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RESUMEN

Antecedentes. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) afecta al 9.1% de la poblacion adulta en México y cada
vez se presenta con mayor frecuencia a edades mas tempranas. Se trata de una enfermedad en la que
interactuan factores genéticos y ambientales de riesgo mediante mecanismos complejos. Los factores
ambientales identificados, principalmente aquellos asociados con la obesidad, han mostrado una adecuada
capacidad predictiva para el desarrollo de la DM2; sin embargo, no todos los individuos expuestos a los
agresores ambientales la desarrollan. Por otro lado, los factores genéticos identificados al momento explican

solamente entre el 10 y 20% de la variabilidad fenotipica de la enfermedad.

La mayoria de los estudios genéticos han asociado polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) con la
presencia de DM2 en grupos étnicos distintos a la poblacién mexicana, la cual parece tener genotipos de
susceptibilidad propios que no han sido completamente identificados. Asimismo, un nimero reducido de
estudios involucran pacientes pediatricos, en quienes el inicio temprano de la enfermedad podria deberse
en parte a una mayor susceptibilidad genética que los hace menos tolerantes a los agresores ambientales.
Adicionalmente, se ha propuesto que la integracion de los factores de riesgo genético a los factores de riesgo
ambiental puede mejorar la prediccion de la enfermedad, lo que permitiria identificar poblacion susceptible

de desarrollar DM2, de ahi la importancia de su estudio.

Objetivo general. Identificar factores genéticos relacionados con la presencia de DM2 de inicio en la edad

pediatrica en familias nifios y adolescentes mexicanos.

Metodologia. Se incluyeron 184 familias con un total de 1,160 individuos en tres generaciones (99 familias
con un caso indice de DM2 de inicio antes de los 19 afios y 85 familias sin DM2 de base poblacional). La
historia familiar de DM2 se obtuvo en tres generaciones mediante interrogatorio directo. Los datos
antropomeétricos, presion arterial, pruebas bioquimicas (curva de tolerancia oral a la glucosa, insulina basal
y de 2 horas, hemoglobina glucosilada Alc, perfil de lipidos y péptido C), estilos de vida (frecuencia de
consumo de alimentos, actividad fisica y prueba de condicion fisica) y la genotipificacion de 68 SNPs fueron
corroborados Unicamente en las dos ultimas generaciones (n=562). Se analizaron 64 SNPs previamente
asociados con obesidad u otras alteraciones metabdlicas mediante un microarreglo y 4 SNPs previamente
asociados con DM2 mediante sondas individuales (tecnologia Open Array/sondas TagMan®).
Adicionalmente, se evaluaron antecedentes perinatales en la ultima generacion. El estudio permitié analizar
la asociacion de los 68 SNPs en 99 casos con DM2 de inicio en la edad pediatrica, 101 hermanos sin DM2,

57 padres/madres con DM2, 85 padres/madres sin DM2, 85 controles pediatricos y 137 controles adultos.

Andlisis estadistico. Se realizd un analisis descriptivo de las variables fenotipicas. Se estimaron

correlaciones familiares, heredabilidad (h?) y correlaciones ambientales (re) para DM2 y otras variables
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metabdlicas. Mediante regresion logistica se identifico la asociaciéon de los SNPs con DM2 (casos-controles
y pares de hermanos) en los modelos aditivo, dominante y recesivo. Adicionalmente, se analiz6 el
desequilibrio de transmisién en los trios (padres-hijos) y se utilizé un modelo para la integracién de los
resultados con los obtenidos en el andlisis de casos-controles. Se realizé un analisis de regresion linear
robusta para identificar la asociacion de los SNPs con variables cuantitativas relacionadas con el
metabolismo de la glucosa. Finalmente, se construyd una puntuacion del riesgo genético (GRS por sus siglas
en inglés) con la suma de los alelos de riesgo de los SNPs identificados como asociados a DM2 y se
integraron en un modelo de regresion logistica que consideré ademas los factores de riesgo habituales para
el desarrollo de la enfermedad. Se determiné el area bajo la curva para evaluar la capacidad discriminatoria

de integrar el GRS a los factores de riesgo habituales para predecir la presencia de la enfermedad.

Resultados. La heredabilidad para DM2 de inicio en la edad pediatrica fue de h?=0.5 (p<1.0E-7). Para el
caso de hipertensién, hipoalfalipoprotenemia, indice de masa corporal (IMC), hipercolesterolemia,
circunferencia de cintura, presion arterial, insulina de 2 horas y colesterol total fue de h220.5 (p<0.001). Por
otro lado, se observo una alta correlacion ambiental (re>0.50) para presion arterial, hemoglobina glucosilada
A1c y colesterol HDL (p<0.05). La resistencia a la insulina y la DM2 se correlacioné de forma significativa

solamente con la madre, mientras que la hipertrigliceridemia Unicamente con el padre.

5 SNPs del microarreglo se asociaron con DM2 de inicio en la edad pediatrica en el analisis de casos-
controles: ADORA1/rs903361 (OR=1.9, 1C95% 1.2;3.0); CADM2/rs13078807 (OR=2.2, 1C95% 1.2;4.0);
GNPDA2/rs10938397 (OR=2.2, 1C95% 1.4;3.7); VEGFA/rs6905288 (OR=1.4, I1C95% 1.1;2.1) y
FTO/rs9939609 (OR=1.8, IC95% 1.0;3.2). En el analisis combinado de casos-controles y trios se corroboro
la asociacion de los SNPs GNPDA2/rs10938397 (OR=1.6, IC95% 1.3;2.0) y VEGFA/rs6905288 (OR=1.5,
IC95% 1.2-1.8), y se identifico la asociacion de otras 4 variantes: LINGO/rs10968576 (OR=2.0, 1C95%
1.6;2.3), POC5/rs2112347 (OR=1.7, 1C95% 1.4;2.0), GLIS/rs7034200 (OR=2.0, 1C95% 1.8;24) y
RPS10/rs206936 (OR=1.5, 1C95% 1.2;1.8). Los SNPs POC5/rs2112347 y RPS10/rs206936 estuvieron
asociados con el alelo materno y GLIS/rs7034200 con el alelo paterno. Adicionalmente, se identificaron 16
SNPs asociados con variables cuantitativas relacionadas al metabolismo de la glucosa en los participantes

sin diabetes, independientemente del IMC.

De los 4 SNPs genotipificados individualmente, el alelo G del gen SLC16A11/rs13342232 se asocié a DM2
de inicio en la edad pediatrica en el analisis combinado de caso-control y trios (OR=1.4, 1C95% 1.1;1.7). Por
su parte, la variante TCF7L2/rs12255372 se asocio con los niveles de péptido C en pacientes con diabetes
(B=-0.76, p=0.005) y con glucosa en ayuno (f=2.05, p=0.039) y HOMA-B (B=-32.14, p=0.025) en

participantes sin diabetes.



Con el total de los 10 SNPs que se identificaron asociados a DM2 de inicio en la edad pediatrica, se construyé
un GRS el cual tuvo una asociacion significativa con DM2 (OR=1.3 por alelo de riesgo, p=0.008). Por su
parte, el Z-score del IMC y el antecedente de DM2 en la madre también se asociaron con la presencia de la
enfermedad (OR=1.7, p=0.004 y OR=6.4, p<0.001 respectivamente). No identificamos asociacién con
ninguna de las otras variables ambientales analizadas. El area bajo la curva del modelo incluyendo edad,
sexo, Z-score del IMC, historia materna de DM2 y el GRS fue significativamente mayor que el modelo sin

esta Ultima variable (0.78 vs 0.71 respectivamente, p=0.020).

Conclusiones. La DM2, asi como otras alteraciones cardiometabdlicas, tienen una fuerte heredabilidad y/o
contribucién ambiental en nifios y adolescentes mexicanos, lo que resalta la complejidad de estos trastornos.
La heredabilidad de la DM2 de inicio en la edad pediatrica se estim6 en 50%, con una mayor transmision
por rama materna. Este estudio permiti6 ademas identificar 10 SNPs asociados a la presencia de DM2 de
inicio en la edad pediatrica en familias de nifios y adolescentes mexicanos con diferencias en la transmision
parental en algunos de ellos. Algunos de estos SNPs no habian sido relacionados con la enfermedad y otros
se habian reportado en grupos étnicos diferentes al nuestro o Unicamente en presentaciones tardias. La
inclusién de estos 10 SNPs en un GRS, en conjunto con factores de riesgo habituales para la enfermedad,
parece mejorar la prediccion de DM2 de inicio en la edad pediatrica en nuestra poblacién; sin embargo, se

requiere de otros estudios para confirmar estas observaciones.
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ANTECEDENTES

En las ultimas décadas, la prevalencia de obesidad, sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
ha incrementado en todo el mundo."? En México, aproximadamente 70% de los adultos y 34.4% de los nifios
(5-11 afos) tienen sobrepeso u obesidad, de los cuales 26.6% y 20% tienen sindrome metabdlico,
respectivamente, mientras que el 9.1% de los adultos tienen diabetes, siendo la DM2 la forma mas

prevalente .35

Por mucho tiempo, la DM2 se consideré una enfermedad exclusiva de adultos, sin embargo, el perfil
epidemiolégico ha cambiado. En México, la enfermedad se esta presentando a edades tempranas (antes de
los 45 afios)® 7 e inclusive en etapas que podriamos considerar como “ultra tempranas” (antes de los 19
afos).® Hasta hace dos décadas, de todos los casos de diabetes en pacientes pediatricos, la DM2
comprendia solo el 3%, pero el cambio en los estilos de vida que favorecen el desarrollo de obesidad, ha
ocasionado un incremento en el porcentaje de casos, reportandose 45% en Norteamérica y 80% en Japon.®
Aunque la prevalencia de DM2 en nifos y adolescentes continta siendo baja, el sobrepeso y la obesidad
han incrementado,’ por lo que se espera que llegue a ser el principial tipo de diabetes en las siguientes

décadas como se ha observado en algunas poblaciones." 12

Se ha senalado que la DM2 de inicio temprano corresponde a un fenotipo mas agresivo, los pacientes suelen
ser mas obesos, tienen mayores alteraciones lipidicas, peor control metabdlico, mayores complicaciones
crénicas, asi como un alto riesgo de infarto y muerte cardiovascular.'3' Sin embargo, estas aseveraciones
provienen de estudios que involucran pacientes mayores de 20 afios y es de esperar que la presentacion de

la enfermedad en la edad pediatrica se relacione con un fenotipo ain mas adverso.'”

Factores de riesgo

La DM2 es producto de un mecanismo dual de resistencia a la insulina y disfuncion de la célula beta
pancreatica.'’® Se trata de una enfermedad multifactorial en la cual participan factores genéticos y
ambientales que interactian predisponiendo o protegiendo a los individuos para desarrollarla. Cuando los
factores genéticos de susceptibilidad se combinan con factores ambientales nocivos, se desencadena la

expresion de la enfermedad.

Factores de riesgo ambiental

El tiempo en el que ha incrementado la incidencia de DM2 no ha sido suficiente para que se hayan

presentado cambios significativos en el genoma humano que por si mismos expliquen este aumento, por lo



que los factores ambientales son en gran parte los responsables del incremento de la enfermedad en

personas susceptibles.9 20

Se considera que la obesidad es el principal factor de riesgo adquirido para el desarrollo de DM2, esto
apoyado por un incremento paralelo entre la obesidad y la incidencia de la enfermedad en diversos grupos
poblacionales. Aproximadamente el 85% de los niflos con DM2 son obesos a consecuencia de estilos de
vida poco saludables relacionados con el sedentarismo y los malos habitos de alimentacion.® 2! La presencia
de obesidad, sobre todo aquella que se localiza a nivel visceral, ocasiona cambios metabdlicos diversos
(resistencia a la insulina, alteraciones en el metabolismo de los lipidos, estados pro-inflamatorios crénicos,

etc.) que se asocian con mayor riesgo de enfermedades metabdlicas y cardiovasculares.??

Entre los factores de riesgo ambiental, también se han sefialado los que influyen desde la etapa perinatal y
que son capaces de programar alteraciones metabdlicas que repercutiran en la vida adulta predisponiendo
al desarrollo de DM2 como son: la exposicién a diabetes gestacional, peso al nacimiento <2500 gr 6 >4000

gr, asi como el crecimiento acelerado durante los primeros meses de vida.23.24

Factores de riesgo genético

Los factores de riesgo genético permiten explicar por qué existe una mayor incidencia de la enfermedad en
algunos grupos étnicos asi como en familiares de pacientes afectados, la diferencia en la concordancia entre
gemelos monocigotos y dicigotos y el por qué la enfermedad se presenta solamente en algunos de todos

los individuos expuestos a factores ambientales adversos.2®

Grupos étnicos de riesgo. Estudios multiétnicos han descrito que las poblaciones asiatica, hispana, afro-

americana e indigena de Norteamérica tienen un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad, siendo los
indios Pima la poblacion mas susceptible.2628 La Federacion Internacional de Diabetes sefiala que la

prevalencia de la enfermedad en México es una de las mas altas a nivel mundial.2®

Agregacion familiar. Se ha observado que los familiares de pacientes con DM2 tienen un riesgo 2 a 6

veces mayor de desarrollar la enfermedad en comparacion con aquellos sin antecedentes familiares. Los
datos sugieren que aproximadamente 85% de los nifios con DM2 cuentan con un familiar afectado y se ha
estimado que cuando uno de los padres tiene DM2, la probabilidad de que sus hijos desarrollen la
enfermedad es de 40%; mientras que si ambos padres la presentan la probabilidad incrementa al 70%.3° En
un estudio previo realizado por nuestro equipo de investigacion, se encontr6 una prevalencia de la
enfermedad en familiares de nifios y adolescentes del 23.7%, lo que resulté mayor al 14.6% reportado como

la prevalencia nacional al tiempo que se hizo el estudio.?’
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Transmisién parental. En diversos estudios se ha reportado una mayor transmisiéon de la enfermedad por

rama materna, asi como un mayor numero de mujeres afectadas. En un estudio en nifios México-americanos
con DM2, se report6 el antecedente de la enfermedad en el padre en 15.9%, en la madre en 38.6% y en
ambos en el 6.8%.32 Datos similares fueron observados en nuestra poblacién con afectacion del 18.9% de
los padres de pacientes pediatricos con DM2 y el 36.5% de las madres, encontrandose ademas un mayor

numero de familiares de segundo grado del sexo femenino afectadas.3’

Heredabilidad. Las familias ademas de compartir factores genéticos también comparten factores
ambientales que pudieran explicar la mayor frecuencia de la enfermedad en sus integrantes, pero la
concordancia observada de DM2 en gemelos monocigotos (50 a 80%) vs en gemelos dicigotos (37%) apoya
el papel de los factores genéticos en el riesgo familiar.33 La heredabilidad es una medida para establecer el
componente genético de una condicion y hace referencia a la variabilidad fenotipica que puede ser explicada
por factores genéticos. El grado de susceptibilidad genética para las alteraciones cardiometabdlicas varia
entre distintos grupos étnicos3* y se han reportado para el caso de DM2 heredabilidades que van de 0.20 a
0.80.35 La mayoria de esta informacién deriva de estudios en adultos y la heredabilidad no necesariamente
puede extrapolarse a nifios, debido a que la contribuciéon de los factores genéticos y ambientales puede se
diferente a lo largo de la vida. Especificamente, la participacion de los factores genéticos puede ser mayor
cuando enfermedades complejas como la DM2 afectan a poblacién joven.’® Uno de los problemas
encontrados cuando se evalua la importancia de los factores genéticos, como ya se menciond, es que las
familias también comparten factores ambientales, por lo que cualquier correlaciéon observada entre los
integrantes de una familia puede ser debida a factores de riesgo ambiental en comun. Por lo anterior, es
importante incluir a los factores ambientales en la estimacién de la heredabilidad, lo cual ha sido una

debilidad en varios de los estudios previos.

Variantes genéticas. Se han realizado multiples estudios en busqueda de factores genéticos relacionados

con la DM2 y se han propuesto una gran cantidad de genes candidatos en diversos estudios familiares y
poblacionales.?”- 38 Sélo entre el 5y 10% de los casos de DM2 son causados por alteraciones monogénicas
y la mayoria parece ser el resultado de la participacion de diversos genes, cada uno con diferentes aspectos
de susceptibilidad o de proteccion, con efectos parciales y aditivos, que interactuan entre si en distintas
combinaciones y en donde cada uno de los factores ambientales involucrados pueden modificar su expresion
y acelerar o retrasar el inicio de la enfermedad; por lo anterior, el patron de susceptibilidad de cada individuo

puede resultar dificil de identificar.25 39. 40

Con los resultados del proyecto del genoma humano se han podido detectar secuencias particulares de
riesgo para DM2 que corresponden en su mayoria a variaciones en la secuencia del ADN que afectan a un

solo nucleodtido y que son conocidas como SNPs, las cuales se presentan en mas del 1% de la poblacion.!:
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42 Los SNPs comprenden hasta el 90% de las variantes genémicas y pueden modificar secuencias de

transcripcidn o traduccion y por lo tanto alterar diversas vias metabdlicas.*3 44

En la actualidad, aproximadamente 153 variantes en >120 loci han sido asociadas a DM2 en adultos, las
cuales explican menos del 20% de la heredabilidad de la enfermedad.*5 Estos estudios genéticos se han
relizado casi exclusivamente en adultos y los hallazgos se han replicado en su mayoria en poblacién europea
y asiatica, mientras que los estudios en poblacién de descendencia hispana, incluyendo la mexicana no ha
sido tan extensa. Uno de los meta-anadlisis mas recientes es el de Saxena y cols., que incluyé mapeos
amplios del genoma (~50,000 SNP) en poblacién europea, identificando los loci mas asociados a DM2 en

esta poblacién (Tabla 1).46

Debido a las diferencias genéticas entre los distintos grupos étnicos, se requiere la identificacion del perfil
de riesgo en escenarios particulares. En poblacion México-americana se han sefalado regiones de
susceptibilidad en los cromosomas 2, 3, 4, 9, 10 y 154" 48 y entre los genes con mayor asociacion se
encuentran: TCF7L2, CAPN10, HNF4, UBQLNL, OR52H1, RALGPS2, MGEAS, IRS-1, EGR2.4%-52 Asimismo,
en poblacién mexicana se han descrito SNPs asociados a la enfermedad en los genes CAPN10, CNR1,
SLC30A8, GCK, PCSKA, IL6, HNF1, ABCAl, SLC16All, PPAR, LOC100507205, entre otros.53%° SNPs
del gen TCF7L2 (rs7903146 y rs12255372), han sido los que con mayor consistencia se han asociado a

DM2 en distintas poblaciones, incluyendo la mexicana.46. 60. 61

Tabla 1. SNPs asociados a DM2 en un meta-analisis de estudios con ancestria europea (modificado
de la referencia ).

Cromosoma Gen SNP Alelo de riesgo  FAR OR (IC95%) p

1 NOTCH2 rs10923931 T 0.10  1.06 (1.01;1.12) 3.23E-2
1 NOTCH2 rs2641348 G 011 1.06(1.01;1.12) 1.95E-2
2 GCKR rs780094* C 0.59  1.09(1.05;1.12) 2.12E-7
2 THADA rs7578597 T 0.90 1.16(1.10;1.22) 2.91E-7
2 RBMS1 rs6718526 C 079 1.16(1.10-1.22) 1.20E-1

3 PPARG rs1801282 C 0.88 1.11(1.10-1.16) 2.15E-5
3 PPARG rs7649970 C 0.88 1.11(1.06-1.16) 7.87E-6
3 ADAMTS9 rs4607103 C 0.74  1.05(1.02-1.10) 411E-3
3 ADAMTS9 rs9860730 A 0.68 1.05(1.02-1.09) 1.243-3

3 IGF2BP2 rs1470579 C 0.32 1.14(1.10-1.18)  9.19E-16
4 VFS1 rs10010131 G 060 1.14(1.10-1.18) 3.37E-2
4 WFS1 rs4688985 G 0.73  1.10(1.05-1.14) 2.88E-7
6 CDKAL1 rs7754840 C 0.32 1.16(1.12-1.20)  4.58E-19
6 CDKAL1 rs9368222 A 027 1.18(1.14-1.22)  5.37E-21
7 DGKB-TMEM195 rs10244051 G 0.54  1.04(0.95-1.14) 4.02E-1

7 JAZF1 rs864745 T 0.50  1.11(1.08-1.14) 2.22E-9
7 GCK rs4607517 A 0.18  1.10(0.98-1.23) 1.07E-1
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Cromosoma Gen SNP Alelo de riesgo  FAR OR (IC95%) p

7 GCK rs1990458 C 059  1.08(1.04-1.11) 1.67E-6
8 SLC30A8 rs13266634 C 0.70  1.11(1.08-1.15) 2.49E-9
9 CDKN2A/B rs10811661 T 082 1.19(1.14-1.23)  4.83E-16
10 CDC123/CAMK1D rs12779790 G 0.18  1.07 (0.99-1.15) 7.28E-2
10 HHEX/IDE rs5015480 C 060 1.12(1.10-1.16)  2.68E-14
10 TCF7L2 rs7903146 T 030 1.44(1.40-1.49) 1.21E-109
11 KCNQ1 rs163184 G 048  1.08(1.05-1.11) 6.08E-7
11 KCNQ1 rs2237892 C 094  1.11(0.92-1.37) 2.61E-1
1 KCNQ1 rs231362 G 052 1.08(1.04-1.11) 5.90E-6
1 KCNJ11 rs5215 C 0.37  1.09(1.06-1.13) 1.65E-8
1 CENTD2 region rs613937 A 081 1.08(1.04-1.13) 1.17E-4
1 MTNR1B rs10830963 G 0.30 1.05(1.01-1.08) 8.07E-3
1 IRS1 region rs2943634 C 067 1.05(1.01-1.08) 4.32E-7
12 TSPANS/LGRS rs7961581 G 0.71  1.06 (1.01-1.10) 1.57E-2
12 HMGA2 rs17179453 C 0.09 1.10(1.05-1.16) 3.73E-4
12 HNF1A rs12427353 G 0.77  1.07 (1.03-1.12) 4.76E-4
15 ZFAND6 rs2903265 G 0.72  1.01(0.98-1.05) 4.62E-1
16 FTO rs11642841 A 041 1.06(1.03-1.09) 1.78E-4
17 HNF1B rs4430796 G 051  1.08(1.05-1.12) 2.48E-7
X DUSP9 rs5945326 A 0.77  1.09(1.03-1.15) 2.53E-3

FAR: frecuencia del alelo de riesgo, OR: odds ratio.

En el 2011, se publicaron los resultados de un estudio amplio del genoma en mexicanos (967 casos y 343
controles) en conjunto con un meta-analisis de la muestra de México-americanos del estudio Starr County
TX, USA, asi como de los genes mas asociados del Diabetes Genetics Replication and Meta-analysis
Consortium (DIAGRAM).5® Las principales variantes genéticas asociadas a DM2 en esta poblacion se

muestran en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Resultados del meta-analisis de los datos de la Ciudad de México y el Starr County Study

(modificado de la referencia®).

Cromosoma Gen SNP Otro alelo Alelo efecto  OR (IC 95%) P

Sin indice de masa corporal como covariable
1 RP11-354K1.1  rs7516189 G A 1.46 (1.24-1.72) 7.5E-6
3 LSAMP rs938911 G A 2.05(1.50-2.82) 8.6E-6
3 FGF12 rs9831045 T A 141(1.22-162) 2.4E-6
8 CSMD1 rs9773092 T G 142 (1.23-163) 9.4E-7
8 NIIPAL2 rs896416 C T 1.37 (1.19-1.57) 7.7E-6
9 RP11-74C3.1  rs10809674 A G 147 (1.25-1.74)  5.6E-6
12 CIT rs202983 A G 1.52 (1.26-1.82) 8.9E-6
12 HNF1A rs7305618 T C 1.69 (1.3-2.06)  2.8E-7
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Cromosoma Gen SNP Otro alelo Alelo efecto  OR (IC 95%) P

22 DEPDC5 rs5998144 T C 1.56 (1.29-1.89) 4.5E-6
Con indice de masa corporal como covariable
1E-6 EPHB2 rs10465543 G A 1.52 (1.26-1.83) 9.4E-6
1E-6 RP11-354K1.1  rs7516189 G A 1.48 (1.25-1.75) 5.73E-6
3E-6 FGF12 rs9831045 T A 1.39 (1.20-1.61) 9.16E-6
4E-6 ANK2 rs413019 G A 1.41(1.21-1.64) 6.71E-6
8E-7 CSMD1 rs9773092 T G 1.43(1.24-1.65) 6.11E-7
8E-6 MCPH1 rs4841333 A G 1.50 (1.26-1.78)  3.70E-6
9E- RP11-74C3.1  rs10809674 A G 1.52 (1.28-1.80) 1.93E-6
11 KCNQ rs2237892 T C 147 (1.24-1.74) 6.75E-6
12 CIT rs202983 A G 1.57 (1.30-1.90) 2.71E-6
12 HNF1A rs7305618 T C 1.69 (1.38-2.08) 3.91E.7
22 DEPDC5 rs5998144 T C 1.61(1.32-1.96) 1.68E-6

FAR: frecuencia del alelo de riesgo, OR: odds ratio.

Tabla 3. Resultados del meta-andlisis de estudios de la Ciudad de México y el estudio DIAGRAM
(modificado de la referencia®).

0,
Cr Gen SNP 3212 QLEJ& (|c09§%) gazt(lli(r:n?esn/tot)) segui;iento
3 FG2BP2  rs1374910 C T  13(116-145) 95E6 130 (1.16-145)  9.5E-6
9 PTPRD 11544056 C A 1.18(141-126) 44E7 148(111-126)  44E7
O CDKNZA/CDKNZB 151333061 T A 132(121-144) 9.6E-10 132(121-144)  9.6E-10
1 KCNQT 12237892 T C 126(144-140) 566 126(1.14-140)  56E-6
12 HNFIA  1s7305618 T C 116(108-124) 44E5 1.16(1.08-124)  44E5
14 Cldofl0  rs730570 A G 121(142131) 4066 121(112-131)  40E6

Cr: cromosoma

SNPs de los genes SLC16A11 (rs13342232) y ABCA1 (rs9282541) se han identificado como marcadores
genéticos para DM2 casi exlusivamente en poblacion mexicana, con una mayor fuerza de asociacion en
presentaciones tempranas de la enfermedad (<40 afos), aunque no habian sido explorados en
presentaciones “ultratempranas” (<19 afios).5% 62

La mayoria de los estudios de genes de susceptibilidad para DM2 incluyen adultos mayores de 50 afios,
mientras que los estudios en nifios y adolescentes son escasos. A pesar de que se considera que la
susceptibilidad genética es mayor cuando estas enfermedades complejas afectan a individuos de menor
edad, haciéndolos menos tolerantes a los factores de riesgo ambiental,3® los SNPs asociados con el riesgo
de DM2 de presentacién en la edad adulta no siempre se observan en presentaciones tempranas de la
enfermedad o viceversa.®® 8 Estas diferencias pueden ser debidas a distintos perfiles genéticos,

interacciones con otros factores ambientales que modifican la expresion de la enfermedad a diferentes
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edades o bien puede ser solamente cuestion de tiempo para que los individuos susceptibles desarrollen
DM2.

De los genes de riesgo descritos en adultos, el gen TCF7L2 ha mostrado tener alguna asociacion en estados
pre diabéticos en nifios, mientras que el gen HNF1 G319S ha sido confirmado como gen de susceptibilidad
en nifios con DM2.8% Por su parte, Dabalea y cols., identificaron variantes del gen TCF7L2 asociados con un
incremento en el riesgo de DM2 en adolescentes afro-americanos pero no asi en blancos no hispanos.® En
México, se realizé un estudio en familias de pacientes pediatricos con DM2, en el cual se investigo el papel
de los genes relacionados con la diabetes tipo MODY (maturity-onset diabetes of the young), sin encontrarse
asociacion.®%.67 Hasta nuestro conocimiento, estos son los Unicos estudios que han evaluado la asociacién
de variantes genéticas con la presencia de DM2 de inicio en la edad pediatrica, por lo que se requiere de
mayor investigacién para identificar variantes de susceptibilidad para DM2 en estas presentaciones

“ultratempranas” de la enfermedad.

