarmato

Al firmar este formato esray de acuerdo en particinar en la ‘nvestigacidn que anqui se

descrihe.

Para el pstiudin d= genes, por favor marque con ura X la caja a la izquierda d= la opridn

que corresponda a su decision:

Sl autorizo que se tome la muestra para esre estudio y estudios fururos.

Si autorizo gue se tome la muestra solo para este estudio,

Nombre v firma del participante Fecha

FIRMA DEL ENCARGADO DE OETENER EL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Le he explicado ! estudio de investigacian al participante v he contestado todas sus
preguntas. Consdero que comprendid la inTormacion descrita en este documento y
libremente da su consentimientc a participar en este estudio de investigacion.

Nombre v firma de quicn obtiene ol consentimicntc Fccha
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FIRMA DE LOS TESTIGOS

Mi firma comc testigo cert fica que el/la participante firmd este formato de
cunsentmizgnle infonmedo en mi presencia de manera voluntaria,

Testigo 1 Nombrey Firma Parentesco con participante
Testipo 1  Domicilio Fecha
lestigo 2 Nombrey Firma Farentesco con participante
Testigo 2 Domicilio Fecha

En caso de dudas o aclarac oncs relacionadas con ¢l estudio podrd dirigirse a:
Investigador Responsable:

Dra. Haydezs Rosas Vargas  Tel. 56276900 ext. 21915 y 21911

Colaborader:

Bidl. losa Dario Martinez Ezquerro Tel. 56276944

En caso de dudas o aclarac onas sobre sus derechos como participante podra dirigirse a
Comision da Etica de Investigac on de la CNIC del IMS5: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso
Blogue "8B" de |z Unidad de Congresos, Colonia Doctores, Meéxico, D.F., C.P. Ub /2.
Teléfono (55) 56 27 629 00 extension 21230, Correo electrénico; canise@cis. gob.mx
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ANEXO I

STITUTO MIEXRCANG DF SEUR0 SO0IAL
L CODRDINACION DE INVESTISACION 8 SALUD

Recordatorio de 24 b de consuree de alimentos v bebidas pars el proyecte:

“Ehectn del polirmorfismo re3939609 del gen FID soduwe s concentracitn peibirics de BONFy Ia
inpests calbrics”

Chave dul participanis,

Fecha def reglsiro; Fecha de recepnitn

strusciones: Anole fodo o e consuma de abmentosy belidas 2 lo largo de Ias 24 horas deldin
s omBl shiohfsments nads por mads peouefio gue ses of connurns. Pars medd e portinnes

repuardes lag b GCORINES (RIS S8 proporcinnaron previamerde. S obidd ancter slpo v o retuerds
posteriorments serépuslo o Fioal dela Bate del dia.

Margue ton una ¥ of dla de iz semana al gue correzponde exfs recordatorio

iunves Baries Hdrooles Juevey Wisrnes

almento o heblds | mgredisntes Porgitn FHaorg
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