Los marcadores de riesgo genético para DM2 también se han asociado con los niveles de glucosa, funcion
de la célula beta pancreatica, asi como con la sensibilidad y resistencia a la insulina en adultos sin DM2,
esto independiente de su indice de masa corporal (IMC).88 ¢ También se han observado asociaciones

similares en nifos.”®

La mayoria de los SNPs relacionados con DM2 se asocian con un riesgo relativamente bajo, sin embargo,
un riesgo mayor se puede obtener mediante la combinacién de diversos marcadores juntos.** Se ha
sefialado que por cada alelo de riesgo (puntuacion de riesgo genético o GRS por sus siglas en inglés) el OR
puede ser de 1.06 (IC95% 1.03-1.08), el cual se mantiene al ajustar por edad, sexo, IMC, tabaquismo,
actividad fisica y alimentacion.”! En poblacién hispana, una evaluacion de GRS que considerd 27 SNPs,
mostrd una asociacion significativa con el riesgo de DM2 (OR=1.07 por alelo de riesgo, IC95% 1.03-1.12,
p=0.0021).46 La integracion de estos factores genéticos a los factores de riesgo clasicos para el desarrollo

de DM2, podria mejorar los modelos de prediccion de la enfermedad en poblacion susceptible.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México la DM2 representa un problema de salud publica debido a que su prevalencia ha ido en aumento
y se esta extendiendo a edades cada vez mas tempranas. Se sabe que existe una mayor incidencia de DM2
en grupos familiares en donde sus integrantes comparten factores genéticos y ambientales; sin embargo, se
desconoce el por qué no todos los familiares desarrollan la enfermedad y de los que la presentan no se sabe
por qué lo hacen de forma distinta. Se ha postulado que los factores genéticos pueden contribuir a las

diferencias en la susceptibilidad para presentar la enferemedad entre los individuos, pero a pesar de lo

15



anterior, la interaccién de los factores genéticos con los factores ambientales de riesgo para el desarrollo de

DM2 asi como de otras alteraciones metabdlicas no esta completamente delineada.

A pesar de que existe una gran cantidad de estudios que han identificado variantes genéticas asociadas a
DM2 en distintos grupos étnicos, la informacidon es menor en poblacion mexicana, la cual parece tener
genotipos de susceptibilidad propios que hasta la fecha no estdn completamente identificados. Aunado a lo
anterior, a pesar de que se considera que puede existir una mayor participacion de factores genéticos en las
enfermedades complejas cuando afectan a poblaciéon de menor edad, la informacién sobre variantes génicas
en las presentaciones pediatricas de DM2 es todavia escasa. Otra interrogante que ha sido poco explorada,
es si la mayor correlacion de la enfermedad por rama materna puede ser explicada por una diferencia en la

transmision parental de variantes genéticas de susceptibilidad.

Por lo anterior, se requieren estudios que permitan identificar los factores genéticos que contribuyen al riesgo
de DM2 de inicio en la edad pediatrica en poblacion mexicana y analizar su posible contribucién al incluirlos

junto con los factores de riesgo ya descritos para la enfermedad en los modelos de prediccion de riesgo.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

= ; Cual es la heredabilidad de la DM2 y variables metabdlicas relacionadas en familias mexicanas?

= ;Existen diferencias en la transmision parental de la DM2 y otras variables metabdlicas relacionadas en
familias mexicanas?

= ; Cuales son los SNPs que contribuyen al riesgo de DM2 en pacientes pediatricos mexicanos?

= ;Cual es el patron de transmision parental de los SNPs asociados a DM2 en familias mexicanas con
pacientes pediatricos afectados?

= ;Existe asociacién de los SNPs identificados de riesgo para DM2 con otras variables metabdlicas
relacionadas con la enfermedad?

= ;La suma de los alelos de los SNPs identificados puede mejorar la prediccion que se tiene con los

factores de riesgo clasicos para el desarrollo de DM2 de inicio en la edad pediatrica?

JUSTIFICACION

El aumento en la prevalencia e incidencia de la DM2 en todos los grupos etarios de nuestro pais y el alto
costo que conlleva la atencién de la enfermedad y sus comorbilidades, llevan a la necesidad de contar con
modelos de prediccién diagndstica y prevencion desde etapas tempranas de la vida. Dado que se trata de
una enfermedad multifactorial, ademas de los factores de riesgo clasicos para la enfermedad (ej. obesidad,
antecedentes familiares, peso bajo o alto al nacimiento, etc.), se deben de incorporar factores de riesgo

genético a los modelos de prediccion. Por lo anterior, es importante identificar las variantes genéticas que
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pudieran ser propias de la poblacién mexicana, lo cual podria favorecer la deteccidon de poblacion en riesgo.
Adicionalmente, la identificacién de variantes genéticas asociadas al riesgo de DM2 de inicio en la edad
pediatrica, contribuira a un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares involucrados en el

desarrollo de la enfermedad.

OBJETIVOS

Objetivo general

= Identificar factores genéticos relacionados con la presencia de DM2 de inicio en la edad pediatrica

en familias nifios y adolescentes mexicanos.

Objetivos especificos

= Estimar la heredabilidad y contribucién ambiental de la variacion fenotipica de la DM2 en familias de
nifos y adolescentes mexicanos.

= Identificar diferencias en la transmision parental de la DM2.

= Evaluar la asociacion de 64 SNPs previamente asociados con obesidad y otras alteraciones metabdlicas
con la presencia de DM2 de inicio en la edad pediatrica.

» Evaluar la asociacion de 4 SNPs previamente asociados con DM2 (2 SNPs del genTCF7L2, 1 SNP del
SLC16A11 y 1 SNP del ABCAL1) con la presencia de DM2 de inicio en la edad pediatrica.

» Identificar el patrén de transmisién parental de los SNPs de riesgo.

= |dentificar la asociacion de los SNPs estudiados con otras variables metabdlicas relacionadas a la DM2
en individuos con y sin DM2.

= Construir un GRS con los SNPs identificados asociados con la presencia de la DM2 de inicio en la edad

pediatrica y evaluar su asociacién con la enfermedad.

Objetivos secundarios

= Estimar la heredabilidad y contribucién ambiental de variables metabdlicas relacionadas con la DM2 en
familias de nifios y adolescentes mexicanos.

= |dentificar diferencias en la transmision parental de alteraciones metabdlicas relacionadas con la DM2.

= Evaluar la utilidad de la integracién del GRS a los factores de riesgo habituales para la prediccion de

DM2 de inicio en la edad pediatrica.

HIPOTESIS

Con el presente estudio se planteaba corroborar las siguientes hipétesis:
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» La heredabilidad para DM2 sera 250% para DM2 y otras variables metabdlicas relacionadas, siendo
esta heredabildiad mayor en presentaciones mas tempranas de la enfermedad.

= Existiria una mayor transmisién de la DM2, variables metabdlicas y SNPs asociados a DM2, por la rama
materna.

= Se identificarian al menos 5 SNPs de riesgo para DM2 de inicio temprano con un OR 21.3.

= Los SNPs evaluados se podrian asociar con otras variables metabdlicas relacionadas en individuos con
y sin diabetes.

= Se podria integrar una puntuacién de riesgo genético con un OR 21.07 por alelo de riesgo con los SNPs

identificados asociados a la enfermedad.

METODOLOGIA

Tipo de estudio

El presente estudio parte de un disefio transversal analitico en el que se incluyeron tres generaciones de
familias de 99 pacientes pediatricos con DM2 y 85 familias de nifios y adolescentes sin la enfermedad. Lo
anterior, permitié analizar la heredabilidad, correlacion ambiental y transmisidon parental de las variables

analizadas.

A partir de estas familias se pudieron identificar casos con DM2 y controles sin la enfermedad (nifios y
adultos) para el analisis de la asociacion de las variantes genéticas con la presencia de la enfermedad. La
inclusion de controles adultos ademas de los controles pediatricos, permitié reducir la posibilidad de una
mala clasificacion de la enfermedad, ya que los controles pediatricos podrian desarrollar la enfermedad con

el paso del tiempo.

Se construy6 un disefo “hibrido” en el que se pudieron realizar analisis de casos-controles, casos-trios y
pares de hermanos, con el objetivo de identificar asociaciones entre las variantes genéticas y la presencia
de DM2. Los estudios de tipo casos-controles son utilizados para probar asociaciones entre enfermedades
y genes candidatos, teniendo como alternativas los estudios de base familiar. Para incrementar el poder
estadistico de estos estudios se han propuesto abordajes “hibridos” en los cuales se combinan disefios de
casos-controles y casos-trios con el objetivo de enriquecer el anadlisis genético sobre todo en aquellas
enfermedades de baja prevalencia y alelos de poca frecuencia como es el caso de la DM2. Los modelos
hibridos permiten estimar riesgos relativos del genotipo incluyendo trios de casos y sujetos no familiares.
Ademas, estos modelos tienen la ventaja de poder analizar datos de ligamiento parental y analisis de datos

con valores ausentes.

18



Participantes

Familias con un caso de DM2 de inicio en la edad pediatrica. Se consideraron como casos indices a
pacientes de cualquier sexo, con diagnéstico reciente de DM2 (menos de un mes), con inicio de la
enfermedad antes de los 18 afios. Los pacientes fueron reclutados entre enero de 2011 y junio de 2014 en
la Clinica de Diabetes del Hospital Infantil de México Federico Gomez. A partir de estos casos indices se

incluyo a sus padres y hermanos, asi como informacién de sus abuelos.
La presencia de DM2 fue determinada de acuerdo a los siguientes criterios:

= Diagnéstico previo de DM2 y/o resultados positivos en una curva de tolerancia oral a la glucosa (CTOG)
de acuerdo a los criterios de la Asociacion Americana de Diabetes. !2

= Ausencia de anticuerpos anti-descarboxilasa del acido glutamico y anti-insulina.

= Sin caracteristicas clinicas para considerar diabetes tipo MODY como:

- Elevacion leve y estable de la glucosa.

- Multiples miembros en la familia con diabetes sin caracteristicas de tipo 1 (sin auto-anticuerpos
pancreaticos, sin requerimientos o pocos requerimientos de insulina 5 afios posteriores al
diagnostico) o de tipo 2 (obesidad marcada, acantosis nigricans).* 2

» Niveles de péptido C 20.45 ng/mL.

Familias control. Fueron contactadas solicitando a las familias caso que invitaran amigos, vecinos o
conocidos, con algun integrante de edad similar a los casos indices y que no tuvieran el diagnéstico de
diabetes para que fungieran como controles poblaciones. La ausencia de la enfermedad fue corroborada al

momento del estudio mediente una CTOG. Estas familias no tenian relacién familiar con los casos.

Todas las familias habitaban en la zona metropolitana del Valle de México y las tres generaciones a partir
del caso indice eran nacidas en México. Nuestro grupo de investigacion ha observado que la proporcién de
ancestria de la cual proviene nuestra muestra consiste en 65% nativo americano, 30% europeo y 5%

africano.%3.72.73

Para las mediciones bioquimicas no se incluyeron a menores de 8 afios, mujeres embarazadas, pacientes
con enfermedades crénicas que podian modificar las variables de estudio (enfermedades autoinmunes,

oncoldgicas, etc.), exceptuando sindrome metabdlico, diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares.
Procedimientos

Las mediciones se realizaron en el Hospital Infantil de México Federico Gomez. Se incluyé informacion tri-

generacional de las familias y se realizaron las mismas mediciones fenotipicas tanto en los integrantes de
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las familias caso como en las familias control. Mediante interrogatorio directo a los padres se obtuvo
informacion de los abuelos (edad, sexo e historia de DM2 y otras enfermedades crénicas). Las mediciones
antropomeétricas, pruebas bioquimicas, aplicacidon de cuestionarios de actividad fisica y frecuencia de
consumo de alimentos, evaluacion de la condicion fisica, asi como la genotipificacion fue obtenida en las
generaciones de padres e hijos. Adicionalmente se obtuvo informacién sobre antecedentes perinatales en

la ultima generacion.

Se invitdé a los participantes y se les explicaron las caracteristicas del estudio, objetivos, procedimientos,
riesgos y beneficios. Se solicitd la firma de las cartas de consentimiento informado, asentimiento y
autorizacién para guardar muestras de sangre en un banco de ADN a cada uno de los participantes (Anexos

2,3y 4). Los integrantes de las familias acudieron en dos ocasiones para la realizacion del estudio.

En la primera visita se obtuvieron los antecedentes heredofamiliares y perinatales de los participantes y se
realizaron las mediciones de presion arterial y antropometria (Anexos 5 y 6). Los pacientes acudieron con
ayuno de 12 horas y se tom6 una muestra de glucemia capilar, asi como muestras de sangre venosa para
la determinacion de las pruebas bioquimicas y los estudios genéticos. Adicionalmente, se aplicaron los

cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos y actividad fisica (Anexos 7 y 8).

En una segunda visita programada 1 a 2 semanas después, se realizé la prueba de Harvard para evaluar la
condicion fisica de los participantes. Se entregd por escrito un resumen de la valoracién de su condicion
nutricia y de los examenes de laboratorio. Asimismo, los pacientes recibieron asesoria sobre los estilos de
vida para disminuir el riesgo de enfermedades metabdlicas y cardiovasculares. En los casos en los que se
encontraron alteraciones que requerian de atencidon médica, los pacientes fueron referidos a su servicio de

salud correspondiente.

Antropometriay presion arterial

Los participantes fueron medidos sin zapatos y utilizando ropa ligera. El peso fue determinado en una
bascula digital (Seca® 884, Hamburgo, Alemania) con una exactitud de 0.1 kg. La talla fue determinada
mediante un estadimetro (Seca® 225, Hamburgo, Alemania) con una exactitud de de 0.1 cm. Se calcul¢ el
IMC utilizando estas dos mediciones. La circunferencia de cintura (CC) fue medida al final de la espiracion
con una cinta flexible no elastica con un exactitud de 0.1 cm (Seca® 200, Hamburgo, Alemania) en posicién

de pie, en el punto medio entre el borde costal inferior y la cresta iliaca.

La presién arterial se midioé con un esfingomanémetro de mercurio en el brazo derecho sostenido a nivel del
corazon posterior a un reposo de 5 minutos en sedestacion, con un brazalete de tamafo adecuado el
paciente. Se realizaron tres mediciones utilizando el primero y quinto ruido de Korotkoff con la lectura mas

cercana cada 2 mmHg y finalmente se calculd el promedio de las mediciones.
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Pruebas bioquimicas

Los participantes acudieron con un ayuno de 12 horas y se obtuvieron muestras de sangre periférica (10 mL
en total) para la medicion de: glucosa (mg/dL, hexocinasa Dimension RXL.MAX, Siemens®), insulina
(mU/mL, quimioluminiscencia IMMULITE 1000, Siemens®, Euro, DPC, Llanberis, Reino Unido), péptido-C
(ng/dL, quimioluminiscencia IMMULITE 1000, Siemens®, Euro, DPC, Llanberis, Reino Unido), hemoglobina
A1c (HbA1c % y mmol/mol, Dimension RXL.MAX Siemens® inmunoensayo), colesterol total, colesterol HDL
(c-HDL) y triglicéridos (Hitachi 902 analyzer®, Hitachi, LTD., Tokio, Japon).

En los participantes sin el diagndstico de diabetes y en quienes la glucemia en ayuno fue <126 mg/dL, se
realizé una CTOG con 1.75 g/kg de glucosa anhidra con un maximo de 75 g). Se realizaron mediciones de

glucosa e insulina a las 2 horas posteriores a la aministracion de la glucosa (2 mL).

Para valorar la resistencia a la insulina se calculé el indice de HOMA-IR ([glucosa de ayuno en mg/dL x
insulina en ayuno en mU/mL]/405),74 75 y para la evaluaciéon de la capacidad secretora de la célula beta
pancreatica se determiné el indice HOMA-B ([insulina de ayuno en mU/mL x 20]/[glucosa de ayuno en
mmol/L-3.5]).75 Adicionalmente se evalud la sensibilidad a la insulina mediante el indice QUICKI (1/[log
insulina de ayuno en pU/mL] + [log glucosa de ayuno en mg/dL]).”® La determinacion de colesterol-LDL (c-
LDL) se obtuvo mediante la féormula de Friedewald (c-LDL= colesterol total en mg/dL — c-HDL en mg/dL —

triglicéridos en mg/dL/5).

Clasificacion de alteraciones metabélicas

= Diabetes. Antecedente de la enfermedad bajo tratamiento médico, o glucosa en ayuno 2126 mg/dL, o
>200 mg/dL en la determianacion a las 2 horas de una CTOG.

» Glucosa en ayuno alterada. Glucosa en ayuno =100 mg/dL (Unicamente en participantes sin diabetes).

= Hipercolesterolemia. Colesterol total 2200 mg/dL.

= Hipertrigliceridemia. Triglicéridos 2150 mg/dL.

» Hipertension. En los adultos se considerd con una presion 2130/285 mmHg o diagndstico de hipertension
bajo tratamiento médico. En nifios y adolescentes se defini6 como una presion sistélica o diastdlica >
percentil 90 para edad, sexo y estatura.

= Hipoalfalipoproteinemia. c-HDL <40 mg/dL en hombres, <50 mg/dL en mujeres y <40 mg/dL en nifios y

adolescentes.

= Obesidad/sobrepeso. Se consideré como sobrepeso un IMC 225 kg/m? y <30 kg/m2 en adultos y 2

percentil 85 y < percentil 95 en nifios y adolescentes. Obesidad fue considerada con un IMC 230 kg/m?

en adultos y > percentil 95 en nifios y adolescentes.
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= Obesidad abdominal. CC >90 cm en hombres, >80 cm en mujeres y = percentil 90 en nifios y

adolescentes de acuerdo a referencia nacional.””

» Resistencia a la insulina. HOMA-IR >3.16 (Unicamente en participantes sin DM2).

» Sindrome metabdlico. Presencia de 2 o mas de los siguientes criterios: obesidad abdominal,

hipertension, glucosa en ayuno alterada, hipertrigliceridemia e hipoalfalipoproteinemia.

Habitos de alimentacion y actividad fisica

La aplicacién de los cuestionarios sobre habitos de alimentacion y actividad fisica fueron realizados por
personal capacitado y cegado a la condicién del participante. La ingesta de alimentos fue evaluada utilizando
una version adaptada de un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos con una evaluacion semi-
cuantitativa considerando el mes previo a la evaluaciéon (Anexo 7). Como material de apoyo, se utilizaron
réplicas de alimentos para estandarizar el tipo y cantidad de los principales alimentos consumidos por los
participantes. El cuestionario consta de 111 alimentos clasificados en 13 grupos. Se estimé la ingesta por
dia calculando la cantidad de alimento en relacién a unidades de medida (ej. pieza, taza, plato, cuharada),
asi como el tamano (chico, mediano o grande). Para el analisis de la frecuencia de consumo se calcularon
los gramos o mililitros de la ingesta por dia de cada uno de los alimentos. El andlisis nutrimental se realizé
mediante el programa Food Processor® (version 10.10, 2012, ESHA Research Inc., Salem, OR), que incluye
alimentos de la dieta mexicana. Se calcularon los porcentajes de adecuacién de energia e ingesta de

macronutrimentos de acuerdo a las recomendaciones para la poblacién mexicana.

La actividad fisica se estim6 mediante un cuestionario (Anexo 8). Los participantes contestaron preguntas
acerca de la intensidad, frecuencia y duraciéon de sus actividades fisicas por semana. Se utilizé6 un
procedimiento estandarizado utilizando una escala continua para medir el gasto energético como

equivalentes metabdlicos (MET/minutos/dia). Un MET corresponde a 3.5 mL O2/kg="/min-1.78

Prueba de condicién fisica (Harvard)

Se evalué la condicion fisica utilizando la prueba del escalén de Harvard modificada, la cual consiste en
subir y bajar un escalén de 30 cm de altura, 42 cm de ancho y 38 cm de profundidad durante 5 minutos a
una velocidad de 30 ciclos por minuto con ambos pies. Se registré la frecuencia cardiaca a los 0, 1y 2
minutos posteriores a que los participantes completaran la prueba o ellos mismos detuvieran el ejercicio
prematuramente. El indice de condicion fisica se calculé mediante el total de segundos multiplicado por 100

y dividido por la suma de las 3 frecuencias cardiacas registradas.”®
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Genotipificacion

Se obtuvieron 10 mL de sangre periférica para la obtencion del material genético a partir de leucocitos en
sangre periférica. El aislamiento de ADN vy la identificacion de los SNPs se realiz6 en la Unidad de
Investigacion Médica en Bioquimica de la UMAE del Hospital de Especialidades Bernardo Sepulveda del
Centro Médico Nacional siglo XXI. El aislamiento del ADN se realizé por el método basado en la separacién
en columnas utilizando una herramienta comercial (QlAamp DNA Blood Mini/ Kit, Qiagen®, Alemania). La
pureza y concentracion se evalué por espectrofotometria a 260/280 nm (Epoch® spectrophotometer, BioTek
Instruments, Winooski, VT, EUA) considerando un cociente de pureza entre 1.7 y 1.9. La integridad del ADN
se confirmé mediante electroforesis con geles de agarosa al 0.8%. El andlisis de los SNPs se realizo

mediante dos técnicas:

» Un microarreglo que incluyé 64 SNPs (Anexo 9) previamente asociados con obesidad u otras
alteraciones metabdlicas. Se utilizé la plataforma TagMan® OpenArray® system (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), en la cual cada ensayo prediseiado incluye dos sondas TagMan alelo especificas
que continen senales fluorescentes distintas y un par de cebadores de PCR para detectar objetivos
SNPs especificos. La mayoria de estos SNPs previamente habian sido asociados a obesidad o IMC® y
dos de estos habian sido reportados por nuestro grupo de investigacion.8® Otros SNPs habian sido
previamente reportados asociados a variables relacionadas con el metabolismo de la glucosa o los
lipidos.®? Por lo anterior, todas estas variantes podrian estar relacionadas directa o indirectamente con
las vias que intervienen en el metabolismo de la glucosa y por ende con la DM2, por lo que uno de

nuestros propdsitos era identificar su asociacion con presentaciones pediatricas de la enfermedad.

= Identificacion de 4 SNPs (Anexo 9) previamente asociados con diabetes mediante sondas individuales
5°-Tagman® utilizando PCR en tiempo real de la plataforma Applied Biosystems® 7900HT de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems®, Foster City, CA, Estados Unidos). Dos de estas
variantes (TCF7L2/rs7903146 y TCF7L2/rs12255372) fueron escogidas debido a su consistente
asociacién con DM2 en estudios amplios del genoma y en estudios de meta-analisis,*® 8! y se han
reportado frecuencias del alelo menor de 21% y 53% respectivamente en poblacién con ancestria
mexicana de acuerdo al proyecto de los 1000 Genomas.® Los otros dos SNPs fueron seleccionados
debido a que previamente habian sido asociados con DM2 en poblacidn mexicana adulta
(SLC16A11/rs13342232 y ABCA11/rs9282541) y con un mayor riesgo en presentaciones tempranas de

la enfermedad. 5583

El total de los 68 SNPs analizados, su localizaciéon génica, las variantes alélicas y las asociaciones previas

reportadas por otros investigadores con la DM2 u otras alteraciones metabdlicas se presentan en el Anexo
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9. La genotipificacion fue mayor al 90% para todos los SNPs analizados. Para evaluar la reproducibilidad se
analizaron por duplicado 180 muestras del microarreglo y 70 muestras de las sondas individuales,

obteniendo una concordancia mayor al 95%.

Tamafio de muestray poder estadistico

El calculo de tamafio de muestra se realizé para estudios de asociacion génica, considerando de forma
individual cada uno de los SNPs incluidos. La estimacion se realizé mediante el programa Quanto v2.1 que

utiliza un modelo logistico basado en la siguiente formula:

a+y,G+y,E+y, GE

PT(D=1 G-E}z a+¥.G+y.E+yGE
l+e 50"

En este modelo logistico se consideré un tipo de herencia multifactorial, una prevalencia de la enfermedad
de 14.5%, alfa de 0.05, poder de 0.8 y la frecuencia de la variante génica reportada en el Hapmap. Se
consideraron los disefios de estudios de trios, casos y controles independientes y pares de hermanos. Se
identifico ademas la estimacion del riesgo (OR) de cada uno de los polimorfismos reportado en la literatura

ya sea para DM2 o para alteraciones metabdlicas relacionadas.

Los célculos estimaron tamafios de muestra entre 20 y 3,385 siendo el tamafio mayor para aquellos SNPs
con menor frecuencia, menor asociacion y en el disefio de pares de hermanos. Para los polimorfismos
rs9939609, rs10938397, rs6905288, rs4607517 y rs13342232 se obtuvieron tamafios de muestra menores
a 100. De acuerdo a lo anterior y a la factibilidad de alcanzar el tamafo de la muestra se plante6 estudiar
100 familias caso y 100 familias control, con lo cual esperdbamos identificar al menos 5 SNPs con un riesgo
>1.3.

A pesar de que el numero de casos de pacientes con DM2 en la edad pediatrica ha incrementado, no era
factible incluir a un numero mayor de participantes debido a que la prevalencia de la enfermedad en estas
edades continua siendo baja. Considerado el tamafo de muestra propuesto, se realiz6 el calculo del poder

utilizando el programa Quanto (v 1.2.4).

El poder que tenia nuestra muestra para detectar marcadores en el analisis de casos-controles, asumiendo
un modelo aditivo y una probabilidad de error tipo 1 de 0.05 considerando un OR = 1.4 fue de 19, 29 y 38%
para marcadores con 10, 20 y 50% de frecuencia del alelo menor respectivamente; para un OR = 1.6, el
poder fue de 34, 51 y 63% para frecuencias de 10, 20 y 50% del alelo menor respectivamente; y para un OR
= 1.9, el poder de deteccion fue de 58, 79 y 87% para marcadores con 10, 20 y 50% de frecuencia del alelo

menor respectivamente.
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En el caso del andlisis de los trios, para un OR = 1.4 se obtuvo un poder de 13, 29 y 38% para marcadores
con 10, 20 y 50% de frecuencia del alelo menor respectivamente; con OR = 1.6, el poder fue de 21, 33 y
41% para marcadores con 10, 20 y 50% de frecuencia del alelo menor respectivamente; y para un OR = 1.9,
el poder que se obtuvo fue 37, 55 y 65% para marcadores con 10, 20 y 50% de frecuencia del alelo menor

respectivamente.

El calculo del poder para variables cuantitativas relacionadas con DM2 (glucosa, insulina basal, insulina de
2 horas, péptido C, HOMA-Ir y HOMA-B) se estimé de 0.10 a 0.80 con un a = 0.05 en participantes sin DM2
y de 0.10 a 0.99 para aquellos participantes con DM2.

ANALISIS ESTADISTICO

Se determind la distribucién de las variables cuantitativas utilizando pruebas de asimetria y curtosis. Se
realiz6 un andlisis descriptivo de las variables sociodemograficas, clinicas y bioquimicas mediante la
determinaciéon de frecuencias, media y desviacion estandar (DE) o medianas y rango intercuartilico de
acuerdo al tipo y distribucion de las variables. El manejo de la base de datos se realizé en el programa
STATA (version 11.0; STATA Corp, College Station, TX). Se utilizé el programa Food Processor SQL
(version 10.9.0, 2011, ESHA Research, Salem, Oregon) para el analisis del aporte calérico asi como de
macro y micronutrimentos. Las diferencias entre los integrantes de las familias caso y control se evaluaron
mediante la prueba t de Student para las variables continuas de distribucién normal, U de Mann-Whitney

para diferencias de medianas y chi-cuadrada para las variables categéricas.

Para establecer las correlaciones familiares, heredabilidad (h?) y correlaciones ambientales (re) de la DM2 y
variables metabdlicas relacionadas, se utilizaron los comandos FCOR y ASSOC del programa Statistical
Analysis for Genetic Epidemiology (S.A.G.E. por sus siglas en inglés).8 Para las caracteristicas fenotipicas

metabolicas se consideraron tanto variables cuantitativas como dicotdmicas.

El comando FCOR calcula las correlaciones ambientales de todos los pares relacionados disponibles en los
familiogramas. Presenta la covarianza entre cualquiera de las correlaciones evaluando si existe diferencia

significativa entre ellas.8*

La heredabilidad de la DM2 se estimo utilizando el indice h2, el cual representa la proporcion de la variacion
fenotipica que es atribuible a los factores genéticos. La estimacion fue realizada mediante el comando
ASSOC para analizar la asociaciéon entre variables continuas o binarias, asi como covariables, con la
informacion de los familiogramas en presencia de correlaciones familiares. ASSOC se basa en un modelo
linear mixto y estima los parametros mediante el método de maxima verosimilitud. La varianza se fracciona

en la suma del componente aditivo poligénico (h?), un componente de hermano/marital (proporcion ambiental
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de la varianza) y un componente individual aleatorio. ASSOC también calcula correlaciones ambientales
intraclase (re) el cual puede interpretarse como cualquier otro coeficiente de correlacion.8* La heredabilidad
se estimd ajustando por edad, sexo, IMC, presencia de DM2, condicién fisica, actividad fisica, % de
adecuacion en la dieta, % de carbohidratos y % de lipidos como covariables dependiendo del fenotipo

evaluado. El nivel de significancia estadistica se establecié en p<0.05.

Para el analisis de la asociacién de los SNPs, se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas. Para
evitar falsos positivos por la distribucion diferencial de los genotipos se eliminaron aquellos con
genotipificacién menor al 95%, asi como aquellos con una reproducibilidad menor al 95% en las muestras
analizadas por duplicado. También se eliminaron aquellas muestras que tuvieron menos del 90% de los
SNPs genotipificados para evitar errores debidos a la baja calidad del material genético o problemas en el
proceso de genotipificacion. Por ultimo se eliminaron aquellos SNPs en los que los resultados faltantes

tuvieran una distribucién diferencial entre casos y controles para evitar falsos positivos (Plink v1.07).

Se evaluaron los familiogramas y las inconsistencias de la genotipificacion, para lo cual se utilizé el programa
PedCheck 1.2 para identificar datos faltantes o erréneos en la informacién de los familiogramas y evaluar la
consistencia de genotipificacion dentro de las familias (Figura 1). No se encontraron inconsistencias en los
familiogramas pero si en los genotipos y se detecté una familia en la que no correspondia una relacion

bioldgica con los padres.

Adicionalmente, en la limpieza de la base de datos se excluyeron aquellos SNPs con una frecuencia del
alelo menor a 0.08 debido al pequefio tamano de muestra con el que contamos, asi como aquellos que se
desviaron del equilibrio de Hardy-Weinberg en los controles (p<0.05). Los SNPs que se excluyeron
finalmente en el analisis se encuentran sefialados en el Anexo 9. En el analisis de la asociacion de los SNPs
se establecié un nivel de significancia estadistica de p<0.05 y ademas debido a las comparaciones multiples
se realizé correccion de Bonferroni con los SNPs analizados posterior al filtrado por la frecuencia del alelo
menor y el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para incrementar el poder estadistico, se calculé el valor de p combinando del analisis de la regresion de
casos-controles pediatricos, casos-controles adultos y casos-hermanos. Se estimaron razones de momios
e intervalos de confianza al 95% considerando los modelos aditivo, dominante y recesivos calculando el
menor valor de p para los tres modelos evaluados. En el modelo aditivo, un valor numérico (0, 1 o 2) fue
asignado en base al niumero de alelos de referencia. Estos analisis se realizaron en el programa STATA
version 11.0 (STATA Corp., College Station, TX).
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Figura 1. Familiogramas e inconsistencias de genotipificacion (PedCheck 1.2).
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En rojo representan se los casos, en verde lo controles y en azul los desconocidos. Los hombres se encuentran
representados por un cuadrado y las mujeres en circulos.
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Para realizar el analisis de desequilibrio de transmisién (TDT por sus siglas en inglés) en los trios, se utilizo
el comando TDTEX del programa S.A.G.E. Este comando compara el numero de alelos transmitidos con los
alelos no transmitidos e implementa varias versiones para probar la vinculacion entre un marcador y una

enfermedad en presencia de asociacién alélica o desequilibrio de ligamiento.8

Para incrementar el poder estadistico, se calculé el valor de p combinando el analisis de casos-controles y

de TDT de acuerdo con el modelo propuesto por Kazeem y Farral.8

Se realizd un analisis de regresion linear robusta ajustando por edad, sexo y clasificacion del IMC para
identificar la asociacion de cada uno de los SNPs con las variables cuantitativas relacionadas con DM2
ajustando por edad, sexo e IMC. El andlisis se realiz6 utilizando el modelo aditivo calculando el coeficiente
beta por alelo de riesgo. Este analisis incluyd un cribado inicial basado en la distancia de Cook> 1 para
eliminar los valores extremos gruesos, un calculo posterior de los valores iniciales y la implementacion de
las iteraciones de Huber seguidas de iteraciones de “biweight” (STATA version 11.0; STATA Corp., College
Station, TX).

Finalmente se identificd la asociacién de los factores conocidos para presentar la enfermedad entre casos y
controles (IMC, antecedente familiar de la enfermedad, factores de riesgo perinatales, condicion fisica, etc.)
y se construyo el GRS con la suma de los alelos de riesgo identificados. Se analizaron dos modelos de
regresion logistica: 1. Incluyo factores de riesgo ya conocidos para la enfermedad identificados en la muestra
(edad, sexo, Z-score del IMC y antecedente materno de DM2) y 2. Se agreg¢ la variable del GRS al modelo
previo. Se calcularon las areas bajo la curva para evaluar la capacidad discriminatoria para identificar la
presencia de DM2 de inicio en la edad pediatrica de los dos modelos.

CONSIDERACIONES ETICAS

Se trata de un estudio con riesgo mayor al minimo de acuerdo a la Ley General de Salud en materia de
investigacion, por lo que se solicitaron las cartas de asentimiento, consentimiento informado y de
autorizacién para el resguardo de muestras en un banco de ADN de cada uno de los participantes (Anexos
2, 3y 4). El protocolo fue aprobado por las Comisiones de Investigacion, Etica y Bioseguridad del Hospital
Infantil de México Federico Gomez con registros HIM 2013/014 y 2014/041.
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RESULTADOS

Se incluyeron 184 familias tri-generacionales con un total de 1,160 individuos (99 familias de nifios con DM2

y 85 familias de nifios control). Los familiogramas generaron 2,026 pares relacionados cuya distribucion se

muestra en la Tabla 4. Las caracteristicas demograficas, clinicas y bioquimicas de los padres y los hijos de

las familias incluidas se presentan en la Tabla 5.

Tabla 4. Distribucion de los pares relacionados de las familias caso y control.

Abuelos, padres e hijos

Padres e hijos solamente

Tipo de relacion Familias con . Familias sin Todalsl las . Familias con _ Familias sin Toda.s. las
integrantes con integrantes con familias integrantes con integrantes con familias
DM2 (n=99) DM2 (n=85) (n=184)  DM2 (n=99) DM2 (n=85)  (n=184)
Padre-Hijo 112 69 181 55 52 107
Madre-Hijo 142 89 231 53 54 107
Padre-Hija 132 83 215 71 53 124
Madre-Hija 149 100 249 70 55 125
Hermano-Hermano 27 29 56 17 17 34
Hermana-Hermano 53 42 95 37 27 64
Hermana-Hermana 40 29 69 37 21 58
Madre-Padre 157 119 276 57 55 112
Abuelo paterno-Nieto 33 34 67
Abuela paterna-Nieto 30 37 67
Abuelo materno-Nieto 54 38 92
Abuela materna-Nieto 48 47 95
Abuelo paterno-Nieta 43 32 75
Abuela paterna-Nieta 38 37 75
Abuelo materno-Nieta 56 34 90
Abuela materna-Nieta 43 50 93

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los participantes de las familias incluidas (caso

y control).

Madres Padres Hijas Hijos

(n=173) (n=122) (n=175) (n=174)
Edad (afios) 404 + 63 426 + 78 139 + 45 143 + 42
Peso (kg) 711 + 145 828 + 168 569 + 177 654 + 237
Talla (cm) 1547 + 61 1665 + 7.2 1505 + 120 159.8 + 13.8
IMC (kg/m?) 298 + 58 300 + 57 247 + 55 252 + 65
CC (cm) 939 + 127 991 + 124 815 + 148 852 + 17.0
PAS (mmHg) 69.2 + 113 742 + 132 606 + 101 630 *+ 114
PAD (mmHg) 1057 + 158 1113 + 191 940 + 136 969 + 16.1
Glucosa de ayuno (mg/dL) 1213 + 683 1116 + 575 1074 + 533 1046 + 46.7
Glucosa 2 horas (mg/d)? 1168 + 384 1121 + 471 1013 + 336 983 + 224
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Madres Padres Hijas Hijos

(n=173) (n=122) (n=175) (n=174)
HbA1c (%) 69 + 23 66 + 25 68 + 27 74 £ 44
Insulina de ayuno (mUl/mL) 88 + 6.3 89 + 75 116 + 149 110 % 107
Insulina 2 horas (mUl/mL)? 645 + 539 563 + 550 632 + 515 493 + 555
Péptido C (ng/dL) 26 £ 12 30 £ 23 25 + 17 26 % 21
HOMA-IR 25 + 2.2 23 + 18 31 + 42 3.0 £ 37
Colesterol total (mg/dL) 196.3 + 408 1978 + 369 1654 + 353 158.8 + 34.8
Colesterol-HDL (mg/dL) 471 + 122 410 £ 109 445 + 108 439 + 117
Colesterol-LDL (mg/dL) 1200 + 347 1186 + 30.3 992 + 289 94.0 + 27.0
Triglicéridos (mg/dL) 179.0 + 1716 2394 + 1828 1261 + 840 1388 + 116.2
% de adecuacién de ladieta 1010 £ 502 1111 + 572 109.0 + 59.8 1124 £ 71.2
% Proteinas 162 + 2.7 154 + 3.2 158 + 32 157 %+ 338
% Lipidos 212 = 74 269 + 6.9 299 + 83 292 % 83
% Carbohidratos 576 = 738 586 + 84 550 £ 89 532 + 93
Condicién fisica 652 + 292 801 £ 279 682 + 214 788 % 228
Alteraciones metabolicas (%)
DM2 31.0 18.2 29.3 32.2
Glucosa en ayuno alterada 24.6 235 5.7 16.1
Obesidad 434 38.8 314 379
Obesidad abdominal 68.4 435 299 273
Hipertrigliceridemia 434 67.2 26.1 28.2
Hipercolesterolemia 35.8 50.8 17.6 14.4
Hipoalfalipoproteinemia 25.4 492 35.2 38.5
Resistencia a la insulina 171 23.5 18.4 25.9
Hipertension 75 13.9 8.0 10.9
Sindrome metabdlico 13.9 314 13.8 16.1

IMC: indice de masa corporal, CC: circunferencia de cintura, PAS: presion arterial sistélica, PAD:
presion arterial diastélica, DM2 diabetes mellitus tipo 2. Valores en media (DE) o % segun se
especifica. 2Solamente en participantes sin diabetes.

Como se observa en la Tabla 6, en el analisis de correlacion de las variables metabdlicas entre padres e
hijos, pares de hermanos y esposos, se observaron correlaciones significativas (débiles a moderadas) entre
pares genéticamente relacionados, pero no entre individuos sin relacion genética (esposos) en: IMC, glucosa
de 2 horas, insulina de ayuno, HOMA-IR, colesterol total, c-HDL, triglicéridos, resistencia a la insulina,
obesidad, hipercolesterolemia, hipoalfalipoproteinemia, DM2 y sindrome metabdlico (p<0.05). Para variables
como glucosa de 2 horas, triglicéridos, DM2 y resistencia a la insulina, las correlaciones fueron significativas
Unicamente con la madre, mientras que para hipertrigliceridemia la correlacién fue significativa Unicamente
con el padre. Con excepcion de los niveles de péptido-C, la mayoria de las demas variables tuvieron
correlacion en individuos relacionados y no relacionados genéticamente, incluyendo variables ambientales

(% de adecuacion de la dieta y condicion fisica). Cuando se analizé la correlaciéon de la DM2 incluyendo la
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informacion de los abuelos, ésta resultd significativa Unicamente entre la abuela materna-nieto/a (r=0.383,
p<0.001).

Tabla 6. Correlacion de DM2 y otras variables metabdlicas entre pares relacionados.

Padre/Madre- Madre- Madre- Padre- Padre- Hermano(a)-

Variable metabolica Hijo(a) Hija  Hijo  Hija  Hijo  Hermano(a) CP°S°S
463 125 107 124 107 156 112
pares Pares pares pares pares pares pares

IMC (kg/m2) 0356 ¢ 0330 P 0357 P 0250 @ 0402 ¢ 0449 ¢ 0.126
CC (cm) 0.251 c 0309 P 0305 ¢ 0.114 0236 a 0382 ¢ 0203 a
PAS (mmHg) 0402 ¢ 0507 ¢ 0518 ¢ 0286 P 0385 P 0513 ¢ 0324 ¢
PAD (mmHg) 0516 ¢ 0557 ¢ 0580 ¢ 0472 ¢ 0510 ¢ 0423 ¢ 0610 ¢
Glucosa de ayuno (mg/dL) 0214 ¢ 0.072 0400 < 0.069 0.340 b -0.032 0229 a
Glucosa 2 horas (mg/dL)¢ 0.071 0.314 2 0.189 0.005 0.241 0239 a  0.098
HbA1c (%) 0182 b 0.110 0.142 a 0267 2 0.221 -0.058 0293 b
Insulina de ayuno (mUl/mL) 0216 ¢ 0.270 0.147 0415 ¢ -0.080 0.132 0.028
Insulina 2 horas¢? 0215 0.109 0220 a 0287 b 0.131 -0.008 0389 b
Péptido-C (ng/dL) 0.106 0.007 0.108 0.068 0.085 0.153 -0.077
HOMA-IR 0162 b 0.184 0.048 0.106 0.229 0.020 0.022
Colesterol total (mg/dL) 0305 ¢ 0311 b 0427 ¢ 0.185 0.367 ¢ 0.200 0.166
Colesterol HDL (mg/dL) 0385 ¢ 0330 » 0405 ¢ 0426 c 0459 ¢ 0373 ¢ 0310 ¢
Colesterol LDL (mg/dL) 0284 ¢ 0228 a 0433 ¢ 0.129 0365 ¢ 0303 ¢  0.088
Triglicéridos (mg/dL) 0160 b 0.233 a 0.180 0.049 0.188 0.086 0.044
% Adecuacion de la dieta 0186 b 0.161 0.151 0.272 v 0197 0.082 0.193 =
% Lipidos en la dieta 0563 ¢ 0598 ¢ 0576 ¢ 0519 ¢ 0538 ¢ 0583 ¢ 0485 ¢
% Carbohidratos en la dieta 0438 ¢ 0539 ¢ 0487 ¢ 0373 ¢ 0413 ¢ 0.491 c 0347 ¢
Condicion fisica 0410 ¢ 0531 ¢ 0468 ¢ 0456 ¢ 0413 ¢ 0286 P 0421 ¢
DM2 (%) 0193 ¢ 0234 a 0.347 ¢ -0.004 0.143 -0.183 &= 0.059
Glucosa en ayuno alterada (%)¢ 0196 ¢ 0.207 2 0.195 0.157 0243 2 0346 2 0278 °b
Obesidad (%) 0.076 0209 2 0102 2 0269 P 0098 P 025 b 0.060
Obesidad abdominal (%) 0149 0.088 0.004 0.171 0.115 0.168 0257 b
Hipertrigliceridemia (%) 0.087 -0.016 0.141 0.141 0.243 a 0.106 0.050
Hipercolesterolemia (%) 0259 ¢ 0196 2 0.264 2 0208 2 0324 b 0247 2  0.055
Hipoalfalipoproteinemia (%) 0302 ¢ 0271 b 0252 2 0372 ¢ 0336 P 0275 b 0.182
Resistencia a la insulina (%) 0179 b 0.306 2 0.115 0.039 0.169 0.101 -0.016
Hipertension (%) 0330 ¢ 0281 P 0410 ¢ 0329 ¢ 0321 P 0.095 0.263 »°
Sindrome metabdlico (%) 0214 b 0.151 0268 a 0288 2 0316 a 0278 b 0.196

IMC: indice de masa corporal, CC: circunferencia de cintura, PAS: presion arterial sistélica, PAD: presion arterial
diastélica, DM2 diabetes mellitus tipo 2. 2p<0.05, Pp<0.01, ¢p<0.001, %linicamente en participantes sin diabetes.
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En la Figura 2, se observa la proporcion de la varianza para variables dicotomicas que puede ser explicada
por la heredabilidad (efecto poligénico), por el componente ambiental y por un efecto aleatorio. Se
observaron heredabilidades significativas entre h?2=0.19 y 0.67 para las distintas variables metabdlicas
(p<0.05), con la mayor magnitud para hipertensién. La heredabilidad para DM2 no fue significativa cuando
se incluyo a los abuelos en el analisis (h?=0.33, p=0.13), en contraste con lo observado cuando Unicamente
se analizaron las generaciones de padres e hijos (h2=0.50, p<6.0E-5). Por el contrario, la proporcién de la
varianza explicada por factores ambientales fue mayor cuando se incluyen a los abuelos en el analisis (0.53,

p=0.006), contrario a la proporcion observada cuando éstos se excluyen del andlisis (0.17, p=0.05).

En relacion al efecto ambiental, se identificé una proporcién de la varianza significativa atribuida a este factor
para hipertension, hipoalfalipoproteinemia, glucosa en ayuno alterada, sindrome metabdlico, obesidad y

obesidad abdominal (p<0.05) como se observa en la Figura 2.

Figura 2. Componentes de la varianza para DM2 y variables metabdélicas relacionadas.

Hipertension** I NO67 Pl | N or oiros autormsre
ipertension 0.33, p<1.0e-7 0or otros autores™*
0.2386
Hipoalfalipoproteinemia**  [NIN0/61p<110e7 0. 18, p=0.0280 0.21, p=0|2172
0.4086
Hipercolesterolemia** [ NN0I60p<1i0e°7 0NN 0.06, p=0.2356  0.34, p=b.0522
0.3886
DM2 en padres e hijos** [ IN0I50p=6/0e=5MNNI0.17, p=0.0541 (.33, p=0.0747
0.25-0.5446.87,88
Glucosa en ayuno alterada**  [N049p=4/4e"50N0.49, p=0.0001 0.02, p=0.8804
Resistencia a la insulina**  |IN0/46p=0/0003 0.54, p=0.0105 | )
Sindrome metabélico** | IOI39p=0/0005M 10:24) p=0.03610:37,p=0.0379 ] )
0.66%°
DM2 en abuelos, padres e... [N033p=00245000 0.53, p=0.0064 [[0:32,p=0.4864
_ 0.25-0.5446. 67,88
Obesidad* [1110.33)p=0.0072"]  0.39,p=0.0012 | 0.28,p=0.1194 |
0.78%
Obesidad abdominal**  |J0i25p=0:0090] 0.22, p=0.0149 0.53, p=0.0076 |
0.2286
Hipertrigliceridemia** 3 0.09, p=0.3166 0.72, p<1.0e-5 |
0.3486
0% 20% 40% 60% 80% 100%

B Heredabilidad ~ EComponente ambiental @ Componente aleatorio

DM2: diabetes mellitus 2 tipo 2. *Ajustado por edad y sexo. **Ajustado por edad, sexo e IMC (excepto obesidad, obesidad
abdominal y sindrome metabdlico), condicion fisica, % de adecuacion de la dieta, % carbohidratos en la dieta, % de
lipidos, actividad fisica y presencia de DM2 (excepto DM2). ***Estudios que incluyeron participantes menores de 19 afios
ylo estudios en hispanos.
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La estimacion de la heredabilidad y la correlacién ambiental para las variables cuantitativas se muestran en
la Tabla 7. La heredabilidad fue alta (h2>0.5) para variables como IMC, circunferencia de cintura, presién
arterial sistdlica, presion arterial diastdlica, colesterol total, c-HDL y c-LDL, lo cual indica que mas de la mitad
de la variacion fenotipica es explicada por factores genéticos. La heredabilidad fue moderada (h220.3 a <0.5)
para glucosa de ayuno, insulina de ayuno e insulina de 2 horas y una baja heredabilidad (h?<0.3) para
triglicéridos. La heredabilidad para glucosa de 2 horas, HbA1c, péptido C y HOMA-IR no fue significativa.
Correlaciones ambientales significativas (re >0.41, p<0.05) se observaron para presion arterial, glucosa de
2 horas, HbA1c y c-HDL.

Tabla 7. Heredabilidad y correlacién ambiental para variables metabélicas cuantitativas.

Variable metabdlica h2a p re p h2 reportada por otros autoresP
IMC (kg/m2) 0.679 <1.0E-7 0567 0.16 0.22-0.7287.89-97

CC (cm) 0.557 <1.0E-6 0418 0.15 0.17-0.74 87,8992 94-99

PAS (mmHg) 0.774 <1.0E-7 0.689 0.02 0.18-0.66 86.87.89-98

PAD (mmHg) 0.647 <1.0E-7 0.983 <1.0E-7 0.17-0.64 86.87,89-98

Glucosa de ayuno (mg/dL)  0.328 0.01  0.375 0.12 0.17-0.52 86.87,89-98

Glucosa 2 horas (mg/dL)e  0.244 005 0419 0.02 0.16-0.24 87.89.93

HbA1c (%) 0.088 0.18 0.845 <1.0E-7 0.10-0.59 87.9.98

Insulina de ayuno (mUl/mL) 0.420 <0.003 0.096 0.72 0.26-0.65 .89, 91-93,95-98

Insulina 2 horas (mUl/mL)c  0.585 1.7E-4 0.100 0.78  0.14-0.34 87.89.93

Péptido-C (ng/dL) 0198 018 0346 0.08 0.72%

HOMA-IR 0.045 040 0017 092 0.26-0.61 87.89.90.95 96
Colesterol total (mg/dL) 0.607 <1.0E-7 0.401 0.19 0.33-0.73 34.87.89-94, 96, 98, 100
Colesterol HDL (mg/dL) 0.754 <1.0E-7 0.779 0.008 0.30-0.83 34.86.87,89-98, 100
Colesterol LDL (mg/dL) 0.563 <1.0E-6 0.199 0.41 0.40-0.61 3487.89,90,92-94, 96, 98, 100

Triglicéridos (mg/dL) 0269 0.02 0.060 0.60 0.27-0.77 34 86,87,89:9, 100

h2: heredabilidad; re: correlacién ambiental; CC: circunferencia de cintura, DM2: diabetes
mellitus tipo 2. @Ajustado por edad, sexo, IMC (excepto IMC y CC), presencia de DM2,
condicion fisica, actividad fisica, % de adecuacion en la dieta, % de carbohidratos en la
dieta y % de lipidos en la dieta. PEstudios en los que se incluyeron algunos participantes
menores de 19 afios y/o estudios en poblacién hispana. °*Solamente en participantes sin
DM2.

Se detectaron 22 casos nuevos de DM2 en los padres de nifios con diabetes y tanto los nifios como los
padres con DM2 presentaron un inicio temprano de la enfermedad (<45 afios). Ademas de las diferencias
esperadas en los niveles de glucosa, insulina, HOMA-IR y hemoglobina glucosilada entre los casos y los
individuos no diabéticos, se observaron algunas diferencias en el perfil de lipidos (Tabla 8). El indice de
condicién fisica medido por la prueba de Harvard fue similar entre los integrantes de las familias caso y
control; sin embargo, se observaron diferencias en las variables relacionadas con la alimentacion

(aparentemente mas saludable en los integrantes de las familias caso).
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Tabla 8. Caracteristicas antropométricas, presion arterial, perfil bioquimico, condicion fisicay de

alimentacion en los integrantes de las familias caso y control.

Variables Nifios caso Padres Hermanos Nifios controles  Adultos controles

fenotipicas (n=99) (n=147) (n=101) (n=85) (n=137)
Edad (afios) 12926 421 £ 73 164 * 154 125 * 29 410 = 65
Sexo masculino n (%) 45 (45.4) 65 (31.6) 47  (44.3) 44 (51) 57 426
Peso (kg) 63.7+204 739 * 148" 641 = 20.8 573 * 21.3* 747 = 16.0%
Talla (cm) 156.9+13.5 156.6 £ 15.2 156.9 £ 11.9 150.0 £ 21.7* 156.5 £ 153
IMC (kg/m?) 253%5.3 293 £ 54* 255 £ 6.0 244 £ 67 296 £ 56"
CC (cm) 86.2+15.0 971 * 184" 855 * 16.6 83.0 * 194 97.8 + 18.8
PAS (mmHg) 96.7+£12.9 1028 * 15.7* 986 * 13.6 917 = 14.7* 1045 * 17.8*
PAD (mmHg) 61.7£9.0 695 * 12.9* 621 £ 95 595 £ 111 709 = 14.4*
DM2 n (%) 99 (100) 57 (38.7) 0o (0 0 (0)* 0 (0)*
Glucosa (mg/dL) 1496 +77.2 90.7 * 10.5* 89.8 £ 14.8* 89.0 £ 8.5* 95.7 * 25.1*
Glucosa 2h (mg/dL) - - 1054 * 28.6 1031 = 34.2 974 * 197 112.6 £ 46.1
HbA1c (%) 96%34 58 = 0.9* 58 £ 0.9* 56 £ 0.5* 6.0 £ 1.5*
Insulina (mUI/mL) 15.0+19.6 87 £ 7.8* 8.0 £ 6.1 10.3 £ 9.1 91 £ 7.8*
Insulina 2h (mUl/mL) - - 548 * 481 547 £ 494 65.0 £ 63.7 542 * 46.8
HOMA-IR 50%6.0 20 £ 18 1.7 £ 1.4 23 £ 220 22 = 207
HOMA-B 7831435 61.2 £ 34.0 1141 = 63.3 1176 * 64.3* 88.6 * 49.2¢
QUICKI 0.3%0.2 03 * 02 04 £ 02° 04 £ 0.2* 04 £ 0.2*
Péptido C (ng/dL) 24% 22 27 £ 14 22 £ 10 28 £ 23 27 £ 14
c-Total (mg/dL) 169 % 34.6 193 £ 34.6* 160.4 = 38.1 156.5 * 29.6* 1934 % 34.8*
c-HDL (mg/dL) 426 10.5 474 £ 25* 421 £ 105 474 £ 11.1* 465 * 12.5*
c-LDL (mg/dL) 1055+ 28.7 118.2 £ 29.0* 97.3 £ 28.9* 88.7 + 27.2¢ 1174 % 29.8*
Triglicéridos (mg/dL) 141.5% 84.6 1740 * 1547 1340 * 1226 1188 * 995 185.1 * 154.3
Prueba de Harvard 72.3% 288 730 £ 2738 747 £ 211 737 £ 236 721 £ 279
Kcalldia 1783.0+ 910.1 1997.3 + 9586 2406.7 + 1275.2* 23161 + 11524* 24950 * 1190.9"
% de adecuacién 843+ 43.8 935 * 46.2 1123 = 56.7 1147 £ 55.7" 1172 + 52.4*
% proteinas 176+ 3.1 16.3 + 3.17 145 £ 2.9 154 + 34* 153 + 2.5
% carbohidratos 545+ 8.2 581 = 7.9* 575 = 9.5" 546 * 86 578 * 82
% lipidos 288+ 79 265 = 7.2 288 *+ 838 306 + 63 2717 = 73
Calcio (mg) 1093.7+ 577.8 10074 * 6828 11286 * 657.1 1165.7 + 6028  1079.7 + 546.1
Magnesio (mg) 3135+ 186.2 3621 = 2004 3615 = 2133 3045 = 156.1 4203 + 218.8*
Zinc (mg) 107+ 119 119 + 203 128 + 106 109 = 6.1 116 * 56
Cafeina (g) 80.4+ 280.3 2872 + 489.3* 1476 + 2741 1271 = 3743 396.0 + 640.7*

*p<0.05 en comparacion con los controles. Lo valores se encuentran expresados en n (%), media + D.E. (sin embargo,
para aquellas variables con distribucién diferente a la normal se realizé la transformacion logaritmica previo al analisis).
IMC: indice de masa corporal, CC: circunferencia de cintura, PAS: presion arterial sistélica, PAD: presion arterial
diastodlica, c-Total: colesterol Total, c-HDL: colesterol de alta densidad, c-LDL: colesterol de baja densidad, DM2:
diabetes mellitus tipo 2.
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En relacion a los antecedentes perinatales, se observé una mayor frecuencia de exposicién a diabetes
gestacional en los niflos con DM2 en comparaciéon a sus hermanos y los nifios control. Los demas

parametros de riesgo perinatal estudiados no mostraron diferencias entre los grupos (Tabla 9).

Tabla 9. Factores perinatales en los nifios caso, sus hermanos y nifios control.

Caracteristicas perinatales Nifios caso (n=99) Hermanos (n=101)  Nifos control (n=83)
Peso al nacimiento (kg) @ 32 = 06 31 = 05 31 £ 05
Exposicion DG (n/%) b 13 13.8 3 3.0 1 1.2*
Alimentacién SM (meses) @ 95 + 97 88 + 78 74 = 57
Edad ablactacién (meses) @ 58 * 50 519 = 22 6.2 * 158
Exposicion preeclampsia (n/%) ® 5 = 19 2 * 48 4 = 114

2 Valores expresados en media = D.E. P Valores expresados en nimero y porcentaje. *p<0.05

DG: diabetes gestacional, SM:seno materno.
Se compararon las frecuencias alélicas y genotipicas entre los pacientes pediatricos con DM2 y los
participantes sin diabetes. En la Tabla 10 se muestran los 5 SNPs que mostraron una asociacion significativa
ajustando por edad, sexo e IMC (ADORA/ rs903361, CADM2/rs13078807, GNPDA2/s10938397,
VEGFA/rs6905288 y FTO/rs9939609; p<0.05). En el analisis de casos-hermanos, unicamente el SNP
CADM2/rs13078807 alcanzé significancia estadistica (OR=2.5, 1C95% 1.2;4.9, p=0.009). En el analisis
combinado (caso-control pediatrico, caso-control adulto y caso-hermano), solamente el
GNPDA2/rs10938397 mostré significancia estadistica posterior a la correccion por Bonferroni en el modelo
dominante (OR 2.2, IC95% 1.4; 3.7, p<0.001).

Tabla 10. SNPs determinados mediante el microarreglo que mostraron una asociacion significativa
con DM2 de inicio en la edad pediatrica.

Caso-control pediatrico  Caso-control adulto Caso-hermano Combinado
5 MO:eIO n=99/83 n=99/137 n=99/101 99/321
en rs e
cromosoma  OA/AR  riesgo® FAM OR> FAM OR® FAM OR: OR:
Ca 1cos%s P C@ cos, P % o5, P ojcosy, P
Co Co Co
ADORAT 15903361  Dom 348 24 . 348 18 . 339 10 1.9
1 AIG 208 1.2:47 0.009 274 1.0:3.2 0.033 358 0.6:1.7 0.983 1.2:3.0  0.010*
CADM?2 13078807 126 26 126 28 131 25
S Dom 0.048* 0.012* 0009 22
3 AIG 59 1.1:6.7 57 1263 56 1.2:49 12:40 0.009*
NPDA2  rs1 7 M4 27 414 2 401 1.
G rs10938397 " Dom 0.005* > o003 YO 6 oosr 22
4 AIG 233 1455 259 1446 355 1.0:26 14:37 <0.001*
VEGFA 2 411 1. 411 1. 4. 1.
G 56905288 Add o032 6 goare M8 T3 e 14
6 GIA 299 1.0:25 287 1.0:25 395 0823 1121 0.044*
FT 27. 2, 27. 1. 144 1.
0 rs9939609  Add 3 5 0.003° 3 9 0.030° 3 o5 18
16 TIA 139 1.4:4.6 144 1135 112 0627 1032 0.039*

*p<0.05, ** valor de p significativo posterior a correccién de Bonferroni. OA: otro alelo, AR: alelo de riesgo, Ca: caso, Co:
control FAM: frecuencia del alelo menor, Dom: dominante, Add: aditivo. 2Ajustado por edad, sexo; PAjustado por sexo e
IMC, “Modelo de riesgo con menor valor de p.
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En la Tabla 11 se muestra el analisis de los trios mediante la prueba de TDT. Se identificaron 4 SNPs
asociados a DM2: GNPDA2/rs10938397, VEGFA/rs6905288, LINGO/rs10968576 y GLIS3/rs7034200 (la
asociacion de los dos primeros también se observd en el analisis de casos-controles). Al combinar los
resultados del andlisis de TDT con el analisis de casos-controles adultos, se observo la asociacién de otros
dos SNPs: POC5/rs2112347 y RPS10/rs206936. Las variantes POC5/rs2112347 y RPS10/rs20693 se

asociaron con el alelo materno y GLIS3 /rs7034200 con el alelo paterno.

Tabla 11. SNPs genotipificados en el microarreglo asociados con DM2 en el andlisis de trios y
casos-controles adultos.

, Casos- A . Alelo  Alelo
Trios Analisis combinado Asociaciones
SNP controles paterno materno P
previas

TNTOR 1C95% OR 1C95% OR IC95% P p P

LINGO 17 g 213 1.61-2.64t 1.84 127-241 1.99 1.61-2.38 4.3E-4* 0057 0365 IMC, obesidad
510968576

rs;?gfu 3212 267 226307 0.92 0.45-1.40 1.70 139-2.01 6.9E-4* 0225 0.004* IMC, obesidad

GLIS3 « . Glucosa de ayuno,
oy 1232267 226307 153 1.07-198 208 178238 19E6* 0004 0108 Sonn

GNPDAZ o3 19 491 0.75-1.67 228 1.78-2.77 162 1.29-196 0.005° 0808 0393 MC, obesidad, inicio
rs10938397 de la menarca

VEGFA . indice cintura/cadera,
oAy 3222145 105186 165 119210 154 123184 0.005° 0414 (0491 Noge churacader
RPST0 2147 182 141223 124 0.78-1.70 1.54 1.23-184 0.006* 0414 0038* IMC

5206936

*p<0.05 T:transmitidos, NT: no transmitidos.

Debido que la prueba de TDT no permite incluir variables de ajuste y considerando que la mayoria de estas
variantes habian estado asociadas a obesidad y otras alteraciones metabdlicas en diversos estudios, se
realizd un analisis para evaluar si estas variantes también se asociaban en la prueba TDT con sobrepeso u
obesidad en nuestra muestra. Como se observa en la Tabla 12, las variantes LINGO/rs10968576 y

POC5/rs2112347 también se asociaron a la presencia de sobrepeso u obesidad.

Adicionalmente se evalu6 la asociacion entre los SNPs incluidos en el microarreglo y las variables
cuantitativas relacionadas con el metabolismo de la glucosa en los participantes sin DM2 (Tabla 13).
Observamos que 16 de los SNPs se asociaron con uno o mas de las siguientes variables: glucosa de ayuno,
glucosa de 2 horas, HbA1c, péptido C, insulina de ayuno, HOMA-IR, HOMA-B y QUICKI. De los SNPs que
se asociaron con DM2 de inicio en la edad pediatrica, CADM2/rs13078807 se asocio con los niveles de
HbA1c ($=0.25 por alelo de riesgo, p=0.032) y VEGFA/rs6905288 con los nivles de glucosa de ayuno
(B=4.59 por alelo de riesgo, p=0.034) asi como con la glucosa de 2 horas (=2.07 por alelo de riesgo,
p=0.012). Solamente dos SNPs alcanzaron significancia estadistica posterior a la correccion por Bonferroni
(p<0.001) para las asociaciones con insulina de ayuno, HOMA-IR y QUICKI en el caso de la variante
SLC2A2/rs11920090 y con QUICKI para la variante PCSK1/rs6232.
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Tabla 12. SNPs genotipificados en el microarreglo asociados con sobrepeso u obesidad en el
analisis de trios y casos-controles adultos.

Trios Casos - controles Analisis combinado Alelo  Alelo
SNP paterno materno
T NT OR IC95% OR IC 95% OR IC 95% p p

LINGO/rs10968576 8 15 1.88 1.33-242 146 0.82-211 1.69* 127-211 0563  0.095
POCS/s2112347 13 27 2.08 165-251 086 0.25-1.48 156* 1.21-1.91 0251 0.049*
GLIS3/s7034200 27 15 056 0.01-1.10 129 0.68-1.90 0.81 040-1.22 0.010* 0.617
GNPDA2/s10938397 18 22 1.22 0.76-1.769 0.91 0.17-1.65 112 07312 0808 0275
VEGFA/fs6905288 24 25 1.04 0.60-1.49 112 050-1.74 1.07 0.70-143 1.000 0.818

RPS10/s206936 16 28 1.75 1.32-218 0.73 0.14-1.33 1.30 0.96-1.65 0.371 0.032*
*p<0.05 T:transmitidos, NT: no transmitidos

Tabla 13. SNPs determinados mediante el microarreglo con asociacién significativa con variables

metabdlicas cuantitativas en participantes sin diabetes.

Coeficiente

SNP Variable beta p IC95% Asociaciones previas
rs13078807  HbA1c (%) 0.25 0.032 0.02 ; 049 Obesidad e IMC
Insulina de ayuno (mg/dL) 1.57 0.028 017 ; 298  Obesidad, IMC, peso, inidice
rs7138803 o ’
HOMA-IR 0.33 0.046 0.01 ; 0.66 cintura/cadera
rs206936 Péptido-C (ng/dL) -0.35 0.041 -0.68 ; -0.01 IMC
rs2890652 QUICKI -0.01 0.027 -0.02 ; 0.00 IMC
Insulina de ayuno (mU/mL) 1.54 0.050 0.00 ; 3.08
rs1555543 o IMC
Péptido-C (ng/dL) 0.38 0.044 0.01 ; 0.74
rs151475 HOMA-B -27.70 0.020 -51.16 ; -4.39 IMC
510195052 Glucosa de ayuno (mg/dL) 1.76 0.038 0.10 ; 343 indice r';in'tu!'a'/caderay
QUICKI -0.01 0.005 -0.02 ; 0.00 triglicéridos
rs1443512 HOMA-B -27.03 0.012 -47.97 ; -6.08 indice cintura/cadera
rs1294421 HOMA-B -18.90 0.040 -36.96 ; -0.84 indice cintura/cadera
rs9491696 HOMA-B -24.17 0.033 -46.34 ; -2.00 indice cintura/cadera
56905288 Glucosa 2 horas (mg/dL) 4.59 0.034 0.36 ; 8.81 indice cintura/cadera y
Glucosa de ayuno (mg/dL) 2.07 0.012 047 ; 367 enfermedad coronaria
rs10885122  HOMA-B -38.46 0.014 -69.14 ; -7.79 Glucosa de ayuno y HOMA-B
Insulina de ayuno (mU/mL) ~ -1.89 0.003 -3.14 ; -0.64
rs2191349 Glucosa de ayuno y HOMA-B
HOMA-B -21.75 0.023 -40.50 ; -3.01

Glucosa de ayuno, HOMA-B,
rs10830963  Glucosa de ayuno (mg/dL) 1.95 0.034 0.14 ; 3.76 indice de disposicion, respuesta
aguda de la insulina y DM2

Insulina de ayuno (mU/mL) 2.76 0.001 118 ; 433

Péptido-C (ng/dL) 0.35 0.007 0.10 ; 0.61

rs11920090 Glucosa en ayuno y HOMA-B
HOMA-IR 0.63 0.001 0.26 ; 0.99
QUICKI -0.02 <0.001 -0.03 ; -0.01
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SNP Variable Coe;z:tl:nte p IC95% Asociaciones previas

Glucosa de ayuno (mg/dL) 3.07 0.008 0.82 ; 531
Insulina de ayuno (mU/mL) 2.67 0.006 0.76 ; 4.58

rs6232 Péptido-C (ng/dL) 0.57 0015 011 ; 1.02 Obesidad e IMC
HOMA-IR 0.63 0.006 0.18 ; 1.07
QUICKI -0.02 <0.001 -0.03 ; -0.01

IMC: indice de masa corporal, DM2: diabetes mellitus tipo 2. Coeficiente beta: unidad de cambio por alelo de riesgo.

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los 4 SNPs previamente asociados con DM2 y que fueron

identificados mediante sondas individuales se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Frecuencias alélicas y genotipicas de los 4 SNPs previamente asociados con DM2
(rs13342232, rs7903146, rs12255372 y rs9282541).

Familias caso Familias control

. Nifios con DM2 Padres DM2 Padres sin DM2 Hermanos sin DM2 Nifios sin DM2 Padres sin DM2
Genotipo/Alelo

(n=99) (n=57) (n=85) (n=86) (n=83) (n=129)
TCF7L2/rs7903146
cC 72.7 75.8 78.1 75.3 75.7 72.7
CT 25.0 225 19.2 19.8 20.3 26.4
TT 2.3 1.6 2.7 49 4.1 0.9
T 14.8 12 12.3 14.8 14.2 14.1
TCF7L2/rs12255372
GG 80.2 81.1 741 7.7 724 75
GT 18.7 18.9 24.7 21.3 23.7 21.6
TT 1.1 0 1.2 1.1 4.0 3.5
T 10.4 9.4 13.5 1.7 15.7 14.2
SLC16A11/rs13342232
AA 31.9 26.9 36.1 234 41.3 35.7
AG 38.5 48.1 48.8 50 49.3 57.4
GG 29.7 25 15.1 26.6 9.3 7
G 48.9 49 39.5 51.6 34.0 35.7
ABCA1/rs9282541
cC 75.8 74.1 73.3 74.5 77.3 78.3
CT 23.1 25.9 25.6 245 22.7 20.9
TT 1.1 0 1.2 1.1 0 0.9
T 12.6 12.9 13.9 134 1.3 1.3

En adultos y nifios, el alelo G del gen SLC16A11/rs13342232 se encontrd asociado con la presencia de DM2
después de ajustar por edad, sexo, clasificacién del IMC y grupo familiar (OR ajustado [ORadj] 1.89, p=0.009
y ORadj 1.94, p=0.003, respectivamente). Observamos un mayor efecto en el modelo recesivo (ORadj 3.24,
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p=4.8E-3 en adultos y ORadj 5.53, p=3.6E-04 en nifios). Los otros tres SNPs analizados no mostraron
asociacion significativa con la enfermedad en estas familias (Tabla 15). De igual forma, no se observaron

diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas entre pares de hermanos (datos no mostrados).

Tabla 15. Asociacion de los SNPs rs7903146, rs12255372, rs13342232 y rs9282541 con DM2.

Participantes con Nifios con diabetes

. . Adultos (=19 Nifos/adolescentes .
diabetes vs sin afios) (<19 afios) vs hermanos sin
diabetes diabetes
(n=539) (n=271) (n=182) (n=185)
Gen AR Modelo  ORadj ORadj ORadj ORadj P
rs IOA 1C95% 1C95% 1C95% 1C95%
TCF7L2 1.13 0.92 1.16 0.96
C/IT Add 0.519 0.801 0.650 0.925
rs7903146 0.79; 1.61 0.49;1.74 0.60; 2.24 0.46; 2.00
TCF7L2 0.77 0.65 0.74 0.88
Add 0.222 0.181 0.377 0.733
rs12255372 0.51;1.17 0.35; 1.22 0.39; 1.43 0.43;1.80
1.52 1.89 1.94 0.81
Add 0.002 0.009 0.003 0.263
SLC16A11 GIA 1.16; 2.00 1.18; 3.06 1.25; 3.00 0.56; 1.17
rs13342232 2.3 4.00E 3.24 4.80E 553 1.02
R 3.60E-04 0.941
®  y45:364 04 142735 -03  216,14.16 0.50; 2.09
ABCA1 0.98 1.34 1.05 0.83
C/IT  Add 0.938 0.351 0.887 0.555
rs9282541 0.65; 1.48 0.72; 2.48 0.52; 2.14 0.45;1.53

Add: aditivo; Rec: recesivo, AR: alelo de riesgo; OA: otro alelo, ORadj: OR ajustado por edad, sexo y clasificacién del
IMC.

No se observo asociacion entre estos 4 SNPs y DM2 en la prueba de TDT en los trios. Como se observa en
la Tabla 16, el analisis combinado de casos-controles y trios identific6 un OR=1.43 para la asociacién del
SLC16A11/rs13342232 con DM2 (p=0.023).

Tabla 16. Analisis combinado de TDT y casos-controles de los SNPs rs7903146, rs12255372,
rs13342232 y rs9282541

DT Caso-Control  Resultados combinados
SNPs AR T NT P or  cos% OR IC95%  OR 1C95% P
rs7903146 C 18 0 0865 094 043 - 146 1.07 058 - 197 103 062 - 143 0.898 0.611
rs12255372 G 15 1 0.852 0.93 037 - 150 0.67 036 - 125 080 0.38 - 123 0.307 0422
rs13342232 G 26 21 0.890 1.04 061 - 147 191 124 - 293 143 112 - 174 0.023 0.036
rs9282541 € 10 2 0818 090 021 - 159 1.07 053 - 213 098 050 - 146 0.940 0.729

AR: alelo de riesgo; T: transmitidos, NT: no transmitidos, p* valor de p de la prueba de homogeneidad de ORs.

El analisis de regresion lineal robusta sefialé que en pacientes con DM2, el gen TCF7L2/rs12255372 se
asocio con los niveles de péptido-C después de ajustar por edad, sexo y clasificacion del IMC (3 =-0.76,

p=0.005). Por otra parte, en participantes sin DM2, esta variante no se asocié con los niveles de péptido-C,
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pero si con los niveles de glucosa en ayuno ($=2.05, p=0.039) y HOMA-B (=-32.14, p=0.025) después de
ajustar por edad, sexo e IMC (Tabla 17).

Tabla 17. Asociacion de los SNPs rs7903146, rs12255372, rs13342232 y rs9282541 con variables
relacionadas al metabolismo de la glucosa en participantes con y sin DM2.

rs7903146 rs12255372 rs13342232 rs9282541
Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente
Beta P beta P beta P beta

Participantes con DM2 (n=156)

Glucosa de ayuno (mg/dL) -0.24 0.984 2.00 0.903 6.66 0.487 3.59 0.826
HbA1c (%) 1.0 0.051 0.34 0.560 -0.13 0.732 -0.02 0.973
Insulina de ayuno (mUl/mL) -1.65 0.434 -3.88 0.098 -3.08 0.162 -0.27 0.921
Péptido-C (ng/dL) -0.16 0.540 -0.76 0.0052 -0.30 0.175 -0.21 0.502
HOMA-IR -0.02 0.977 -1.03 0.189 -0.85 0.189 -0.04 0.957
HOMA-B -69.49 0.052 -94.47 0.090 -52.34 0.081 25.84 0.496
QUICKI 0.01 0.538 0.01 0.583 0.01 0.421 -0.01 0.064
Participantes sin DM2 (n=383)

Glucosa de ayuno (mg/dL) -0.72 0.424 2.05 0.039 0.77 0.316 -0.22 0.831
Glucosa de 2 horas (mg/dL) 0.83 0.765 -3.91 0.108 -1.07 0.575 5.24 0.071
HbA1c (%) 0.11 0.291 -0.06 0.229 -0.05 0.348 -0.03 0.569
Insulina de ayuno (mUl/mL) -0.03 0.973 0.73 0.563 -0.20 0.793 0.68 0.397
Insulina de 2 horas (mUl/mL) 4.54 0.454 -2.03 0.768 -5.58 0.262 10.17 0.130
Péptido C (ng/dL) -0.22 0.151 0.02 0.905 -0.10 0.401 -0.02 0.865
HOMA-IR 0.01 0.991 -0.08 0.790 -0.05 0.747 0.19 0.328
HOMA-B -13.11 0.338 -32.14 0.025 -6.48 0.655 -0.10 0.993
QUICKI 0.01 0.236 0.01 0.320 0.01 0.625 0.01 0.899

Los datos estan expresados como coeficientes beta en el modelo aditivo (cambio por alelo de riesgo), ajustado por

edad, sexo y clasificacion de IMC. 2Asociacion significativa después de correccion de Bonferroni.

En resumen, los resultados del analisis de casos-controles y trios, identificaron 10 SNPs asociados con la
presencia de DM2 de inicio en la edad pediatrica (ADORA1/rs903361, CADM2/rs13078807,
GNPDA2/rs10938397, VEGFA/rs6905288, FTO/rs9939609, LINGO/rs10968576, POC5/rs2112347,
GLIS/rs7034200, RPS10/rs206936 y SLC16A11/rs13342232). Los pacientes con DM2 de inicio en la edad
pediatrica tuvieron un mayor nimero de alelos de riesgo de estos SNPs en comparacioén a los controles
(Figura 3).
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Figura 3. Numero de alelos de riesgo en nifios con DM2 y controles.
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Con el propésito de evaluar si estas variantes genéticas podrian tener utilidad en la prediccion de la DM2
mas alla de los factores comunmente asociados a la enfermedad, se analizaron distintos modelos de riesgo.
En lo que respecta a los factores de riesgo habituales para DM2, se identificé que el Z-score del IMC y el
antecedente de DM2 en la madre, fueron los factores asociados a la enfermedad de inicio en la edad
pediatrica en la muestra evaluada (OR=1.7, p=0.004 y OR=6.48, p<0.001 respectivamente) (Tabla 18). No
se observo asociacion con otros factores como exposicion a diabetes gestacional, patrones de alimentacion,

actividad y condicion fisica.

Tabla 18. Modelos de riesgo para DM2.

OR P IC 95%

Modelo 1

Z-score IMC 170 0004 1.18;245
DM2 materna 6.48 <0.001 2.72,15.44
Edad 105 0427 092119
Sexo masculino 103 0920 0.52;2.04
Modelo 2

GRS 130 0006 1.071.57
Modelo 3

GRS 130 0018 1.041.62
Z-score IMC 144 0111 0.91;2.28
DM2 materna 728 <0001 2.70;22.65
Edad 108 0324 092127

Sexo masculino 100 0096 0.41;2.39
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Sensibilidad

Como se observa en la Tabla 18, la puntuacion de riesgo genético (GRS) con los 10 SNPs identificados en
este estudio, mostré una asociacion signficativa con la presencia de DM2 (OR=1.3, p=0.006), manteniendo

la asociacion al ajustar por el Z-score del IMC y el antecedente materno de DM2 (OR=1.3, p=0.018).

Como se observa en la Figura 4, el area bajo la curva del Modelo 1 fue menor a la del Modelo 3 en la cual

se integra el GRS (0.715 vs 0.786), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0.02).

Figura 4. Area bajo la curva de los modelos de prediccion para DM2.
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Modelo 2. GRS + Z-score IMC, diabetes materna, edad, sexo, prueba de Harvard.
DISCUSION

El presente trabajo resulta de especial interés debido a que, hasta nuestro conocimiento, se trata del primer
estudio en pacientes mexicanos que involucra un disefio familiar y de casos-controles para la identificacion

de factores genéticos asociados a DM2 en la edad pediatrica.

Ademas, es la primera vez que se estima la heredabilidad de la DM2 en nifios, quienes han tenido menor
tiempo de exposicién a los factores de riesgo ambiental relacionados con el desarrollo de enfermedades
complejas. A pesar de que se han realizado estudios genéticos sobre DM2 y sindrome metabdlico basados

en familias, existen pocos estudios comparables en poblacion pediatrica.89: 91, 97

En el analisis de los integrantes de las familias, observamos correlaciones significativas en la mayoria de

las variables metabdlicas entre familiares con vy sin relacién genética, lo cual ha sido reportado por otros
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autores.®0:92.101 Cuando un desenlace se atribuye a factores genéticos, no se espera identificar correlaciones
significativas entre esposos, dado que en general no presentan relacion genética. Sin embargo, en nuestro
estudio identificamos que diversas correlaciones entre esposos fueron significativas con una magnitud
similar a las correlaciones padre-hijo, sugiriendo la importancia de la influencia de los factores ambientales

a los cuales estan expuestos los integrantes de una familia.

Especificamente para DM2, encontramos una correlacion significativa inicamente con la madre. Estudios
previos han sefialado que existe un riesgo mayor cuando la madre, y no el padre, tiene DM2,'%2 aunque
existen reportes en los cuales no se ha demostrado una asociacion parental diferencial.®® Algunas variantes
genéticas han mostrado una mayor asociacion con DM2 cuando el alelo de riesgo se transmite por la madre
en relacién a cuando es transmitido por el padre y también se ha sugerido que el ambiente intrauterino,
relacionado principalmente con la nutricion materna, puede tener un importante papel tanto en la
programacion fetal como en la impronta gendmica, lo que apoya la hipétesis de que los cambios epigenéticos
pueden tener un papel importante en el desarrollo de la DM2.45

Uno de los aspectos que llamé la atencion fue una correlacion negativa para DM2 entre hermanos. Aunque
esto fue inesperado, lo anterior podria tener algunas explicaciones como la sensibilizacién de la familia ante
un miembro afectado, la falta de tiempo para el desarrollo de la enfermedad en los hermanos o bien una
mayor suceptibilidad genética en los nifios afectados, lo que favorece el desarrollo de la enfermedad de
forma temprana en comparacién a sus hermanos que podrian tener una menor susceptibilidad genética.
Aproximadamente 30% de los pacientes pediatricos con DM2 en nuestro estudio no tenian un padre
afectado, lo cual también puediera contribuir a esta correlacion negativa entre hermanos. Weijnen y cols.,
observaron que el riesgo en hermanos de casos indices sin padres afectados era similar al de la poblacion
general, sugiriendo que los factores genéticos contribuyen a la presencia de diabetes solamente en la
minoria de los hermanos. Estos autores reportaron una mayor recurrencia en familias con uno o dos padres

con diabetes, lo que indica que la susceptibilidad a DM2 es transmitida a través de los padres.'04

Encontramos una mayor poporcion de la varianza atribuida a factores genéticos (h2>0.50) para hipertension,
hipoalfalpoproteinemia, hipercolesterolemia y DM2 en sujetos jévenes. Por otro lado observamos que, para
glucosa en ayuno alterada, resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, obesidad y obesidad abdominal,
la contribucidon de factores genéticos y ambientales era similar, mientras que se observé una mayor
contribucién de factores ambientales para DM2 al incluir tanto individuos jévenes como a la generacién de
abuelos. La observacion de una menor heredabilidad de la DM2 cuando se incluyen individuos de mayor
edad habia sido observada por Almgren y cols., quienes reportaron una heredabilidad para DM2 de 0.50
cuando se incluian individuos de 16 a 60 afios en comparaciéon a una heredabilidad de 0.27 cuando se
incluian individuos de 16 a 75 arios.8” Estos resultados apoyan la observacién de una mayor participacion

de factores genéticos cuando enfermedades complejas afectan a individuos de menor edad.
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En variables cuantitativas, observamos una elevada heredabilidad (h2>0.50) para IMC, circunferencia
cintura, presion arterial, insulina de 2 horas, colesterol total, colesterol HDL y colesterol LDL, aunque también
se observo una correlacion ambiental significativa para la mayoria de ellas. Estos resultados nuevamente
sugieren que tanto los factores genéticos como ambientales influyen en estos desenlaces metabdlicos,
aunque con diferente magnitud y posiblemente a través de mecanismos fisiopatolégicos distintos, con una

susceptibilidad particular en poblacién mexicana joéven.

A la fecha, se han publicado aproximadamente 75 articulos indexados en MEDLINE que han reportado la
heredabilidad para DM2 y otras alteraciones metabdlicas relacionadas. La comparacion de las estimaciones
de la heredabilidad entre distintos estudios resulta dificil debido a la heterogeneidad de los mismos, ya sea
por el disefio, caracteristicas de los participantes (ej. edad y grupo étnico), métodos de evaluacion de los
fenotipos y la inclusidon de covariables (ej. factores ambientales o la presencia de DM2). Identificamos 7
articulos en los cuales se ha estimado la heredabilidad de fenotipos metabdlicos que incluyen poblacion
hispana,*8. 89, 91, 93, 105107 16 estudios que incluyen participantes menores de 19 afios,34 87. 89-100, 108, 109 y
solamente 3 estudios que se enfocan en nifios (pacientes prebuberes).8:91.97 De los estudios que involucran
nifos, solamente uno incluyé factores ambientales como covariables,®! y ninguno evalué la heredabilidad
para DM2.

En la Figura 1 y en la Tabla 8, comparamos nuestros resultados con publicaciones previas que incluyen
poblacién hispana y/o participantes menores de 19 afios. La mayoria de las estimaciones de heredabilidad
identificadas en nuestro estudio fueron similares a las reportadas por otros autores. Sin embargo,
observamos una mayor heredabilidad para presién arterial e insulina de 2 horas, asi como una menor
heredabilidad para triglicéridos. En contraste con otros estudios, no identificamos una heredabilidad

significativa para niveles de péptido C, HbA1c y HOMA-IR.

En estudios familiares es dificil determinar si la agregacion familiar de enfermedades como la DM2 vy el
sindrome metabdlico es explicada por predisposicion genética y/o por los factores ambientales que
comparten en comun. La falta de control de variables ambientales cuando se analiza la heredabilidad ha
sido una debilidad en estudios previos, por lo que el considerar la inclusion de variables como la actividad

fisica, condicién fisica y los habitos de alimentacién es una de las fortalezas del presente estudio.

Al evaluar los factores de riesgo ambiental, se observé un menor consumo calérico en los integrantes de las
familias caso en comparacion a los integrantes de las familias control. Esta situacion fue debida a que los
pacientes fueron captados para el estudio durante el primer mes de diagndstico y aunque pudiera no ser
suficiente para modificar sus habitos, se considera que el impacto del diagndstico contribuye a una
subestimacién del consumo de alimentos o a un efecto inicial de las recomendaciones por el personal de

salud. A pesar de lo anterior, en la evaluacion de la condicion fisica, la cual no se ve influenciada por cambios
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recientes en los estilos de vida, no se observaron diferencias entre los integrantes de las familias caso y
familias control, lo que parece sefialar que el riesgo ambiental de inactividad fisica es muy similar en ambos

grupos.

Una de las variables que mostré diferencias de forma significativa fue el antecedente de exposicion prenatal
a diabetes gestacional, siendo mayor en los nifios caso, seguida de la frecuencia en sus hermanos y por
ultimo en los nifios control. Esta exposicion a diabetes gestacional puede condicionar modificaciones en la

programacion fetal que predisponen a los individuos al desarrollo de enfermedades a lo largo de la vida.!'°

A pesar de que los factores genéticos pueden ser responsables de una gran porporcion de la varianza de
las variables metabdlicas analizadas, nuestros resultados sugieren también una importante participacion de
los factores ambientales, los cuales, a diferencia de los factores genéticos, pueden ser modificados con el
objetivo de reducir el riesgo de enfermedades cardiometabdlicas. Por lo anterior, dado que existe una
importante agregacion familiar de la DM2 y demas alteraciones metabdlicas, intervenciones sobre los estilos

de vida basadas en las familias pueden ser Utiles para la promocién de la salud en nuestra poblacion.

Debido a la alta heredabilidad de la DM2 y otras alteraciones metabdlicas relacionadas en estas familias, la
muestra obtenida resulté de utilidad para la identificacion variantes genéticas asociadas a DM2 en poblacion

mexicana joven.

Se han asociado un gran numero de SNPs con la presencia de DM2. Algunas de las asociaciones han sido
heterogéneas entre distintos grupos étnicos y la mayoria de los estudios han identificado a estas variantes
en poblacién con ancestria europea. La informacién en poblacion hispana y mexicana es menor y aun mas
escasa cuando se trata de presentaciones pediatricas de la enfermedad, por lo que los hallazgos de la

asociacién de SNPs con la presentaciéon de DM2 en este grupo de pacientes, resulta de interés.

El disefio del estudio perimitié confirmar, y en elgunos casos reportar por primera vez, la asociacién de 10
SNPs asociados a la presencia de DM2 de inicio en la edad pediatrica en familias de nifios mexicanos. Por
su disefo, se pudo evaluar la consistencia de las asociaciones encontradas, el ajuste de variables

potencialmente confusoras y la transmisién parental de la enfermedad.

Mediante la comparacion de genotipos entre casos y controles de las variantes que fueron genotipificadas
en el microarreglo, se identific la asociacion de 5 SNPs con la presencia de DM2 de inicio en la edad
pediatrica. Todas estas variantes habian sido previamente relacionadas con alteraciones metabdlicas en
estudios amplios del genoma. Los SNPs ADORA/rs903361,""" CADMZ2/rs13078807,'12 113
GNPDA2/s10938397,'3 'y FTO/rs9939609''4116 se habian asociado previamente con IMC;
CADM2/rs13078807"'2 117 y GNPDA2/s10938397''4 117 con obesidad; y VEGFA/rs6905288 con el indice

cintura-cadera,'® asi como con enfermedad coronaria.’’® De estas variantes, solamente
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GNPDA2/rs10938397120. 121 y FTO/rs9939609'22-124 se habian asociado previamente con DM2 en adultos y

en nuestros estudio también observamos una asociacién con el inicio de la enfermedad en la edad pediatrica.

Como se menciond, la mayoria de los SNPs incluidos en el microarreglo habian sido asociados previamente
con obesidad o fenotipos relacionados. Es bien sabido, que la obesidad es el principal factor de riesgo para
DM2, por lo cual todos los analisis de asociacién de estos polimorfismos fueron ajustados por el IMC, Z-
score de IMC o la presencia de sobrepeso u obesidad. Sin embargo, también es conocido que no todos los
nifos con obesidad desarrollan la enfermedad y algunos pacientes sin obesidad la pueden presentar. Lo
anterior indica que la grasa corporal no es el Unico factor involucrado en la etiologia de la DM2 en la edad
pediatrica.’ Se ha observado que la predisposicién genética a obesidad también incrementa el riesgo de
DM2.125 En nuestro estudio observamos que los 5 SNPs asociados en el andlisis de casos-controles se
encontraban asociados a la enfermedad independientemente del IMC. A pesar de que el IMC no es una
medida perfecta de la adiposidad, nuestros resultados sugieren que estas variantes genéticas pueden
predisponer al desarrollo de DM2 a menores niveles de IMC y adicionalmente proporcionan una explicacion

del por qué no todos los individuos con obesidad desarrollan la enfermedad.

En este estudio confirmamos que algunas de las variantes genotipificadas en el microarreglo, que
previamente habian sido asociadas con obesidad y otras alteraciones metabdlicas, también se asociaron
con variables cuantitativas relacionadas con el metabolismo de la glucosa de manera independiente de
edad, sexo e IMC en individuos sin diabetes (Tabla 14). A pesar de que solamente dos de los SNPs
asociados con los niveles de glucosa e insulina (CADM2/rs13078807 y VEGFA/rs6905288) también
estuvieron asociados con DM2 de inicio en la edad pediatrica, las otras variantes podrian ser marcadores
genéticos de susceptibilidad para el desarrollo futuro de la enfermedad, sin embargo, se requiere de estudios

de seguimiento que corroboren esta hipétesis.

De todos los SNPs del microarreglo que estuvieron asociados con la presencia de DM2 de inicio en la edad
pediatrica o con alguna de las variables relacionadas con el metabolismo de la glucosa, solamente la variante
PCSKI/rs6232 se encuentra localizada en una region codificante. PCSKI codifica una pro-hormona
convertasa 1/3, que participa en la activacién proteolitica de precursores de hormonas polipeptidicas y
neuropéptidos. El polimorfismo no-sinénimo rs6232 (N221D) se ha asociado con riesgo de obesidad y los

portadores de esta variante presentan una actividad enzimatica 30% menor.'26

Los otros SNPs que identificamos asociados con DM2 y las otras variables metabdlicas, no se localizan en
regiones codificantes o no residen dentro de regiones génicas, por lo cual no afectan la funcién de la proteina
(Anexo 8). A pesar de que se encuentran asociados, no esta esclarecida la forma en que estas variantes
pueden influir en la capacidad secretora de la insulina (crecimiento, sobrevida o funcién de la célula beta),

en la modulacién de la adiposidad y/o en los mecanismos de sensibilidad a la insulina. Por lo anterior, se

46



requiere de mas estudios que permitan identificar los mecanismos moleculares que se afectan en los
portadores de estas variantes y que condicionan a que algunos individuos sean mas susceptibles a los

factores de riesgo ambiental, lo que los lleva a desarrollar la enfermedad a una edad muy temprana.

Una de las asociaciones con DM2 de inicio en la edad pediatrica que mas llamaron la atencion fue la de la
variante rs13078807 localizado en el gen CADM2 que codifica a un miembro de la molécula sinaptica de
adhesién celular (SynCAM) que pertenece a la superfamilia de las inmunogbulinas. Este SNP fue el Unico
que se identificd asociado a la enfermedad en el analisis de hermanos. Otros estudios lo han asociado a la
presencia de obesidad en adultos jévenes europeos y al IMC en poblacién anglosajona.''® Sin embargo,

este es el primer estudio que reporta su asociacién con DM2.

Otra de las asociones identificadas con DM2 de inicio en la edad pediatrica fue la del rs9939609 del gen
FTO (fat mass and obesity associated protein), de forma independiente al IMC. Diversos estudios han
reportado su asociacion con la presencia de diabetes; sin embargo, en otros estudios no se ha podido
identificar al controlar por variables de confusién en poblaciéon del este de Asia'?® asi como en un estudio
realizado en poblacion mexicana.'?” Esta variante ha sido principalmente asociada a sobrepeso y

obesidad, 123 126, 128-130 inclusive en poblacion mexicana'?” y en nifios con ancestria amerindia.'?!

Los dos SNPs que mostraron consistencia en la asociacion en el analisis de casos-controles y casos trios,
fueron el rs10938397 y el rs6905288. El primero se encuentra cercano al gen GNPDA2 que codifica a la
glucosamina 6 fosfato deminasa 2 y su asociacion con la enfermedad también ha sido reportada por otros
autores como Kong, y cols.,'?' y Xi et al.’?% En contraparte, algunos autores no han identificado su asociacion
con la enfermedad, como lo descrito para poblacion Sueca.'®' Esta variante se ha asociado con otros
desenlaces como IMC,"13. 114,132, 133 ghesidad''4 134-136 (inclusive en nifios mexicanos®), presién arterial
diastdlica, '3’ resistencia a la insulina (en nifios asmaticos)'3® y sindrome metabdlico.'3® 40 Por su parte, el
rs6905288 cercano al gen VEGFA que codifica a un factor de crecimiento endotelial, se ha asociado de
forma marginal con los niveles de presion arterial diastolica en japoneses con obesidad,'' y con el indice
cintura/cadera en europeos, siendo mayor el efecto en el sexo femenino.!'® Esta variante también se ha
relacionado a un incremento en el indice HOMA-IR, siendo mayor su asociaciéon en mujeres, asi como con
disminucién en el indice de Matsuda.'*? Cabe sefalar que la mayoria de los estudios que reportaron
asociaciones de estas variantes con desenlaces metabdlicos se perdian al ajustar por IMC, sin embargo, en

nuestro estudio, la asociacion con DM2 de incio en la edad pediatrica permanecio a pesar de ese ajuste.

El SNP rs903361 cercano al gen ADORAL que codifica al receptor A1 de adenosina, se encontré asociado
a DM2 (OR 1.5 a 2.0, p<0.05). Este receptor participa en la homeostasis de energia y su bloqueo disminuye

la captura de glucosa en tejido adiposo, mientras que su sobre-expresion al parecer protege de resistencia

47



a la insulina. Esta variante se ha sociado al IMC en pacientes con diabetes en tratamiento con

tiazolidinedionas. "

En el analisis combinado de casos-controles y trios se identificd la asociacion entre el rs7034200 del gen
GLIS3 perteneciente a la familia de dedos de cinc. En un meta-analisis de poblacién con ancestria europea,
el alelo A de este polimorfismo se asocié al riesgo de DM2.143 Este mismo alelo se ha asociado a HOMA-IR,

HOMA-B, glucosa e insulina en europeos y coreanos. 43 144

La integraciéon del analisis combinado de casos-controles y trios también identificd la asociacion del
rs2112347 del gen POC5 con DM2. Este gen codifica una proteina centriolar y ha sido previamente asociado
a obesidad, 3¢ IMC'13 y grasa visceral en mujeres.'5 Por su parte, el SNP rs10968576 del gen LINGO2, el
cual codifica a un dominio de inmunoglobulina rico en repeticiones de leucina, se ha asociado en otros
estudios con obesidad, 3 IMC'13 y colesterol total.'#5 Estas dos variantes estuvieron asociadas en el andlisis
TDT tanto con DM2 como con la presencia de sobrepeso y obesidad, por lo que quiza el efecto sobre DM2

esté explicado o modulado por su efecto en la grasa corporal.

Adicionalmente a las variantes incluidas en el microarreglo, se genotipificaron 4 SNPs que consideramos
importante incluir. Los SNPs rs7903146 y rs12255372 del gen TCF7L2, que fueron seleccionados debido a
su consistente asociacion con DM2 en estudios amplio del genoma y en estudios de meta-analisis*6-8' y los
SNPs de los genes SLC16A11 (rs13342232) y ABCALl (rs9282541) que se han identificado como
marcadores genéticos para DM2 casi exclusivamente en poblacion mexicana, con una mayor fuerza de
asociacion en presentaciones tempranas de la enfermedad (<40 afios),% %2 pero con edades promedio

mayor a la de los participantes de nuestro estudio.

El analisis de estas variantes, identifico una asociacion entre el rs13342232 del gen SLC16A11y la presencia
de DM2; sin embargo, a diferencia de estudios previos, en esta ocasion se asocio con la enfermedad cuando
esta se presenta a edades “ultra-tempranas” . Hasta nuestro conocimiento, no se habia identificado la
asociacion de este gen con la presencia de DM2 en la edad pediatrica. Como se menciond previamente,
identificamos la asociacion de esta variante con DM2 en el modelo aditivo tanto en individuos adultos como
pediatricos. Este modelo asume que el riesgo de la enfermedad en heterocigotos es exactamente la mitad
que la de los individuos homocigotos. Sin embargo, el 18% de los participantes presentaban dos copias del
alelo de riesgo, e interesantemente los nifios y adolescentes homocigotos para la variante tuvieron un riesgo

mayor al doble del esperado por el modelo aditivo, lo cual parece no haber sido observado previamente.

La frecuencia del alelo G del rs13342232 se reporta en 0.16 en el proyecto de los 1000 genomas;® sin
embargo, frecuencias mayores han sido identificadas en poblacién con ancestria mexicana (0.28)82 y una

frecuencia similar a lo observado en nuestro estudio (0.43) en poblacién mestizo-mexicana (~0.48).5% La alta
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frecuencia apoya la participacién de esta variante como un importante marcador de riesgo genético en
nuestra poblacién, independientemente de covariables como edad, sexo y la presencia de sobrepeso u
obesidad. Otros investigadores han descrito que haplotipos con esta variante confieren un riesgo de
presentacion de la enfermedad aproximadamente 2 afios antes (p=3.1xE-4) y con 0.9 kg/m2menos de IMC
(p=5.2xE-4) en comparacién con los no portadores.5® Una hipotesis biologica para esta asociacion puede
ser el hecho de que la expresion del gen SLC16A11 resulta en un incremento de triglicéridos intracelulares.55
Esta acumulacion intracelular de lipidos, se ha visto envuelta en el proceso de resistencia a la insulina y

lipotoxicidad de la célula beta, que a su vez predispone al desarrollo de DM2.146

SNPs del gen ABCA1 han sido asociados con una disminucion en los niveles de c-HDL, lo que a su vez se
ha involucrado con mecanismos de resistencia a la insulina y lipotoxicidad de la célula beta. 7. 148 Villarreal-
Molina y cols., identificaron una asociacion entre el rs9282541 del gen ABCAL con la presencia de DM2 de
inicio temprano en un modelo dominante de riesgo en individuos entre 20 y 69 afos (OR 2.75, p=9.4E-8),
siendo esta asociacion menor en formas tardias (OR 1.82, p=0.010).52 Resultados similares fueron
reportados por Lara-Riegos y cols., en poblacién Maya (OR 2.29, p=0.003); sin embargo, en ese estudio no
se considerd la edad de presentacion en el analisis.8 En contraste con estos resultados, Campbell y cols.,
no identificaron asociaciéon de esta variante en adultos con ancestria nativa americana de Colombia.'® La
frecuencia de esta variante en nuestro estudio fue mayor a la identificada en el Proyecto de los 1000
genomas (0.12 vs. < 0.01).82 A pesar de la mayor frecuencia, no identificamos una asociacién de esta
variante con DM2 de inicio en la edad pediatrica, aunque no podemos concluir que no existe debido al bajo

poder estadistico de nuestro estudio.

En relacién a los SNPs del gen TCF7L2, observamos una menor frecuencia de las variantes analizadas en
comparacion a lo reportado por el proyecto de los 1000 genomas (0.13 vs. 0.28 para el rs7903146 y 0.13
vs. 0.21 para el rs12255372).82 Como se ha mencionado previamente, los SNPs del gen TCF7L2 han sido
consistentemente asociados con DM2 en diferentes poblaciones (rs7903146 OR=1.39, IC95% 1.34-1.45 y
rs12255372 OR=1.38, IC95% 1.34-1.42)80. 61 Otros estudios han descrito la asociacion de estas variantes
en mexicanos,'®%-152 gqunque también se han reportado estudios en los que no se ha identificado esta
asociacion.83 152155 Tagmbién se ha identificado esta asociacién a una menor edad de presentacién en
poblacion caucasica, mexicana y México-america.4®: 3. 156 En poblacién pediatrica, Dabalea y cols.,
identificaron asociacion entre el rs7903146 y DM2 en afro-americanos (OR=1.97, 1C95% 1.37-2.82,
p=0.0002), sin embargo, esto no se observd en blancos no hispanos y no se identificd asociacion con el
rs12255372 en ninguno de los dos grupos étnicos.®* Al igual que en nuestro estudio, esta falta de asociacion

puede ser explicada por el tamano de muestra pequefio.

En pacientes con diabetes observamos que el SNP rs12255372 del gen TCF7L2 se asocié con menores

niveles de péptido C de manera independiente a la edad, sexo y clasificacion del IMC. La DM2 es una
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enfermedad progresiva caracterizada por una pérdida continua de la funcién de la célula beta. Esta célula
sintetiza la pro hormona pro-insulina, la cual es procesada por proteasas para obtener la molécula de insulina
removiendo el péptido C. Este péptido es secretado en una relacion equimolar a la insulina y refleja la
secrecion endogena de la misma.'®’. En este sentido, los SNPs en el gen TCF7L2 pueden modificar el
procesamiento de la pro-insulina en la célula beta'? y han sido asociados con un detrimento en la funcién

de la célula beta en casos con DM2 de reciente diagnostico.%°

En individuos sin diabetes, encontramos que el rs12255372 en el gen TCF7L2 se asocioé con mayores niveles
de glucosa de ayuno (f=2.05, p=0.039) y menores de HOMA-B (=-32.14, p=0.025) independientemente de
la edad, sexo y la presencia de sobrepeso u obesidad. Otros investigadores han observado resultados
similares en estas y otras variables relacionadas con la glucosa y la insulina tanto en adultos,58 158-167 como
en nifios.'%8 La explicacion biolégica a esta asociacion podria ser la participacion del gen TCF7L2 en el eje
entero-insular, expresion genética de los islotes y secrecion de la insulina’®® y aunque los SNPs de este gen

al parecer no incrementan el riesgo de obesidad, su efecto en la DM2 puede ser modificado por el IMC.'70

El considerar mas de un grupo control (adulto, nifio o hermano), asi como el analisis de los trios, permitié
incrementar el poder estadistico de nuestro estudio. A pesar de que los controles pediatricos al parecer
compartian factores de riesgo ambiental similares a los casos, podria ser solamente cuestion de tiempo para
que éstos desarrollaran DM2 de inicio en la edad pediatrica, sesgo que se reduce cuando se consideran
controles adultos. Aunque las variantes de riesgo genético para DM2 pueden ser diferentes entre las
presentaciones tempranas y tardias, la inclusiéon de controles adultos asegura que la enfermedad no se
presento en la etapa pediatrica (verdaderos negativos), considerando ademas que los SNPs no se modifican
con la edad.

Si bien observamos concordancia en las asociaciones de los SNPs con DM2 en los andlisis de casos-
controles pediatricos y casos-controles adultos, los resultados fueron discordantes en el analisis de pares
de hermanos. Dada la similitud genética de los hermanos debido a que comparten los mismos padres, es
posible que para identificar diferencias se requiera de un mayor tamafo de muestra, aunque también se
debe considerar que quiza en un futuro los hermanos pueden desarrollar la enfermedad lo que estaria

condicionando un sesgo de clasificacion al considerarlos como individuos sin diabetes.

Dos de los SNPs fueron asociados a DM2 en la edad pediatrica mediante la transmisién de alelo materno
(POC5/2112346 y RPS10/rs206936), mientras que uno se asocié con la transmision del alelo paterno
(GLIS3/rs7034200), lo cual no habia sido reportado con anterioridad. A pesar de que en la literatura se ha
reportado una mayor transmision de la enfermedad por rama materna, no podemos concluir que esto se
deba a una mayor transmisién del alelo materno de los SNPs de susceptibilidad. Se debe de considerar

ademas que el mayor efecto materno también puede estar asociado a una mayor participacion de mujeres

50



en los estudios, mayores probabilidades de deteccién de la enfermedad en las mujeres, mayor conocimiento
de los antecedentes familiares maternos en relacion a los paternos o al efecto de la diabetes durante la

gestacion relacionada inclusive con mecanismos epigenéticos.

La caracterizacién del perfil genético puede llegar a ser en un futuro una herramienta que permita la
deteccion de individuos con alto riesgo de desarrollar DM2 de inicio temprano. A pesar de que la magnitud
de la asociacion de los SNPs identificados en este estudio es pequefa, estas variantes pueden formar parte
de un modelo de riesgo multialélico que permita dirigir medidas de prevencién especificas a la poblacion con
mayor susceptibilidad. En una primera aproximacion, identificamos que un GRS construido con las 10
variantes identificadas en este estudio se asocia con la presencia de DM2 con un OR de 1.29 por cada alelo
de riesgo (IC95% 1.03;1.63, p=0.25), siendo mayor a lo reportado por otros estudios quien han reportado GRS
con una asociacion entre OR=1.06 y 1.07 por alelo de riesgo, incluyendo ademas un mayor numero de alelos
de riesgo.*6: 71 La integracion de este GRS a los factores de riesgo clasicos para el desarrollo de DM2, al
parecer mejora la prediccion de la DM2 en poblacion pediatrica en ~10%. Sin embargo, consideramos que
se requiere un mayor numero de estudios que permitan delimitar mejor el perfil genético de susceptibilidad

en esta poblacion para integrar modelos con mejor prediccion.

Nuestro estudio presenta varias limitaciones. Una de ellas es la de no haber incluido a todos los miembros
de las familias en el estudio y solamente corroborar las medidas antropométricas, estilos de vida, parametros
bioquimicos y estudios genéticos en la padres e hijos. Adicionalmente, la evaluacién de la actividad fisica,
la condicién fisica y los habitos de alimentacién son una medida aproximada de la contribucién ambiental.
Por otra parte, los métodos utilizado para medir la resistencia, sensibilidad y secrecion de la insulina se
realiz6 mediante variables subrrogadas, lo que limita su interpretacion. Algunas formas de diabetes tipo
MODY pueden ser compatibles con DM2 en nifios y a pesar de que los participantes no presentaban
caracteristicas clinica para considerar este tipo de diabetes, ' 2 una debilidad de nuestro estudio fue la falta

de confirmacién genética para descartar estas formas monogénicas de la enfermedad.

La mayoria de los estudios que involucran el analisis de SNPs asociados a DM2 han incluido individuos con
promedio de edad alrededor de los 50 afios y aunque la incidencia de la enfermedad ha incrementado en
grupos mas jovenes, la prevalencia de la DM2 en poblacién pediatrica continta siendo baja, por lo que el
reclutamiento de pacientes resulté dificil. Sin embargo, aunque consideramos que este grupo de 99 casos
de pacientes pediatricos con DM2 de inicio antes de los 19 afos es de particular interés, reconocemos que
la principal limitacion de nuestro estudio es el tamafio de muestra. A pesar de que identificamos algunas
asociaciones estadisticamente significativas, el tamafio de muestra pudo contribuir a resultados falsos
negativos, ya que variables de baja frecuencia o asociaciones de magnitud pequefia pudieron no ser
identificadas. Por lo anterior, se requiere de estudios futuros que validen nuestros resultados y que permitan

alcanzar un poder estadistico adecuado para el analisis de las variantes genéticas.
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Otras limitaciones identificadas en nuestro estudio fueron la falta de determinaciéon de la ancestria en los
participantes (aunque este punto se intenté subsanar considerando tres generaciones de origen mestizo-
mexicano), asi como la presencia de trios incompletos con una menor participacion de los padres con
respecto a las madres. Por ultimo, al igual que la mayoria de los estudios de asociacion genética, el disefio
transversal del estudio limita la interpretacion de los resultados obtenidos, por lo que se requiere de estudios

prospectivos que confirmen estas observaciones.

CONCLUSIONES

La DM2, asi como otras alteraciones cardiometabdlicas en nifios y adolescentes mexicanos, tienen una
importante agregacion familiar ya sea debida a factores genéticos (heredabilidad) y/o a factores ambientales,
lo que resalta la complejidad de estos trastornos. La heredabilidad de la DM2 de inicio en la edad pediatrica
se estimoé en 50%, con una mayor transmision por rama materna. Este estudio permiti6 ademas identificar
10 SNPs asociados a la presencia de DM2 de inicio en la edad pediatrica en familias de nifios y adolescentes
mexicanos con diferencias en la transmisién parental en algunos de ellos (ADORA1/rs903361,
CADM2/rs13078807, GNPDA2/rs10938397, VEGFA/rs6905288, FTO/rs9939609, LINGO/rs10968576,
POC5/rs2112347, GLIS/rs7034200, RPS10/rs206936 y SLC16A11/rs13342232). Algunos de estos SNPs no
habian sido relacionados con la enfermedad y otros se habian reportado en grupos étnicos diferentes al
nuestro o Unicamente en presentaciones tardias. La inclusion de estos 10 SNPs en un GRS, en conjunto
con factores de riesgo habituales para la enfermedad, parece mejorar la prediccion de DM2 de inicio en la
edad pediatrica en nuestra poblacién. Sin embargo, se requiere de estudios longitudinales con mayor tamafio
de muestra que corroboren nuestras observaciones, asi como que evallen otros marcadores genéticos que

puedan ser integrados a los modelos de prediccion.
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ANEXOS

Tabla de variables

Carta de consentimiento informado.

Carta de asentimiento.

Carta de autorizacién para la realizacion de estudios genéticos.

Formato de recoleccion de informacién. Identificacion y antecedentes.

Cuestionario sobre frecuencia de consumo de alimentos.

© N o g bk~ w D=

Cuestionario de actividad fisica

©

SNPs genotipificados
10. Constancias de presentacion de trabajos libres
11. Publicaciones

12. Constancias de premios

Formato de recoleccion de informacion. Exploracion fisica y prueba de Harvard.
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ANEXO 1. Definicion de variables
TIPO DE UNIDAD DE :
VARIAB’LE VARIABLE  MEDICION DEFINICION OPERATIVA
PERFIL CLINICO
Cuantitativa, , . Se obtuvo de la diferencia de tiempo entre la fecha de nacimiento y la fecha
Edad . Afios o .
continua en que se realizé el estudio.
Sexo Nominal, Femenino Caracteristicas fenotipicas que clasifican a las personas en hombres o
dicotémica  masculino mujeres.
- Medicién por un solo observador en bascula calibrada, con el paciente en
Cuantitativa, . . . -y - .
Peso continua Kilogramos ayuno, con ropa ligera y sin zapatos y se aproximé a la décima de kg mas
préxima.
Medicion en estadiometro por un solo observador, sin zapatos. Se coloca
Cuantitativa la cabeza del paciente en el plano de Frankfurt y se realiza una traccion de
Talla ) ’ Metros la cabeza a nivel de las apdfisis mastoides. Se desciende lentamente la
continua . "
plataforma horizontal del estadiémetro hasta contactar con la cabeza del
] paciente. Se obtuvo la talla maxima y se ajusté al milimetro méas préximo.
Indice de masa Cuantitativa, Relacién del peso en kilogramos entre el cuadrado de la talla en metros,
. Kg/m? . L L
corporal continua que mide de forma indirecta el grado de adiposidad.
Circunferencia de  Cuantitativa, . Medicion con cinta métrica flexible a la miPAD de la distancia de la Ultima
. . Centimetros . " s .
cintura continua costilla y la cresta iliaca en espiracion, realizada por un solo observador.
Posterior a 5 min de encontrarse el paciente en sedestacion con un
- brazalete que cubre 2/3 la longitud del brazo y utilizando baumandémetro
L . Cuantitativa, . C . g . .
Presion arterial . mm/Hg de mercurio, se determinara las cifras de presion arterial en tres ocasiones,
continua ; s . . . o
y el promedio de las dos ultimas seré considerada como la cifra de presion
arterial final.
PERFIL BIOQUIMICO
Glucosa de Cuantitativa, ma/dL Medicién de glucosa plasmética con 12 horasoras de ayuno mediante el
ayuno continua g método de glucosa oxidasa.
Cuantitativa Determinacion de glucosa 120 min posteriores a una carga de glucosa
Glucosa 120 min continua " mgl/dL anhidra de 1.75 g por kg de peso (méaximo 75 g) mesdiante el método de
glucosa oxidasa.
. Cuantitativa, Niveles de insulina posterior a 12 horasoras de ayuno determinados por
Insulina basal . mUI/mL - - .
continua quimioluminiscencia.
Cuantitativa Niveles de insulina 120 min posteriores a una carga de glucosa anhidra de
Insulina 2 horas continua " muUl/mL 175 g por kg de peso (médximo 75 g) determinamos mediante
quimioluminiscencia.
HbA1c Cuantitativa, o Determinacion del porcentaje de la fraccion de hemoglobina glucosilada en
continua ° sangre mediante inmunoensayo.
Cuantitativa.  indice Indice de resistencia a insulina, calculado mediante la siguiente formula:
HOMA-IR . ’ ” Insulina en ayuno x glucosa en ayuno /405.
continua matematico .
La insulina expresada en pyUl/mL y la glucosa en mg/dL.
Cuantitativa Niveles de péptido C como indicador indirecto de reserva pancreatica,
Péptido C continua ’ ng/dL determinados por el método de quimioluminiscencia posteriores a 12
horasoras de ayuno.
Cuantitativa, Niveles de colesterol total plasmatico posterior a 12 horas de ayuno
Colesterol total . mg/dL . . . o
continua determinados mediante método enzimatico.
Colesterol HDL Cuantltatwa, mg/dL vaele§ de coIesFeroI HI':)L plasmgtlgq posterior a 12 horas de ayuno
continua determinado mediante método enzimético.
Cuantitativa, Niveles de colesterol LDL plasmatico posterior a 12 horas de ayuno
Colesterol LDL . mg/dL . . . o . .
continua determinados mediante método enzimético (no mediante férmula).
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Cuantitativa,

Niveles de triglicéridos plasmaticos posterior a 12 horas de ayuno

Triglicéridos continua mg/dL determinados mediante método enzimatico.
ANTECEDENTES PERINATALES
Edad maternaal  Cuantitativa, Afios Edad cronoldgica de la madre al momento del nacimiento de cada uno de
nacimiento continua los integrantes de la tercera generacion de las familias.
Numero de hijo Quantltatlva, valor Orden del nacimiento del caso indice, nifio control o sus hermanos.
discreta absoluto
E_xposwlon a o si Antecedente obtenido mediante interrogatorio de acuerdo a la presencia
diabetes Dicotémica : : o
. . no de diabetes materna previo o durante la gestacion.
intrauterina
Peso al Cuantitativa, G Antecedente obtenido en la hoja de alumbramiento, certificado de
nacimiento continua nacimiento o nota de egreso hospitalario sobre el peso al nacimiento.
. L . Antecedente obtenido mediante interrogatorio directo a la madre sobre la
Alimentacion al T Si . .l . g
Dicotémica alimentacion al seno materno en los integrantes de la tercera generacién
seno materno no -
de las familias.
Antecedente mediante interrogatorio directo a la madre sobre el tiempo en
Duracion de I el que los integrantes de la tercera generacion de las familias recibieron
- <l Cuantitativa, . g
alimentacion al . Meses alimentacion al seno materno.
continua
seno materno
- Antecedente obtenido mediante el interrogatorio directo a la madre sobre
Seno materno Cuantitativa, . . iy
- ) Meses el tiempo durante el cual los integrantes de la tercera generacion de las
exclusivo continua o ey . g .
familias recibieron alimentacién exclusiva al seno materno.
. Antecedente obtenido mediante el interrogatorio directo a la madre sobre
Edad de Cuantitativa, . . . -
. . Meses la edad en la cual se introdujeron alimentos distintos a la leche materna en
ablactacion continua . .
i ) los integrantes de la tercera generacion.
HABITOS DE ALIMENTACION
A partir del cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos realizado
I de forma directa a cada uno de los integrantes de las familias se obtendra
Macro y Cuantitativa g/mg/ . . . N .
. . . 2 el nimero de porciones consumidas al mes y el tamafio de las mismas, a
micronutrimentos  continua caloria / dia : L d .
partir de lo cual se estimara el promedio de ingesta de macro y
- micronutrimentos por dia mediante el programa The Food Procesor ®
CONDICION FISICA
También conocida como prueba del escalén, consiste en registrar los
latidos del corazdn posterior a subir y bajar con ambos pies un escalon de
30 cm de alto, 42 cm de ancho y 38 cm de profundidad durante 5 min a un
ritmo de 30 veces por minuto. El registro de la frecuencia cardiaca se
realiza después de haber terminado los 5 min o de que el paciente
Prueba de Cuantitativa  indice suspendiera la prueba de forma prematura por fatiga, realizandose la
Harvard continua matematico  medicién de la frecuencia cardiaca a los 0, 1 y 2 min post ejercicio.
Posteriormente se calcula el indice de recuperacién dividiendo el tiempo
total en minutos multiplicado por 100 entre la suma de las 3
determinaciones de frecuencia cardiaca. Estudios previos han indicado
que el indice de recuperacion se considera pobre si es menor a 55, bajo
] de 55 a 64, alto de 65 a 79, bueno de 80 a 89 y excelente de mas de 90.”
FACTORES GENETICOS
Homocigoto
. para el Polimorfismos obtenidos mediante técnica de de microarreglos o mediante
SNPs Nominal ancestro o la Co
: sondas TagMan de manera individual.
variante vy
heterocigoto
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ANEXO 2. Carta de consentimiento informado

Polimorfismos de un solo nucleétido asociados con diabetes mellitus tipo 2
en familias de nifios y adolescentes mexicanos.

Su familia y usted han sido considerados para realizar un estudio de investigacion en el que se busca la
presencia de factores que predisponen al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 en nifios.

Se sabe que existen factores de riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y tanto usted como su
familia cuentan con uno o mas de éstos como son: ser mexicanos, familiares de primer o segundo grado
con la enfermedad, tener sobrepeso u obesidad, datos de resistencia a la insulina, inactividad fisica, diabetes
durante el embarazo, hijos con peso mayor a 4kg al nacimiento, presion arterial alta y dislipidemia
(alteraciones en las grasas de la sangre), entre otros. Existen recomendaciones que apoyan la busqueda de
alteraciones metabdlicas en personas con riesgo, por lo que consideramos que ustedes son candidatos para
recibir una valoracién médica y poder detectar alteraciones de forma temprana. En el estudio requerimos
que usted y su familia acudan en dos ocasiones al Hospital Infantil de México Federico Gémez, para llevar
a cabo una serie de estudios, que a continuacion le explicamos:

Visita 1

Usted y su familia deberan acudir el dia de la cita a la Clinica de Atencién al Nifio Diabético del Hospital
Infantil de México Federico Gbmez, con un ayuno como minimo de 12 horas (debera cenar el dia anterior a
las 19:00 horas, posteriormente soélo podra ingerir agua simple).

El dia de la cita, se tomara una muestra de glucemia capilar que consiste en dar un piquete en una de las
yemas de los dedos y colocarla en un aparato que mide la cantidad de glucosa (azucar) en la sangre.
Posteriormente se obtendra una muestra de sangre de su antebrazo con un volumen total de 20mL para la
determinacion de examenes de laboratorio.

En caso de que usted no sea diabético y haya tenido un nivel de glucosa <126 mg/dL en la muestra de
sangre de la yema de su dedo, se procederd a realizar la prueba de tolerancia a la glucosa, la cual consiste
en que usted beba un agua dulce y dos horas después se tome una segunda muestra de sangre de 2mL.

Durante el tiempo de espera entre la toma de las muestras, sera valorado por un endocrinélogo pediatra
quien realizara una historia clinica que consiste en un interrogatorio sobre sus antecedentes médicos y una
exploracion fisica.

Al final de la visita se les prestara un aparato llamado podémetro que consta de un dispositivo del tamafo
de un radio localizador que usaran cada uno de los integrantes de la familia durante tres dias debiendo ser
uno de ellos en fin de semana. Deberan de regresar el dispositivo en la segunda visita para que sea utilizado
por otras familias.

Visita 2

En esta cita se les solicitara que acudan con ropa comoda, zapato bajo o tenis. Se les aplicara una prueba
para medir su condicion fisica la cual consiste en que suban y bajen un escalén de 30.5cm de altura a una
velocidad de 30 veces por minuto durante 5 minutos. Antes y durante tres minutos posteriores a la prueba
se mediran los latidos de su corazon.

Se les solicitara que contesten unos cuestionarios sobre habitos de alimentacioén y actividad fisica.
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Se les entregaran por escrito un resumen de la valoracidon realizada, asi como de los resultados de
laboratorio (glucosa, perfil de lipidos, acido urico, insulina, péptido C, transaminasas y proteina C reactiva).
Asi mismo recibira las recomendaciones para disminuir el riesgo de desarrollar diabetes y en caso de
requerirlo seran referidos al servicio de salud correspondiente.

Los riesgos de este estudio surgen de la necesidad de obtener muestras de sangre. Las punciones venosas
pueden causar dolor y posiblemente moretones. La extraccion de muestras de sangre puede causar ligero
mareo que puede remediarse con bajar la cabeza y alzar las piernas. Puede haber varios beneficios para
usted y su familia por su participacion con este estudio. La identificacion de alguna alteracién en la glucosa,
grasas de la sangre y presion arterial entre otras, nos permitira valorar el inicio de tratamiento para controlar
y evitar que sigan evolucionando esas alteraciones. Por participar en este estudio usted y su familia no
recibiran ninguna compensacion monetaria.

Durante el estudio, el médico responsable del mismo respondera a cualquier duda que usted o su hijo tengan
acerca del procedimiento, los riesgos y beneficios, asi como los resultados del estudio. Su participacion en
el estudio es totalmente voluntaria y una vez aceptada su participacion, ésta se puede cancelar en cualquier
momento sin que por ello se afecte la atencion de usted o su familia en el Hospital Infantil de México Federico
Gomez.

Por medio de la presente, aceptamos en forma voluntaria que nuestra familia participe en el estudio de
investigacion. Hemos leido de forma cuidadosa este documento y entendemos todo lo que implica, ademas
se nos ha asegurado que las muestras de sangre que se tomen seran utilizadas unicamente con los fines
propuestos en esta investigacion y que los resultados nos seran notificados y seran totalmente
confidenciales. En caso de que el paciente y/o el tutor no sepan escribir se colocara la huella digital.

ACEPTAMOS: Sl NO

Nombre y firma del padre Nombre firma de la madre
Nombre y firma del hijo (1) Nombre firma del hijo (2)
Nombre y firma del hijo (3) Nombre firma del hijo (4)
Nombre y firma del testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Direccion: Direccion:

Nombre y firma del investigador responsable

Dra. América Liliana Miranda Lora

Subdireccién de investigacion

Hospital Infantil de México Federico Gémez

Dr. Marquez # 162. Col. Doctores. CP 06720. México DF.
Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 3009 Fecha:
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ANEXO 3. Carta de asentimiento

Polimorfismos de un solo nucledtido asociados con diabetes mellitus tipo 2 en
familias de nifios y adolescentes mexicanos.

Estamos realizando un estudio de investigacion en familias mexicanas para evaluar el riesgo de tener
diabetes mellitus tipo 2. El realizar estudios de investigacién es una forma de aprender mas sobre las
enfermedades. Te estamos invitando a participar en este proyecto para evaluar la condicién actual de tu
enfermedad en caso de que ya tengas diabetes y en caso de que no seas diabético, se valorara el riesgo
que tienes de presentar la enfermedad.

Si decides participar en el estudio, deberas asistir para que se te tomen muestras de sangre en ayuno en la
primera cita. Se te picara la yema de tu dedo con una aguja pequefia y se pondra una gota de tu sangre en
un aparato que mide la glucosa (azucar). Posteriormente se tomara una muestra de sangre de tu brazo. En
caso de que no seas diabético, se te dara a beber una bebida azucarada y se te tomara otra muestra de
sangre a los 120 min. Ademas seras valorado por un médico para que contestes algunas pregunPAS acerca
de tus antecedentes de salud. El médico te realizara un examen fisico y medira tu peso, estatura, presién
arterial y cintura. Una vez finalizada la primera cita se les prestara a ti y a tu familia una aparato que cuenta
pasos y que deberas llevar contigo durante 3 dias.

Se te citara nuevamente en otro dia en donde contestaras unos cuestionarios sobre tu alimentacioén y tus
actividades. Ademas se te aplicara una prueba para medir tu condicion fisica que consiste en que subas y
bajes un escalén durante 5 minutos mientras nosotros medimos los latidos de tu corazon. Al final de esta
visita tus papas y tu recibiran los resultados de las pruebas que se te realizaron.

Los riesgos de este estudio estan dados porque se necesita tomar muestras de sangre, lo cual puede ser
doloroso o causarte moretones. Este estudio nos proporcionara mas conocimientos acerca de la diabetes
mellitus en nifos, los cuales podemos utilizar para transmitirlos a otros médicos y ayudar a otros nifios para
prevenir que padezcan esta enfermedad. Ademas, si encontramos alguna alteracion en el azicar o en las
grasas de tu sangre, recibiras el tratamiento adecuado para controlar y evitar que sigan evolucionando esas
alteraciones.

Cuando hayamos terminado el estudio escribiremos un reporte sobre los resultados y lo que hemos
aprendido. En este reporte no aparecera tu nombre y nadie sabra que participaste en el estudio. Puedes
preguntar todas las dudas que tengas en cualquier momento y eres libre de participar o no segun sea tu
deseo, nosotros seguiremos dandote la atencion. Si decides participar en el estudio escribe tu nombre y
firma.

Estoy de acuerdo en participar: Si No

Nombre con letra de molde:

Firma:
Nombre y firma del testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Direccion: Direccion:

Fecha:

Nombre y firma del investigador responsable
Dra. América Liliana Miranda Lora. Subdireccién de investigacion. Hospital Infantil de México Federico
GOmez. Dr. Marquez # 162. Col. Doctores. CP 06720. México DF. Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 3009
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ANEXO 4. Consentimiento informado para la realizacién de estudio genético.

Titulo del estudio: Polimorfismos de un solo nucle6tido asociados con diabetes
mellitus tipo 2 en familias de nifios y adolescentes mexicanos.

Se solicita la participacion de usted y su familia en este proyecto de investigacion cuyo objetivo principal es
profundizar en el conocimiento de factores genéticos que puedan predisponer al desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2. Esta enfermedad se caracteriza por presentar elevacién de los niveles de glucosa (azucar)
en sangre debido a defectos en la accidn o secrecién de la insulina y que puede favorecer la aparicién de
complicaciones cronicas que repercuten en una disminucion de la calidad de vida de las personas afectadas.

En este estudio participan los Departamentos de Salud Comunitaria y Endocrinologia del Hospital Infantil de
México Federico Gbmez y la Unidad de Investigaciéon Médica en Bioquimica del Hospital de Especialidades
del Centro Médico Nacional siglo XXI del IMSS. Es posible que de su participacion en este estudio no
obtenga un beneficio directo. Sin embargo, la identificacion de posibles factores genéticos relacionados con
la diabetes mellitus tipo 2 en poblacién mexicana, podria beneficiar en un futuro a otros pacientes que la
padecen y contribuir a un mejor conocimiento y prevencion de esta enfermedad. La participacion de usted y
su familia es totalmente voluntaria, y si usted decide no participar recibira todos los cuidados médicos que
su familia precise y la relacion con el equipo médico que le atiende no se vera afectada.

Si usted decide participar, se le extraera un tubo de sangre de 5ml para obtener las muestras de ADN. El
ADN es un elemento que esta presente en todas sus células porque lo ha recibido de sus padres y lleva un
cédigo en forma de “genes” que determina sus caracteristicas fisicas personales como el color de ojos, de
piel, etc. Las diferencias entre unas personas y otras nos pueden ayudar a explicar por qué algunas personas
desarrollan unas enfermedades y otras no.

La toma de muestras de sangre puede provocar una sensacion de ardor en el punto en el que se introduce
la aguja en la piel y le puede ocasionar un pequeio hematoma y en ocasiones un ligero mareo.

Se le solicita su consentimiento para que con las muestras de sangre de usted y su familia, se hagan los
procedimientos especificados en los siguientes puntos:

l. Que en el ADN de su sangre se estudien los genes que pueden estar involucrados en el desarrollo
de la diabetes mellitus tipo 2.

I Es probable que en un futuro se descubran nuevos genes relacionados con la diabetes mellitus tipo
2, por ello se le solicita que autorice almacenar su muestra para el estudio de otros genes que se
puedan descubrir en el futuro. Si usted acepta autorizar este almacenamiento, se eliminaran de la
muestra todos los vinculos con su identidad antes de guardarla, y no sera posible llegar a conocer
su identidad a partir de ella. Esta muestra sélo se utilizara para estudiar genes importantes
implicados en la diabetes mellitus tipo 2, no se realizaran otros estudios con ella.

M. Usted puede también aceptar que en dicha muestra se realicen estudios genéticos de otras
enfermedades diferentes.

Usted puede aceptar que sélo se estudien en su muestra de sangre los genes expresados en el punto |, o
las propuestas de los puntos Il y lll. Si usted acepta sélo los estudios genéticos descritos en el punto |, su
muestra se destruira después de completar la prueba. Si usted acepta que se guarde esa muestra para
futuros estudios como se describe en los puntos Il y Ill, el investigador garantizara que guardara y utilizara
la muestra hasta que ya no quede mas ADN. Usted debe otorgar su consentimiento informado por escrito,
indicando qué parte del estudio genético acepta y firmando este documento, antes de la obtencion del ADN.
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(o TSP como representante de
mi familia, declaro bajo mi responsabilidad que he leido la hoja de informacién sobre el estudio y acepto que
mi familia, participe en este estudio genético.

Se me ha entregado una copia de este consentimiento informado, fechado y firmado. Se me han explicado
las caracteristicas y el objetivo del estudio genético y los posibles beneficios y riesgos que puedo esperar.
Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas y todas fueron respondidas a mi entera
satisfaccion. Sé que se mantendra en secreto nuestra identidad y que se identificaran las muestras de sangre
y de ADN con un ndmero codificado.

Somos libres de retirarnos del estudio genético en cualquier momento por cualquier motivo, sin tener que
dar explicacion y sin que repercuta negativamente sobre nuestro tratamiento médico. Tras ello se procedera
a la destruccion de la muestra codificada. Si se hubiera retirado previamente el vinculo de identificacion de
la muestra, no se podra relacionar conmigo, de forma que no se podra destruir.

Entiendo que el objetivo del estudio genético es evaluar el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 y
que los resultados del mismo no se comunicaran ni a mi ni a mi médico, excepto en el caso de que dichos
hallazgos tengan una implicacién significativa para la salud de los participantes y que exista una posibilidad
real de mejorar esa condicién de salud.

Aceptamos No aceptamos que se realicen los estudios genéticos referentes al punto I.

Aceptamos No aceptamos que se guarden las muestras de ADN para pruebas en el futuro en
relacion a la diabetes mellitus tipo 2 (punto II).

Aceptamos No aceptamos que se guarden las muestras de ADN para realizar estudios futuros
de otras enfermedades (punto III).

Consentimos en participar voluntariamente en el(los) apartado(s) marcado(s) de este estudio genético.

Nombre y firma del padre Nombre firma de la madre
Nombre y firma del hijo (1) Nombre firma del hijo (2)
Nombre y firma del hijo (3) Nombre firma del hijo (4)
Nombre y firma del testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Direccion: Direccién:

Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio, sus apartados, riesgos y beneficios
potenciales y la familia consiente en participar por medio de sus firmas.
Fecha:

Nombre y firma del investigador responsable
Dra. América Liliana Miranda Lora. Subdireccién de investigacion. Hospital Infantil de México Federico
Gbmez. Dr. Marquez # 162. Col. Doctores. CP 06720. México DF. Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 3009

71



ANEXO 5. Formato de Identificacion y antecedentes.
Polimorfismos genéticos relacionados con el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 en nifios y
adolescentes.

FECHA: || 11| Registro hospitalario:
OCUPACION
1. Amade casa
NIVEL ESCOLAR 2. Estudiante
3. Oficios
1. Analfabeta o
2.Primaria g Eerv:mods d
NOMBRE FECHA DE ’ . o g : mpleado e
INTEGRANTE|  Apellido patemo /apellido matero/  |INICIALES|FOLIO| ~ NACIMIENTO |3 Secundaria SLIGBIIEL T LI 0o fabrica
4.Bachillerato 0 ESCOLAR .
nombre(s) (dd/mm/aa) tcnico 6. Empleado de oficina
. 7. Comerciante
5. Superior S
6 Posarado 8.  Profesionista
9 9. Jubilado
10. Desempleado
11. Otros
Propésito
Madre
Padre
Hermano 1
Hermano 2
Hermano 3
Hermano 4
Hermano 5
No familiar

DATOS PARA ESTABLECER COMUNICACION

Direccion: (calle, no. Exterior, no. Interior, colonia, delegacién/municipio, C.P.)

Teléfono de casa:

Correo electronico:

Teléfono celular:

A quién pertenece:

Teléfono del trabajo:

A quién pertenece:

Teléfono de algtn familiar o vecino:

A quién pertenece:
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ANTECEDENTES FAMILIARES

0.NO 1.Si 9.No sabe

NACIQ-NALIDAD ESTADO ACTUAL <
INECE Rt (Ea%ﬁsl,) cumplidos)1S.I|EVI);2culino 2.Femenino;: gterzlcana Erezlgﬁgsﬁﬁzlales del estado;: \l\;llxgno ((:;-\ﬁgtsalrxl\ll)/-\E e“:llllchsTi-\llEos) <°t § ESPECIFICAR
3. No sabe 3. No sabe % ol

Wl
RIS

Madre

IAbuela materna|No aplica

IAbuelo maternoNo aplical

Tio materno 1 |[No aplica

Tio materno 2 |No aplica

Tio materno 3 |No aplica

Tio materno 4 |No aplica

Tio materno 5 [No aplica

Padre

/Abuela paterna [No aplica|

IAbuelo paterno [No aplical

Tio paterno 1  [No aplica

Tio paterno 2  |No aplical

Tio paterno 3  [No aplical

Tio paterno 4 |No aplical

Tio paterno 5 |No aplica

Propdsito

Hermano 1

Hermano 2

Hermano 3

Hermano 4

Hermano 5
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ANTECEDENTES PERINATALES

Peso Edad Exposicion a diabetes Exposicion a preeclampsia o Tiempo de alimentacion con Edad de ablactacién

INTEGRANTE | FOLIO nacimiento gestacional gestacional eclampsia leche materna (meses)
(9) (semanas) 0.No 1. Si 0.No 1. Si (meses)

Propésito

Hermano 1

Hermano 2

Hermano 3

Hermano 4

Hermano 5

VARIABLES SOCIOECONOMICAS

Ingreso familiar mensual

Gasto mensual en comida

Familia nuclear (Si o No)

Jefe de familia

ANTECEDENTES DE LOS PACIENTES CON DIABETES MELLITUS

o o 2 8 SINTOMAS AL DIAGNOSTICO TRATAMIENTO ACTUAL
2 S L fg' 0.No 1. Si 0.No 1. Si
@ B S e
2 '© 3 — (<) 2 2 @
> >S5 < i 3 43 o n o

INTEGRANTE |FOLIO .S - o o = = o o - s =
s 5 o sS | ® © = < = g |2 |8 |a 8
[T w8 ] 3 | = 0 o © © £ © £ = I s §
=% | 32 |o%2 g3 s |£ | |2 | |2 |8 |£ |5 |5 |8 |= 2
B8 | 2353 |25/ 83|12 |2 £ B |2 |B |E |3 |¢ |€ |8 |¢B H
T [ B o S > =& (o [<) [<) D © ) ] ] Q S = o £ 2
w S O« o oS Ot a o o o w o < £ = n (G} £ »n £

Propdsito

Madre

Padre

Hermano 1

Hermano 2

Hermano 3

Hermano 4

Hermano 5

NOMBRE DEL ENCUESTADOR:




ANEXO 6. Exploracién fisicay prueba de Harvard.
Polimorfismos genéticos relacionados con el desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2 en nifios y adolescentes

FECHA: |__|__ /]| Registro hospitalario:

Glucosa capilar | Peso | Talla | Cintura| PAS1 | PAD1 | PAS2 | PAD2 | PAS3 | PAD3

INTEGRANTE | Folio| ™ (gidl) | (Kg) | (cm) | (cm) | (mmHg) | (mmHg) | (mmHg)| (mmHg) | (mmHg) | (mmHg)

Propésito

Madre

Padre

Hermano 1

Hermano 2

Hermano 3

Hermano 4

Hermano 5

No familiar

Tanner | Tanner | Tanner ST FC FC FC FC2 FC Duracion
. . s en cuello . . . . .
Genital | mamario | pubico 0.No 1. Si basal | inmediata | 1 min | min 3min | (segundos)

INTEGRANTE | FOLIO

Propésito

Madre No aplica

Padre No aplica

Hermano 1

Hermano 2

Hermano 3

Hermano 4

Hermano 5

No familiar

NOMBRE DE QUIEN REALIZO LAS OBSERVACIONES:
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ANEXO 7. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos.

Folio:

Frecuencia de consumo de alimentos

Fecha: dia___/ mes / afio

INSTRUCCIONES.

claridad posible.

Llene cuidadosamente este formato, siguiendo las instrucciones que se piden en cada columna. Escriba con la mayor

Nombre:

ALIMENTO

Frecuencia de consumo

Cantidad consumida por el nifio

No lo
consume

N° de veces por

Productos Lacteos

a

Unidad de Medida Tamafio
(pieza, vaso, plato, Chico, mediano,

Total de
unidades

Mes | Semana Di cuchara. taza. efc. rande

Leche entera (liquida o polvo)

Leche semidescremada (liquida o polvo)

Leche descremada (liquida o polvo)

Leche saborizada (liquida o polvo)

Quesos blancos (panela, ranchero)

Quesos maduros (manchego, gouda)

Yakult o chamito

Yogurt o soful natural

Ol |N|ojla|ld|lw]|IN]|—~

Yogurt o soful de sabores

-
o

Danonino

Cereales

11 |Avena

12 |Tortlla de maiz

13 |Tortlla de harina de trigo

14 |Pan de caja (blanco o integral)

Bolillo (blanco o integral)

16 |Pan dulce

17 |Galletas dulces (canelitas, polv orones)

Galletas tipo sandwich

18 (emperador, cremas de nieve)
Galletas simples

19 ) —
(marias, habaneras,animalitos)

20 |Galletas saladas

21 |Arroz

22 |Sopa de pasta

23 |Sopa maruchan

24 |Pastas
Papa natural o en polvo

25 .
(sopa, pure 6 cocida)

26 |Elote o esquites

27 |Amaranto (alegria)

28 |Cereal de caja

(anote nombre y marca)
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ALIMENTO

Frecuencia de consumo

Cantidad consumida por el nifio

No lo
consume

N° de veces por

Total de | Unidad de Medida
unidade | (pieza, vaso, plato,

Mes | Semana Dia

S cuchara, taza, etc.)

Tamano
Chico, mediano,
grande

Frutas

29

Jugos naturales de frutas

30

Fruta fresca

31

Fruta en almibar

32

Otras frutas (seca, cristalizada)

Verduras

33

Jugos naturales de verduras

34

Verduras de hoja verde (lechuga, espinacas,
acelgas)

35

Verduras rojas (jitomate, rabano, pimiento)

36

Verduras verdes (chicharo, ejote, calabaza)

37

verduras amarillas (zanahoria, elote,

camate)

Huevo, Carnes, Pes

cado, Mariscos y E

mbutidos

38

Huevo

39

Pollo

40

Carne blanca (pollo, pavo)

41

Carne roja (res, borrego, cerdo)

42

Embutidos (salchicha, jamén)

43

Chorizo, longaniza

44

Visceras (higado, corazon, panza)

45

Chicharroén (frito, prensado)

46

Pescado fresco

47

Pescado en lata

48

Mariscos (ostién,camarén,pulpo)

Leguminosas

49

Frijoles

50

Frijoles de lata

51

Lentejas

52

Habas

53

Garbanzo

54

Soya

55

Alubias

Azlcares y golosinas

56

Gelatina

57

Pasteles

58

Helado y paletas de leche

59

Miel (abeja, maple)

60

Mermelada

61

Cajeta

62

Flan

63

Pay




ALIMENTO

Frecuencia de consumo

Cantidad consumida por el nifio

No lo
consume

N° de veces por

Mes |Semana| Dia

Total de
unidades

Unidad de Medida
(pieza, vaso, plato,
cuchara, taza, efc.)

Tamafo
Chico, mediano,
grande

64 |Chocolate (cualquiera)
65 |Crema de cacahuate (aladino)
66 |Dulces (caramelos, paletas)
67 |Ate
68 |Congeladas y paletas de agua
Grasas y Aceites

69 |Margarina
70 |Mantequilla
71 |Crema o Nata
72 |Mayonesa
73 |Aceite de olivo

Frituras
74 |Frituras (papas, palomitas, chicharrones)
75 |Cacahuates procesados

Comida rapidainternacional
76 |Papas a la francesa
77 |Pizza
78 |Hot Dogs
79 |Hamburguesas
80 |Banderillas
81 |Baguette
Comida rapida mexicana

82 |Sincronizadas
83 |Tortas
84 |Torta de Tamal
85 |Tamal
86 |Tamal frito
87 |Gorditas de chicharrén
88 |Tlacoyo
89 |Quesadillas
90 |Sopes
91 |Tacos
92 |Pozole
93 |Pancita
94 |Birria

Semillas
95 |Nueces
96 |Almendras
97 |Avellanas
98 |Cacahuate natural
99 |Pepitas
100 |Pistaches

Bebidas
101 |Refresco cualquier marca
102 |Refrescos y bebidas dietéticas
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ALIMENTO

Frecuencia de consumo

Cantidad consumida por el nifio

No lo
consume

NO

de veces por Total de

Mes

Semana Dia unidades

Unidad de Medida
(pieza, vaso, plato,
cuchara, taza, etc.)

Tamafio
Chico, mediano, grande

103

Bebidas energéticas
(gatorade, enerplex)

104

Jugos Industrializados
(boing, jumex, etc.)

105

Polvo para preparar agua de
sabor (tang, kool-aid)

106

Café

107

Té

108

Chocolate

109

Atole

110

Bebidas de soya

Otro

s: cualquier rubro

111

Azucar

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

¢ Actualmente esta tomando algunas itaminas, minerales o complementos alimenticios?

1. Si 2. No

121

L|

122 En caso de Si, anote el nombre del producto:

123 ¢ Cuanto tiempo lleva tomandolos?

dias

meses

123 ]

OBSERVACIONES:

Nombre del encuestador:
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ANEXO 8. Cuestionario de actividad fisica.

Folio:
EJERCICIO Y SEDENTARISMO
Nombre del paciente: Fecha: dia |__||__| mes|__||__|afio|__||__|
I INSTRUCCIONES. Responda las preguntas tachando o anotando la opcidn de respuesta. No escriba en la columna sombreada
NO ESCRIBA EN
ACTIVIDADES SEDENTARIAS ESTA COLUMNA
1 ¢ Cuantas televisiones hay en tu casa? Ndmero |___| 1 |
2 ¢ Tienes televisor en tu recamara? 1. Si. 2. No. 2 |
¢ Regularmente cuantas horas al dia pasas viendo television
3 - . . ) o .
(programacion, peliculas), incluyendo el tiempo  por la mafiana, h/dia | J|__|.|__||__| 3
tarde y noche?
4 ¢ Tienes computadora en tu casa? 1. Si. 2. No. 4 |
5 ¢Independientemente de que tengas o no computadora entu hidia | LI 5
casa, regularmente cuantas horas al dia utilizas la computadora? — | " |
6 En tu casa, ¢tienes videojuegos (X box, game-boy, wii, juegos en 1 si 2 No. 6 L
computadora)?
¢Independientemente de que tengas o no videojuegos entu
7 | casa, regularmente cuantas horas al dia dedicas a los videojuegos hidia | _|_I.|_lI_I LA Y ||
(X-box, nintendo, maquinitas, computadora, celular)?
8 En tu casa, ¢tienes reproductor de DVD y/o Blue Ray? 1. Si. 2. No. 8 |
¢ Regularmente, cuantas horas pasas al dia sentado (leyendo, .
9 g . ; : hidia |||l ST Y | |
oyendo musica, haciendo la tarea, jugando  juegos de mesa)?
¢,Comes algo cuando estas frente a la TV, computadora o videojuegos?
10a ) a. ||
1. Si. 2. No. 10
10b 1. Siempre 2. Frecuentemente 3. Ocasionalmente 4. No aplica b.| |
¢ Bebes algo cuando estas frente a una pantalla (TV, computadora o videojuegos)?
11a . a. ||
1. Si. 2. No. 11
11b 1. Siempre 2. Frecuentemente 3. Ocasionalmente 4. No aplica b.|__|
12 ¢ Entre semana, regularmente a que hora te duermes? ] pm 12 L)
13 ¢ Entre semana, regularmente a que hora te despiertas? LI Jam 13 [ | Ll
14 ¢, Regularmente cuantas horas duermes de siesta? h/dia | . 1| 14 I | |
15 i i0? hidia 1L 15 [ Ll
¢ Regularmente cuantas horas al dia vas a la escuela o al trabajo? No trabaja/escuela | 99.99 | 1l
16 ¢ Regularmente cuanto tiempo empleas en transportarte de tu casa hidia |__I.|__Il_| 16 [
a la escuela/trabajo, de ida y regreso (sumar los tiempos)?  No aplica |_9.99 | B
1. Caminando
¢ Regularmente cémo te transportas de tu casaala 2. Bicicleta al_|
17 | escuela/trabajo, de ida 'y de regreso  (Anotar en orden de 3. Automovil 17 bl |
importancia, poner a la derecha el orden)? 4. Autobus o equivalente & |_|
5. Metro o equivalente —
6. No aplica
EJERCICIO EN LA ESCUELA (entre semana)(aplicar sélo a los nifios)
18 ¢ Cuantos dias de la semana tienes clase de educacion fisica en la dias|__| No aplica |9 | 18 L
escuela?
19 ¢,Cuanto tiempo dura tu clase? h|_|l_ll__| Noaplica [9.99] 19 I Y |
20 ¢ Tienes maestro de educacion fisica? 1.Si. 2.No. Noaplica|_9 | 20 |
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Folio:
EJERCICIO Y SEDENTARISMO
Nombre del paciente: Fecha: dia |__||__| mes|__||__|afio|__||__|
| INSTRUCCIONES. Responda las preguntas tachando o anotando la opcion de respuesta. No escriba en la columna sombreada
NO ESCRIBA EN
ACTIVIDADES SEDENTARIAS ESTA COLUMNA
1 ¢ Cuantas televisiones hay en tu casa? Numero |__ | 1 |
2 ¢ Tienes televisor en tu recamara? 1. Si. 2. No. 2 |
3 ¢Regularmente cuantas horas al dia pasas viendo television
(programacion, peliculas), incluyendo el tiempo  por la mafana, hidia |__J|__||__Il__| 3 ]
tarde y noche?
4 ¢ Tienes computadora en tu casa? 1. Si. 2. No. 4 [
5 ¢Independientemente de que tengas o no computadora en tu hidia | LL_IL_| 5
casa, regularmente cuantas horas al dia utilizas la computadora? — S | -
6 En tu casa, ¢tienes videojuegos (X box, game-boy, wii, juegos en 1si 2 No. 6 L
computadora)?
¢Independientemente de que tengas o no videojuegos en tu
7 casa, regularmente cuantas horas al dia dedicas a los videojuegos hidia |__J|__|.|__I|l__]| 7]
(X-box, nintendo, maquinitas, computadora, celular)?
8 En tu casa, ¢tienes reproductor de DVD y/o Blue Ray? 1. Si. 2. No. 8 |
¢ Regularmente, cuantas horas pasas al dia sentado (leyendo, .
9 . . ! . h/dia |_[|_|-|_II_| LI |
oyendo musica, haciendo la tarea, jugando  juegos de mesa)?
¢,Comes algo cuando estas frente a la TV, computadora o videojuegos?
10a ) a.|__|
1. Si. 2. No. 10 —
10b 1. Siempre 2. Frecuentemente 3. Ocasionalmente 4. No aplica b. | |
112 ¢ Bebes algo cuando estas frente a una pantalla (TV, computadora o videojuegos)? = |
1. Si. 2. No. 11 e
11b 1. Siempre 2. Frecuentemente 3. Ocasionalmente 4. No aplica b.|___|
12 ¢ Entre semana, regularmente a que hora te duermes? ] ]| pm 12 | ]
13 J,Entre semana, regularmente a que hora te despiertas? | 1]l .1 Il Jam 13 | T |
14 ¢, Regularmente cuantas horas duermes de siesta? hidia | | |l | 14 LI
15 : o e LM 15 | Il
¢ Regularmente cuantas horas al dia vas a la escuela o al trabajo? No trabaja/escuela | 99.99 | JRN | Y A |
16 ¢ Regularmente cuanto tiempo empleas en transportarte de tu casa hidia ||l 16 L
a la escuela/trabajo, de ida y regreso (sumar los tiempos)?  No aplica |_9.99 | -
1. Caminando
¢ Regularmente cémo te transportas de tu casaala 2. Bicicleta al_|
17 | escuelaltrabajo, de ida 'y de regreso  (Anotar en orden de 3. Automovil 17 bl
importancia, poner a la derecha el orden)? 4. Autobus o equivalente a |—|
5. Metro o equivalente —
6. No aplica
EJERCICIO EN LA ESCUELA (entre semana)(aplicar sélo a los nifios)
¢ Cuantos dias de la semana tienes clase de educacion fisica en la . .
18 escuela? dias |__| No aplica |_9 | 18 |
19 ¢, Cuanto tiempo dura tu clase? h|_|.l_ll_| Noaplica|9.99| 19 | |
20 ¢ Tienes maestro de educacion fisica? 1.Si. 2.No. Noaplica|_9 | 20 |
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ANEXO 9. SNPs incluidos en el andlisis.

SNPs Cr  Gen reportado Clase funcional A a FAM EHW (p) Obesity? Gluc/lnsc Lipids?

INCLUIDOS EN EL MICROARREGLO

rs903361 1 ADORA1 Intron A G 0284 0.253
rs1011731 1 DNM3 Intron A G 0264 0.318 *
rs1514175 1 TNNI3K Intron A G 0329 0.082 *
rs1555543 1 PTBP2 Intergénico C A 0390 0412 *
rs2605100 1 LYPLAL1 Intergénico G A 0456 0.759 *
rs2815752 1 NEGR1 Intergénico A G 0217 0.822 *
rs984222 1 TBX15 Intron G C 0.383 0.739 *
rs10913469 1 SEC16B Intron T C 0222 0929 *
rs340874 1 PROX1 Regién no traducida 5° T C 0324 0.902
rs2890652 2 LRP1B Intergénico T C 0229 0.759 *
rs7135862 2 ADCY3 Intergénico T C 0.289 0.035 *
rs887912a 2 FANCL Intergénico C T 0068 0.155 *
rs5608872 2 G6PC2 Intron C T 0.061 0.406
rs10195252 2 GRB14 Intron T C 0277 0.564 *
rs780094 2 GCKR Intron C T 0329 0.288
rs67846152 3 NISCH Intron T C 0.036 0.630 *
rs67957352 3 ADAMTS9-AS2 intron T C 0164 0.047 *
rs13078807 3 CADM2 Intron A G 0.09 0.638 *
rs7647305 3 SFRS10 Intron C T 0171 0.396 *
rs11920090 3 SLC2A2 Intron T A 0284 0.333
rs11708067 3 ADCY5 Intron A G 0362 0.316
rs10938397 4 GNPDA2 Intergénico A G 0326 0.856 *
rs131073252 4 SLC30A8 Sin sentido C T 0037 0492 *
rs6232 5 PCSK1 Intron T C 0.166 0.260
rs2112347 5 POC5 Rio arriba T G 029 0.855 *
rs1294421 6 LY86 Intergénico G T 0345 0.078 *
rs206936 6 RPS10-NUDT3 Intron A G 0348 0.387 *
rs6905288 6 VEGFA Rio abajo A G 0360 0.094 *
rs9491696 6 RSPO3 Intron C G 0399 0.149 *
rs987237 6 TFAP2B Intron A G 0457 0531 *
rs161392 7 _NPY Sin sentido T C  0.006 <0.001
rs1055144 7 NFE2L3 Intergénico C T 0222 0.659 *
rs2191349 7 TMEM195, DGKB Intergénico T G 0434 0429
rs46075172 7 GCK Intron G A 0479 0.030
rs13266634 8 SLC30A8 Sin sentido C T 0256 0.958
rs10968576 9 LINGO2 Intron A G 0212 0.228 *
rs7034200 9 GLIS3 Intron A C 035 0311
rs10885122 10 ADRA2A Intergénico G T 0169 0.574
rs1800497 11 ANKK1 Sin sentido A G 0433 0.344
rs3817334 11 MTCH2 Intron C T 0427 0516 *
rs4929949 11 STK33 Intron T C 0500 0.345 *
rs6265 11 BDNF-AS Sin sentido C T 0166 0.860 *
rs925946 11 BDNF-AS Intron G T 0166 0.767 *
rs11605924 11 CRY2 Intron A C 0444 0535
rs79445842 11 MADD Intron A T 0127 0.028
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SNPs Cr  Gen reportado Clase funcional A a FAM EHW (p) Obesity® Gluc/lnsc Lipids¢
INCLUIDOS EN EL MICROARREGLO
rs10830963 11 MTNR1B Intron C G 0221 0.649 *
rs174550 11 FADS1 Regién no traducida 5’ T C 0276 0.323
rs1443512 12 HOXC13 Intergénico A C 0344 0934 *
rs718314 12 ITPR2 Intron G A 0368 0.09 *
rs7138803 12 BCDIN3D Intergénico G A 0380 0.506 *
rs4771122 13 MTIF3 Intron A G 0157 0372 *
rs10150332 14 NRXN3 Intron T C 0225 0.266 *
rs118476972 14 PRKD1 Intron C T 0042 0572 *
rs28569292 15 PKM Intron T C 049% 0.004
rs2241423 15 MAP2K5, LBXCOR1 Intron G A 0312 0.072 *
rs124449792 16 GPRC5B Intergénico T C 0.050 0.326 *
rs7498665 16 NPIPB8 Sin sentido G A 0488 0.531 *
rs9939609 16 FTO Intron T A 0084 0319 * *
rs22296162 18 MC4R Sin sentido C T 0.088 <0.001
rs571312 18 MC4R Intergénico C A 0239 0.827 *
rs11084753 19 KCTD15 Intergénico G A 0267 0234 *
rs2287019 19 QPCTL Intron C T 0084 0.319 *
rs3810291 19 ZC3H4 Regién no traducida 3 G A 0478 0431 *
rs4823006 22 ZNRF3 Regidn no traducida 3 A G 0453 0874 *
GENOTIPIFICADOS MEDIANTE SONDAS INDIVIDUALES
rs13342232 17 SLC16A11 Codon sindnimo A G 0163 0678
rs9282541 9 ABCA1 Mutacién sin sentido C T 0.006 0.998 *
rs7903146 10 TCF7L2 Intron C T 028 0.087 * *
rs12255372 10 TCF7L2 Intron C T 0293 0.881 * *

SNPs: polimorfismo de un solo nucle6tido single nucleotide polymorphism, Cr: cromosma, A: alelo mayor, a: alelo menor, FAM:
frecuencia del alelo menor, EHW: equilibrio de Hardy-Weinberg equilibrium. 3SNPs excluidos del andlisis. "Asociacion con
desenlaces relacionados con obesidad en estudios amplios del genoma (indice cintura/cadera, IMC u obesidad).5° ¢ Asociacion
con variables relacionadas con glucose e insulin en estudios amplios del genoma (diabetes, glucosa, HOMA-IR, HOMA-B,
HbA1c, indice de disponibilidad de glucosa o respuesta aguda de insulina).%® ¢ Asociacién con lipidos en estudios amplios del

genoma (triglicéridos, colesterol HDL o acidos grasos).®®
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ANEXO 10. Constancias presentacion de trabajos libres
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151 DEALITLCS JTGLANCH AND CLIHICAL PO4CTICD .ZBI:ZI.'J Al Ll LLh4

1, Introduction

The prevalence rates of ebeslyy, metabollz syndeorme B4 and
type & disbetes mellitue (bpe 2 L8] have increased world-
wide over the past decades. In Maxico, approcinztely s
of adule and 3.4% of children (=-11y) are cwerwaight ar
obege, of which bt and 2% have B3, respectively, and
#.37% of adults have diabetes [1]. Uzepite an increase in the
wadence of childhood type 2 DB, it prevelsnce remaine
unknown, Meverthaless, it is expected that the increase will
parallsl the obeerved ncrezses in the rumber of children
wive are aveneelght or dbeee,

Many gtudize Mentified environmental factace, including
physien] incctivity snd calonie peeess, that comribote ta the
pethopenesiz of thess dieeases. Morzsover, there is evidence
that gernatice plays an impartant role in theee diseases [2].
Thr kFigheest presalenee acouirs inoceslein sk popalations,
wel el |n|il_lr rlﬁgl:'gulim e h'-lilnlulll_', 'li"r-"_| i rt ithe
imvolvemnent of gerstic fGctore in these types of dieeases,
Hrrarrwew, cdistinet populchioes ewkibit Aifferee) leecds ol
gorectis irvslvereent, and the pstirmetes ol P L by 7 TEME
e fbweee 020 aned 0BG 3 Morcowes, there o differonems
i the hertahility of sther cacliaretabolic Bctars Betwern
cdhme gromes | 4]

Wit af the inforrmitiom steoat the gowaetic compo nents of
thesze omplox disasases s dermeed Froem gtedios anoadolis, aath
;. The b° s nol nores

sl el repolale freem adualts bo ebilder becoose e gooets

little anbarmation on pedinine gation

il crvirnnrner s Loomtrabo foes may be dilferoet svees a i
tme. Specificelly, the genstle senrdbutden mav be higher

whien these soenplox A

e nflec b wonngsr papalatinn (2]

Cirve proablern cvenione bl whoen eesessing thae impeerianee
aft gencte tutee is eal Bemiabies alsa share envicemental
fzovors. This correlaron can undedie any oksersed inoreaze
i s preaslene among family rwembees. Thereiom, i
impertand boanehode cociranmmenal Botaes in the csfimation
af 1", which has besr a wealmess In sther studies.

The ganede srchitesturs 2pd envirsnmental senoribudons
o chaldhoeed tvpe 2 T aed MS are poorby delineated, mod ess
e kmesan abour Mexdesn yowth, Therelfers, the shjactive af the
pregant soudy was ve estmane the Lerimbilivy, parentel mans-
miggien and envirsnmental contrdbudons v the phenemplc
waration in bype 2 T end BME redicbed teadls o Bamilies ol
texiean children and adelescans.

2, Marterials and methods
21 Subjects

Thaz meeneseripd repewls o o bomily e eroess e haeal
study. We eralyzed ¥9 families eelectad based on & proband
wilh type 7 TR betwieer ages & aed 19w wiba attended the
Dicteles Clcir At Mexicn's Childroe’s Hospilts] Foonon
Tarnoe, W slsn inchaded &85 opopailation based ol ol
childrer: and adolzscents withaut typs & DAL requasting the
nerlizp parlanreTs

inn ol Iricesels, neighbors o Temaly o

Thrsie tarnilics s oonsied s doe The anabests Seoanse thes
coniribaie tathe renloatio ol coveriate offeets and they Bove

r:2 family relationehip with the proband's famdlies. AlL fami-
Lize live in the Memico ity moetropolitan arez, and the past
thres senerations were bom in Mazico, Lhe Keeearch, bthics,
and Bieezlety cormmittese of the Mexicoe Children's Hoepital
Federico imez approved thiz study. The snrollad children
and parents pove wiiden nformed cesert and onsenl,

Z2.  Phenotype and covariate data
Fhenoty pic casesmncots wem conduded ot he Bospital, We

cbitained Gmdy pedigres tri-peneraticnal iofomoation about
dermngraphic arel miedis) bBistaries by dieeethye queshaning

the pareads The dali avail frerrm the grenclpmree s s
age, sewoard medical historyg af diabetes avd other chimni
digeaeze. Anthropomstis, biechamical measvrsments, -
rouzs, pilbyrEe ol e ctivity ced fond fespaenoy consaenpd icn inkae

rwtion wers nhiliined for pareels and oHspring

RBoth miermhers of the milies, wtb cnd watboal bype 7

A, redorwend ke s phennbyy EEL SHUES B B BT
the el ghacose talermese oS, adich it was nol perforrnosd

in micipents with type 5 TR

71 Awmibiresene e e
Trinmed personnel perioer

ced the anthropometoe reasire
menls, ol patacne s woere measoeed withoot shoos coed wehobh
wearing light elathing. The weeight was racasursd vsinga dig-
thal meehe (Seead 882, Hombnore, Gerewengd with 001 kg eeru
&

Ty Thre heighd wiss ewaluslesl wilthe o sbediarmedor (Sa
225, lamburg, Zermary! with 0.1 cm precisien, The wals o
eurmferanas (WAC) wag maagursd ar the end ef exhalatian eith
ran clastie Bexible tape o Hee nearest @1 - | Bece® 200,
lemburg, Farmany! in stending positien ar the midpolm
berarsen the lvwrsr seqtzl Border end the flias aresc The Elead
pressure was measvrsd with & mercury sphy grocmansrme e
inthe dght arm suppemed at heart leval efter baing sz ared for
S rain wit the apprepeew ouff gize. Ualng the frst arnd filh
Kerethodl sounds, bloed presswre weas recordad thres dmes
1o the nearssy I ramdly and the mean vales was caleulaced.

2.22. Blood samples

Ablood sample efver 125 Badng was sboalped w determine
the folwwing parametes glucoee (hesckinase roethod,
Dirnenzien ML MAX, Slermans), insulle (chemilumines senos,
DMMULITE 1000, Slermers, Curs, DPC, Llanbeds, UK, C-peptde
fchenilurineszence, PMAMULITE 1M, Sismwns Burs, DEC
Llanberiz, UK}, HbAlc [imensicn HEl MAX Hiemens
Imrourcassay), teml chelesersl, high-density Bpepreteln
chelestaral QIDL-cholesterol) and triglvceridas ([limachi 02
anelyzer Hitachi, Ltd.. lokyo, Japan). Low-density lipoprotein
chlestaro] (LUL-cholzstarol) levels were cbtained per the
reedewald [oromule (LDL-cholsstersl - votal sholesterol Lo
mgddl-HuL-cholegtero] in mp/dl-fighycend=e ic neg’dls).
Ihe homeostatic model  aessssroert-icsuling resieance
(HonAs -1 index was calowlated ae ([fasting plucces o mg
dL - fasting neulin in mUL0s). o participants without
diabetes, an oral gluccee tolerance test [DEI1) with 170 &
kg anbydrous gluceee [up to 25 o) with glucose and ineulin
reasuremsnts at i-h was pecformed.
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AR Medwlaola el

& Chomity A body rmoss ieelex (R ;“":'-I:JH_"”I: i aclalls
sl =95 pessentilis ivochileboen el acdolosrents

= Ahdominal sbesicg A WAC w30em i men, -Eder in
wranen ard =8Mh pereentile e childeer aned ol
rents areordicg o ratinnal deia |5

= [mpzired fgrng glicoge janly in pamieipants witou
thated =), delermived as a lesting glocose 2100 gl

# Type? TR The disgnesis cegoireddthe lollosing sriterie
L. previous dlagnosts endfer 2GTT aoeording o Armed-
rion Thabetes Associstim eafena: 2 Asener af oarch
slutarnie ae e eleesehene s aned cn aresin antahed e,
3one mmily hestory ol moaturiby onsct dinhedos of b

wanng @O, and £ G pephicds feeels 20045 rp'mil.

[HIs ofi |

21V =RE mimHg or hypenersaoe roedicad freatmes |

& Hyprriomnsion For wlfls,  w PrrEsEr
norbildren, it defrned aso sytalicoor diastolie blaor
rerssane al ar steee the 80th pereendile lorege, ses aeed
heaghi

& Hypmalphaliponpmicinseia. HTAL cholestoeal <60 mgedr.
inewen, <50 mgdloan wormaen amel 240 mgfdl inoskildeen
il cednlesoente

» Hypercholesterclenuz. Total cholestara 2

& Tresalh

A mgtdle

n rrsElarer TR) (oelv e pertacipae bz adathoa tem
2R FOMA T =29F wons nsed o idontidy TR

» Hypermiglwoeridemia, Serum wiglveends: =150mgtdL.

e ME It wis dedined s
the delllcvamarg criberias shdommieasla
impairad fzeting plucces,
by lpha lipepeatcinermia

thae preseeee af Heeee or rmare ol

v, byprertensinn,

brypertriglyceridemnia  and

234 Evmvewronmal farmes

Dizrary lnrzke wes 2szegsed valng 2n adaprad veralsr of the
semi-quandrares [ead [equenmy questsnnalre (TTQ) for
Infermn tar frerm the previans monarh &3 supporm eacterial,

the interdicser wieed foand replices 1o stensdeolise the fvpes
wed aroounts of the men: toed grougs consurocd oy e per
aire cnntaineg 172 dned items elasa

tizapsanis. The gpuoest i

Tneed iwtn 19 prenopes The participants" foed ivteke perday wos
peatirgbeA, ared the smeard ef B cansemed wees eelenbzbed

i terrns b anits of meeserernest (0o, picce oo, pliate, ar

spen) and siee o the anit Le, srmall, mediom, or large)
For the arabgsis, the resquescies af comsormplinn oo calon
lated v grame or mllilitees ingested per diay for cach of 199
el ileames Budmen !t cneclyses wes porloresed withe thae FPocal
Provccsgsor soltweree feersicn 1010, 702, FEHA Rescarcd e,
Silern, ORY, which inchides WMesice e foosds The poroenbegos
ot adequate poergy e mineronn fnoel intake aere e leobe e
usirg the recammmeridaioes e Mesicsn popolations

Fliysical activity was estimated with & questionmnaire. Par-
i ko

el ntewsity, brerpoene iy sl

al petivities ovey oneareck. Baedand

it phw
procedures were perforned weing continuous ecales of enzagy
expenditure cxpresa] as metabolio cqor 2im (MET! min
utrsfdav Qne MFT onrmespemds o S5 ol Ok I."-‘rlll

e evaluated fmess using & modified Harvard Step lest
Thi test cpemsts ol stoppingzorta snd ot kath et of 2 stosnl

Wam Figh, 42 erooweidde e AR 0leep foe S mie gl 30 eweles per
mninaite, Heart rates were recorded at 0, 1 zod @ min afer the
participants comnpletaly fniehad the exerdse or gtopped the
excwrise preamahiedy. The physies] hileess seoe wes malon
lated from the total esccnde of exerass mulapled by 103
and divided by the eurn of the = hezrt rate values [o).

2.3, Stahsom! analysis

W prilizr ] ETATA [weergian 11 0; ETATA Corp, Collegs St tiem:
TZl lor databaee moavagermenl sed descoptive st beel
aralyeis, Uemographic, cindcal and biochemicel wardablee

rirnriaerl as the (LRI 7 g ke stenelared dewanons ¢l

FLLE A
proporlions.

nble 1 — Distribution of relative paim,

Belatioreshan by pe

Grendn: rerts, peieent aoel oflspring

Thisd rikbm b wei Hhend grand peren bs

Tarailies Tarndliss Al Tamilie: with Tamille: Al

with without farniliss  type 2 LM without [zmilies

type 2 LM bype LM = 1Ed) e DErE tvpe 2 DB [n=1E3)

mirrnhrrs mirimhes [n =] rneamhers

{n- o {n— a5} {n-35]
Father-Fon 114 o 151 EL} 52 s
Mnihrr 8nn 143 A FLy| 57 =4 1ax
Tather-Diaughter 132 a3 215 i 53 124
Mother-Daught=sr 149 100 b 70 RS 125
grother-Erother s | th Lt 1/ 4
Siztor Rrather 51 43 &R £ P 54
Slerer Slarer an e ] a7 71 58
Mother-Tathar 157 118 i 57 25 11z
Grandfzther through Father-l-randson 43 i b - - -
Grondmptber thmonglk Fitker Srondaon an 37 7
Grandfativer through Mother-Gendecn ad ] Wl - - -
Grindmptber thmmgh Motkor Grenedson 18 47 &5
Grzndfzther through Tather-Cranddaughter &3 1z 75 - - -
Grendmether throwgh Lether-renddacghier B ¥ 2 - - -
urandfather through Mother-Ganddaughtsr o6 34 ¥ - - -
Crondmetber theoe gk Motk Croncdde s ghler 43 50 C3
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nhle 2 — Clinical and biochemien]l chameteristics of porticipants.

Mothers Tathers Caughtars Sons

fr-140 {—12%) 1 90 S | R - 14%)
Age iyl dhd 53 AIE+ TR 199+45 A1 3¢ 43
Weaighn (kg TL1x 145 ELE+1GH 562+ 177 at.d+ 237
Height {cm) 154/ =hl 10k = f 2 155 = 120 1+ 158
BN (kg'md) cgstg 500257 24755 oT oSk
WAT [erm) 9549+ 127 B3 1+17d F15+148 RE2+ 170
SOF (mmilg 92115 TRIitli2 G0+ 101 G3.0% Lls
LEP [mumHg) o' 158 111.3 = 181 5400 = 136 Sb.92 1h1
Fasting gl [mgfily 13153+ BE3 1118+ 575 674+ 533 AR v 46T
A b phaense gregddr)” i L S L 1121 + 471 W3+ 335 05 3+ 224
1bALe [B5) G:2z23 EE+ 25 BB+ 2T T.lz 48
b Le frmrelimel) b b S | 432 273 S1+204 & 4GS
Fasting inevlio {mUlmal) gt =h3 ACE L] 115=T1% 110 10.¢
20 wsulir (Ul - 615xE35 ES3 .+ 550 Gi2+ELE 45,32 555
C perdiels frsfdl] FR+12 i0+27% ot e A8+ 21
DI -II 254+ 22 £1x 18 11:4.2 0= 37
‘Totzl choles terol (mgsdL) 1% = HiE 1378 = 3hY 1bo4= 35,3 1hdEs M5
HIOT. rhanlasdernl frmgel] 471+ 127 410+ 108 44 5+ 108 458+ 117F
1730 chilesteand frngddn 10 e WT 11R&5+ 301 =R R g1.0+ 2740
Trighcarides (mg/dl) 17302 1716 230.% 4+ 1823 1251 & 84.0 138.E 2 1152
w ef diet edequacy WL e S0 119,18 bl TR = 55,5 11t4 s 12
% Tachry profoean 16277 154+37 1E2+53 157+ 3R
5 Dietery liplda IT22TA Tl e | 209 £ .3 2021 33
%t Dietery cerbelrydrams ETGaTH ERGE B4 i PR E3.2x93
rltness seere GE2£293 B)L1£27 0 GE2+Zl4 TEA:I2E
Wetabolic disondzrs [1%5)
Rl b 310 18.: 243 a2
Inpairsd fzsting glucoee 246 et e 5.4 1k:1
Ohomiy 434 S35 a4 74
Ak dominal eheslry GEA 435 203 7.3
Hyperriglyoeridemia LK ] by 26,1 2.2
Hyporcholesivmo lemmiz 3538 E0E 175 1.4
Herpoa [ pbali pogeoicin s 54 4935 kL RS
Insulin resismanes 171 535 164 259
Hypertension A 134 g e
Mrtabalic syndrorme 128 1.4 132 161

WSt wmist srmtorenes, SR apmee o Thed presamre. TRET dlesratie hlaed prossare, oo 7 TV e 2.8 iahesea m plltrna Wahoon e mirema (5]

or % a5 spedfied

* Culy i pon lcipeante wilbroul diateles

To estlmare farallial correlarions, b* end envireriental
cerrelatiens (v, we used the procedures NITR and ASECC
of the Satistical Anclyeie for Genetic Epidemolory (S0EE)
package Ouantizdve end dichoromeuis metabelic rraits ware
cenaldered

FUCK calowlstes familial comalagons for 2l relative pait
types avallakble it a zet of pedigress. The covariance batween
ary o correlatlons esrmanes whether it is avallable, estng
whether amy two correladors ere signiicandy difersnr,

It hexitability of bype 2 U wae estimated weing the i
index, which repreeents the propardon of phenotypic variz-
tan that i aoeisurakle s gensts faepors. This esdmaden
was peformed by ASSUU o analyze the assodation between
continuoue andsor binany traite and covardates from padigree
dztz in the pregence of familiz] correlations. AS500 e based
on 3 linear miixed model, and the paametes are estiuated
by the maxmurm likelihood method. Lhe varance ie parti-
tHoned into the sum of zn additive polymenic comporent
7, & ebling‘manital comporent jenvironrvental varance

properdon) and the individusl spesife rendom component,
ASTOC plas calaulate e savirsnmenesl loore- dass sarrelz-
tone (7l &od it could be intzrpretad Lke soy other correlation
ceefficdent. 1leritability sardmates were cal=ulared by adjusr-
Ing fer age, sax DML rype 2 DM stztus, frness score, phiral=al
activity, % distary adsquacy, % distary cabohydrates and =
dietary lipide ae covariates, depending on the phenatype
rzar=d. The slgnifizance thresheld was =0 arp <005,

3. Results

W oincheded 184 16 pencstianal pedigees with & totel ol
1180 indhividuala. These pedigr
panrs, ol i adistrittion ol reladise i colegories is shoaen

In Takls |

wo gereratod 008 relative

™
Lai

phve  stalisticn for dermogmphie,  climcal aed
E FT
summarizad in Table & Additsnally, we anzlyzed dzoa frem
grandperents [0 - 513) [data nec shown!.

hiarkernical chired ties of the parends end oflsp
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a g a8, 48 L35 DB TIE 10, 31T
iy e Bading g Femes™ hy pl A’ T R |
Wbl Sondrome= m e Lg%
TI0 |n gramcaress, opens ol oo gt | ; ; ; : : p
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rig 1-Cemponenms of vadance for type 2 diaberes mellinus and elated metabolie traies " Adjused for age and sex. " Adjusied
for age sex, DM (excepr abesity, abdominal obesiry and merabelic syndreme), fitness score, % dizt adequaey, % diemry
carbahydrates and %L diesiry lipids, physical actvity in METs, and type 2 TIM stabos (eacet bypee 2 DR). "-Drll'll studi ps with
leasr sarme pardcipants younger than 19y and for studies in 2 [Lespanic pepulatisn MA: Not srallable

lakl= = shonae mitra-clags correlations for epouses, siblnge ables % diet adeguacy, aod fitnees). When we zrnalyzed the
ard perent-cffspring relaticnehipe. Significact wesk ar correlation of type £ U8 with gmrandparsnts, the correlation
mederate comelation coeffcients were obesmved betaeen wae elgrificant orly betweesrn the maternal mendmother
genetically relzted pairs but not for genetically wnorelzted arul the gravdehildren [r=0 383, p2 400 data rat shown’

indnriduals sposes] tor varahlos ok oes BMT 2 b doeose, T Fig 1, we shaw the proporticon of wriceee of e
[zsting nsulin, HUMA-LE, Wtal-cholestena]l, LUL-cholesterod, dichotomous vadablee that are explained by W (polypenia),
triphvcerides, el obesity, hopercholesterolemaia, hypoal- enwironmental or rendom effects. simnificant b esticates
phalipeproteinemi, tygae 2 T end ME [p o« O05) For eenahles rarged from 018 o 087 fne 005), with dhee highest B o
wich s 7 b gluesse, g glweendoes, tepe 2T and 1R, thecorne Fypeertersinn

Iatines seas sipeibeant ek with the rmother, weheeness Fypes W kol fhan the B ol type 2 T wa s nol sgnih e
trigheeridernls was significant only with the father. Czeapt when we included grandparents in the analysiz (" - 033,
[or C-peprids lsvels, mast ol the remnalnln g varables had sig- p-013 in contrast w the resull when we incuded snk
oifizarw  comeladsns In geosteally  related a2nd  pom- parent: and o ffepring (b - 0.50, p - Su02-5) Murhermare, the

genetically related individuals, incleding environerental vazi- variance progortion sxplziced by envitonmentz] fzotors aas

Table 4 — Herikability ond environmental comelation estimates of metabalic quantitatioe troiks,

it e P Fu P W reported by other authors"
OLD (kg/m) 0.5 wlge—7 (15 0,16 022072 [7-1012,17 20, 26-29]
WL e} .54y <Liz=—h U1s U.1% [ FECTIRE Pl W P Rt S

SEP (o Hg; 0.774 <1.0a-7 0638 0.02 018056 [7-1012,17 20, 1515
NP [mamH ) 04547 1.0 =7 0583 <1 -T A7 05 |7 1012972025 59
Fasting gloemse {rogdn] 328 o 0,375 012 A7 053 [7. 31013 1720635 20|
2h glueesa mgidr)” 0,244 005 0419 0.02 2,050 [0,17 2]

HbALc [ mrclimol) RET 018 Uih < Llia-/ 30058 [1r 2609

Fasting msulie (Tl 0420 03 06 n? L6 065 [7 A5 7.50,57 265

2k lesulin (mULRLF 0,585 17e-4 0,100 0.78 DA5034 [9,7 23]

L-peptide e dL) 0.198 [ E] 34k {0 2[4

HOMA TR il n4n iz n.=a .38 0819 10 17,37 28|

Totel sholesteral [rag/dL) 0.507 w1 0e=7 o401 0.19 033073 [4.7.9,10,12.17, 20,26, 28-30]
1L cholestercl (mg'dL) (L wilija—t i L 10,008 DCHOHUGEED [, 0810 T T 0 e ]
LuL cholesterol {mgdL) O] ks <lbte—b 01 0% R R E T (T BRI e
Tripghyoicdes frggfill ] 026% naa mnsn 050 37 A77 4781012372005 0

hE: Heritability; ,; tnsitonmentl correlation,

A e o e BEAR (eogon pl BT ] WC). Lype 3 DB sl lus, Dloess seo= plivsical acbvly, % el alsguacy, % dizl carbolsc e ol %
dker Bpida

= Dmly studies with 2t least some parboipants pounger than 19y and/or sodies in a Hisparac popalzber,

b Oly i b rnls willioul G b,
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significznt when we included grandparents in the znalysis
53, p =0 s oppesed (o the progeartion aatbaot thes
(017, p - 0.05).

A slgnifiesnt environmentzl vardance prepordon was
fownd for hypemendlon, ypezlphalipoproteinemmia, lmpaired
fzeting glucxe b, obeeity and sbdomiral obesity, which
explain 350, 18%, 4405, M, 9% and 0¥, respectively, of
the ph.em:ur;..plc variznce < M0s).

Eetirnatzs of I and r, of the guentitative traite are hown
inTakle 4 Uhe B value “was hish (20.5) for ML Wo, syetolic
blzod pressure (SEF), diastolic blood pressure  (UBE,
total chalcaoral, HOT chobestero ) anad 1T chelesterl, wkich
inclizate that meee thien hall ol the type 2 TR phennbygeic
wirrietion i cxpliined by genctic Botors. The B ssloe was
rleraie (2003 0 5) for Festing glosmse, fsting insalin snd
2-k Insulin and Lsw (.20.3) for teiglyeerides. The b values fer
the: Pk ghecnse, Habdle, O peptide, HOMA TR wens nel
dgnificenl. Sigriheant g welues > 041, p o005 woere
found [or blosd pressurs, 2-k  pglucoss, IIhale znd
1ML -chelegierel

4 Dhscus=ion

In fardly studles it ls difficulr to determine the sxrern s
which the observed familial aggregador of gpe 2 DM 2nd
b5 38 enplained by panstic predispositon. andfor shared snv-
ronmnental factores, Failure to control environrental risk G-
tor: when ecamining fzmilial custenng Wwas 3 Common
wraknezs ool previnns stedics. To the present shoidy, e oo
carre This profilorm by mcmsaring cewirnemental earishbos,
euch as physicel activity, fitnees and dietary habits

Similarly, althoogh sweral adet genstic stodies of type 2
a5 aned WS wmng bomily At weers coeebac iedl, theee e Freas
crompka e fbe stordbios i pedinine popalaiions |7 9] Addibon
ally, thisstochy isoaf speciDintossst beeaose boosor kneradedge,
o studles have egrablished the herirebilly of rpe 2 DM In
childrer, whs have lezs aging-related lnfdvence fer this
cemplex dlzaaze 28 aduls,

e obgerved slgrifizane correlatdons in most of the car-
dlsemerzbelic traiis betwesn relatves whe are relaced znd
theas whe are ror relared by blood, which wers obzered by
cther authore [10-1.] Becaues spousee are oot related by
blocd, for trzit: thet heve vanability stiributable to perstic
effects, spoueal correlatiore should not exist. However, in
o reeny ol the spouese b coerelatons were @
and with similar magnitude to the parent—ckild ..BL'lﬂ.al:I.IE,.
eugmeeing moportznce of the envimnmental influences to
which famidies are expesed Specifically, for typs 2 LB, w=

fomrd & sigeibheant corredistion ooy Beaogh the motker. Fa

deree cwiss (hal this sk s geater wher the mather, oo
the e ther, b type 2 TR 93], although there are reports in
wihich poarental associstiens have net besn demosnstrered
[14] Fome genste vardants shewed swonger effectz cn wpe
2 TM wher the nskellcle s fmnsmitled froes the mother
than from the father becavse the Intrauterine environmenr,
primarly dus te mavernal notrldon, has en impoment reles
en beth k] pregramraing and genomic mpendey [15].
The sz data supper the bypethesiz that epigenetc changes
may play @ role 1o bype ¥ Db devalopment,

A negatlve corselador. berwezen siklings fer type 2 DM s
surpriging. In weuld ke unlikely e ink thar famdly saare-
nasg of having en affectad membar protects the other mem-
bers of the family. Rather we conslder ther this fnding
zeuld ke axplained in part for the ege of the affapring, end
poeeibly, whern they reach a kigher age, this correlation
becomse positive overiime Ancther explznaticn could be a
orea bel penetic susceptibility in affectad children that favored
the development of an ezrly prasemtation in countsrpart to
their siblinge who may have a lower genetic swsceptbility
profile. Approxdm atsly 3006 of the pediatric patisnts with type
PR in oo stoeky did nat Biee an electedd peoent, whick i
ol slen candribnde fo the negative corelatinon. Seijnen,
™ al oheeracd thal therisk in sihlings ol iedos coses withonn
1 histerng af disheles e g parent sos @rmiler o thal intbeger
aral popnilation, suggestin g thar genedic [eatars contributed o
the cerirrenee ol die aetes e anly o oty of fhese sthlicgs
Thoy repeerted clewalen] recurrener risk st only in femilies
wlth one er vwo parsn s with disberes: this indic atas tha sus-
zepiibilicy 1o type 2 DM s wzrsemicted primarlly dhreugh an
aifestzd parent [16].

e fownd me re evidence for parstic factors rather thanan
ervimnmertal component influencing the preeence of kypar-
tensicn, hypoalphelipepreteinemia, hypercholesterclemia
and tvpa & DM In veung subjects (W= 0.50). In comtrest, we
sbserved simalar contibutione of genetic aod snvitonmental
[ectore for mopeired faeting gluceee, K, M35 cbesity and
abdominzl chesity, whareas there wae 3 greater contribution
af rowinmmental Fectors $a type 5 T whor we inclode:d
yoang snd ald pepple The abserwatine o o lessor R whien

alder penple s i s alsn abuereed by Almgren
o al, who reported & b7 o fype ? TR ol 050 when thoy
irrlurded 18 &0y indisichue bs ws. 037 when ey inchaded 16
TSy indwidaels 17 This resall horther iedizates the impeom
tepzzof genedc heritage, partoulady ar 2n sady age at cngst
of cemples disenses in which the gemede connelbutien iz high.

Tor guzntitative wzits, we ebzerved a kigh B° 50500 o
ML, AN, bleod pressurs, 2-h Inguling vastal-cholestenol, TIDL-
cholestarol end L -chelastercl, but for most of these factors,
we alzas obsarved a sigrifizant r. This result svggeers thar
both gerstie and arvironmental oo influence thess mets-
bolic outcomees, althowgh with different magnitudee and pos-
sibly through differant pathephyeiclogzal mechznierme, with
3 pardcular evsceptibility in Mexicar: yoeth,

Thear e - 75 mapers iv MERLE reporbing i " af e 2
TR e BE melabedd trails Comiparisons of W rstimates with
sther etudies are difficult due to heteromepeity amang the
stadies. guch ae design, charactemdstics of the partdpzarte
e e end etbne grooap), medheods ol pemmeter asssssmerd

wd the anelimor ol coserat surk as crwicmw e ntal b

tors end bype 2 TR stab * feraneed 7 arficdes that tnsledesd
a Illspanic pepulzdan [70 18-22], LG apudies thar insluded
perd-pares wounger than 19y [4.7-101217.20,23-30], and
anly 3 oamndies fwnged or childeen [pre-pehermal parienrs)
[-2] Of the swdies invelving childran, only one insluded
snvimonrnentzl fastsrs ag covariates [7, and rene svaluared
the b of type 2 DR

InTig 1 and Tekls 4, we sempered swr regules wicth pobll-
catdon: thet ncluded a Higganic populadon andfcr partci-
pants younger thzo 19y Most of the B setimstes in the
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prezsert shudky A ancthe mngs ol estimates oo other pope
Iatines. Howesor, the miagor dilerenees were rII'F;hI'r e L b TN ]
of ' fer bload prassure and 2-% Insulin and lyvaer B fer
trigheeride levels Sarprisaegly, and ieoonetrst ta osthor stoed
i, v bomnsd e sipreificned b7 an bewels of O opoplide, Hhade nr
1 TOMLA-I0

Althnugh goratie fietare mey be reaparsikle far o Targe
proporticne of the wrnlize in sewenl ceabgmed fraibs, oor
resilez alas suggest the involvemernt of environmenal [ac-
worz, which unlike genede facars, zan be medifisd v educe
the risk of cardio rmcteholic dweases Therefom, dee 1o the
familial ageregadion of tvpe 2 DM 2nd merabelie related traie,
faeily-nzzed lifearyle inerrendsng raay be wzeful far health
promedorn in our populatisn

The geeetie candribubian to type 2 TR cnel BE related
traies In relatien o the number and Mentiy of theas apecibe
genes and the mechanism by which they are irvelved in
thesa sffess remsir unknown, Gencme-wide sssesdaden
soidies and rasta-analyses devermined dhat the rser steongly
asgocizted gerede vadanms te rype DM asesunt for only
approvimaeh 1% of famillal aggragedon of the diszase
[31). However, bezause of tha high W of tipe ¥ Dbt zod other
rrerabalie waits, the study el these [amilies will help idanrfy
genes agsoclated with these disorders ln voung Mexlzan pop-
ulations, Turther sudie g are neceagary o investgzie specific
geneliz factors relsted to type 2 L and Mi-relatad traits in
thizs populaden cengldering shared emidranmenml facors.

With regerd 1o lirnitationg, we did eor inchede all famdly
members in the sudy, and we only comeborzted anthrops-
rmemre, Liesryle and blochemical peremerers in parents and
offapring. Tunhermaors, measvrement of physicel esviry, -
nzee 2nd dietary ntaks ie only a promy for the environmental
cantribution.

o thee scher kand, even the muenber ef zages of pedizoric
cneet fype & UL has increasad, iz prevalencs contines being
berar, For that veason, ancther lindts tion of the stedy could e
the gizz of the eample, reguiring future studize that validate
our resulta. The low number of cages with mype 2 DM in the
pediatric aps moakes it difficult to reach adequate stabstical
power for the anzlyzie of senome-wide association studies.

Incondusion, we clearly dernonstrated that type = Dbt ard
b5-redated traife have a etrong familizl basis acwon s Mexican
childrer. 2nd adolezcente, as well ae pender differences, with
traits of mothers more liksly than thoee of fathers w kave a
type & Db comalston. Several cardiometabolic fzotore have
etrongh* anddor high v, contmbutione that higklight the com-
plex anchitecture of theee altaratons. A batter understznding
of menetdc and snvironmentzl contrbuticos may help o
Jesipning prevention ard care stretegies for our population.
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Exploring single nucleotide polvmorphisms previously related
tn nhesity and metabaolie traits in pediairic-onset tvpe 2 diabetes
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Ahstract

Azms Toa cvelmie the wssocidicn of 64 obcsity-rolucd
polvmoorphisms with pedigric-on=ct (yvpe 2 diabees amd
allies fjm:n'n— anel  omsnhinoelabesd tEns an Mesican
children,

Meriaas Case—control and case—sibling design: were Fol-

lovwmd W stilied 59 palizats wath pecdiaine onsel fyp= 2

diaberze, their siklings (0= 1000 withow diabetes, B3
unrzlated pediawic centrels and 137 adult centrels. Geno-
tvpes were dotormined for 64 smgle necleotide polymor-
plazies, wed a possible association wos cuanuoed bolwosn
thesse petarypes amd Fype 2 dinkbates and ol gquanitanve
traits, after adiusting for are, sex and body mass indes,

Hesinifs In the casc—pediamic control and cosc—udult con-

frol malyses, G podyiorplismg weee associated with

Minaged by Massimo Pederici.

B Mugoel Kok
kbimdork & smndl coum

X Hiasmida el ol %lealeime Hosaal om e, Hosguind
Infantil de México Nederico Gomer, Maseo iy, Mexico
Mudical Resdarch Unit in Dischernistry, [lospital de

Foammct o a4 enim 30 e Soenwnl 5550 Dasdifialo
Mexicane del Segum Social. Mexico City, Mexico
Laboratory of Gepomscs. Genetics and Diciofomaatics,
Hiwpaia | Infaand de Mievser Faoeren §mes, Moo 4y
Mexio

Cremartment of Codecrinology, Tospital Infintil de México
Fesderiee: Gerser, Mexicn Cire, Mexien

Mrememmen of Cermomity Hes bk Resecoeh . Hinspionl Tatiei |
de Meéxico Fedezico Game, Mecion Ciy, Mexioo
Feemzanch o e, Lalnn A san Sely Ta Fedalo.
Trumeenmemibey, Hepenlyee aed Moridon T ASPGHAR),
Moo City, Mewioo

Fullehed anlioe. 12 April 2007

increased likelibood of pedisne-onset pype 2 dizbetes
caly onc of these polymerphisms (CAOM2ms | 30THE]D)
alse showed @ consistent 2fect in e case—sibling analysis
Tl assonenaboons o the connlinzad analysis were as Tollowes:
ADCIRA Nrst)5381 (OR 1%, 95% U1 1.2: 340 C40u
GlIFESNT (DR 22 udw (1 1.0 4.940% CGNFOAD
el TOARA0T (0OR 27, 35% OT LA, 370, VEGFA OG805288
(DR 1.4, 553 1 1.1: 2000 and FTOVr0939603 (OR 18,
S5% ClL 1ak 320 We also idennified 16 polyruoorphians
neminally wssectgted with quanguive rars i parcipants
wiilhoul diabetes.

e dgoveaowy AR AT 30533010, EATMEE e | ATTTEBOT
CHPDAZrsI0R3E397,  VEGPAsAS05288 and  FTOH
GEEUAI oo as-ociated with an incrcu-cd nskoof podi-
i omsel Bypee 3 diakbetos o fle Mexican popolation

Eeywords Type 2 diabetes - Mewabolic syndromes .
Children - Adolescents - single nuelectde polymorphi=ms

Iniroduciion

Twpo I diabetes (T20) occurs most commaonly madults
aped 40 vears or clder. Thowever, in recent vears the indi-
denice of pediatne T2D has mreased, and thic increass
my ke relued o the engoing childheod obesiy cpidemic.
Tin Mz i, DT af aululns Boves alialwedzes s T is s
|'|+.".-‘l|-.-:||| Tow [IT. T 1he Wfexican |r.1|_||||i||i-.1||._ ihe e
it observad in vounpger prople, sometimes even bafore the
are of nineteen |2, 3], Altheoph the prevalence of pediatric
T 1= 50l bow, 1i08= predicted thu in =ome cthnic groups i
will hecvae the peedomant fosn of diabetes witlion the
nesl alecowle [4]

TI0 s a mulamacwonyd discase cans=od by & complex

i||I|.-||-|:|'|r helwern  eenelic and soviommental Facloes

& Springer
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Adls Diabeiol

Anthrepomerric and bioche mical measurements

Memswemenls were faken by ozl pecsoomel. Paocic
pants were messured without shoes and with Light clothing,
Weight was measured with a digial scale (Seca™ B,
Hamburg. Uermany) te 0.1 kg scourwey: beight was
defermined will o sbadiconsgar (Se = s Hoaonbm e
Germany) b 0.1 cm precision; and body mass index was
calvalarzd fram thesg (w0 mew-uraments.

Participrnis were shwdied ellosinge o 156 st gl
Blocd samples were obtained for the following eos: wlu-
cosc (meidl, hexokinase methed Dimension BXL MAN,
Rwmensh, msalne golFed S cheon mnmescence TRML
LITE 00K, Sicnsns, B, DR, Dimheris TTKL C [
tide  (mpdl, chemiluminescence IMMULITE 1000,
Sicmens. Zure, DPC, Llanberi=, LK), and hemoglobin Ale
(H A L= 0 and mworedfioecd, Thmeosson BEXT WA Y Sieiens
vrimmassay ) I parkicipants wibon dubelzs, an COTT
was done with L.75 gk of anhydrous glucose [up w35 gh
wilh glocose and isnlin masnemanis 2 o alfler glocese
admmstratien. To assess msulin resictance, we caloulaed
the HOMA-IR index [[fasung glecose in mefdD < fusing
insulin in mUymL 205 |17, 18], and the ovaluotion of the
secraloy capacily of beta calls was detesmined with
MOMA-D f[facting insulin in mUimL « 20)/[Tastng eli-
cosc in mmolll — 3.5]) 18], Finally, tnsulin scositivicy
was obtned with QUICKD 1 leg tasung msulin m gl
ol ] [l Bisfing chocose o ot [19]

WP salectinn

We ezarmnsd a atal of 55 SKPs ifer pene names, func-
ticns. and associated maits, scc Table 15 Most of them
wene peviinsly associaled watl abesity o BME O] Gl
peer ol these associalioms were e el Twy this ressnch
rowp [20]. Other SNPs were previcasly repeted by others
10 be associcted with metabalic glucose traits or hpid= [ 1U].
Al rhaese SEF: conld e eelaad, 2ithar diectly or i
rectly, 1o _[:lllnmr p:llhw:l}-u_ aned therefare 1o T, aned cnr
goul wes o investigae novel candidate SNEs incarly-cnsct
T

Loty ping

CRA was extwted Dooe peciphee ] Docd imonannele
cells using the Qlaamp DNA Dleod MimKi (Qiagenk
followmyg the mumutacurer s nsoueions. Puneye wwd con-
centrubion were measurcd using abserbance at 2600 and
280 nm (Cpoch spectrophotometer, DioTek Instuments,
Winocaki, VI, LSA) und integnty wos checked in o U8%
agavose ool SHE genalyping was pecfomed asine o
T.'lc|‘.‘.'.11'|t 'l"lpt-.n.‘\mwx' syatern (Apphiad Thospstems, Tas
ter City, CA, USAY which provides PCR-based endpeint

III.II}'!\I!\.., " -..'|.-|4|i||_t-_ 1o e wrshi T bomes” s instroc oo, Tas
hundred and £l contnd samples wers penotvped in
duplicete for quality contrel purpescs.

Statistical apnalysis

Matalvse eampenenl s siafisical amlyses were e
formed using S5TATA (version 11,005C; STATA Comp,
Cellege Stadon, TX). SkFPs were filtercd ow if the minor
llele frequency (VAR was oss than 0008 (due our small
sanple size) e 0 @ desiatian fom Haody Wealw g
equilibrium  (ITWE, p-2005) was chisrved among
conrsls.

Anthiopametnie: el wetbelic daa were Iesied T
nowral distobuticn using shevness and kurtosic, Compar-
ems between contnuous varables and groups were mudes
willi St s ¢ lesd oo Moann Whaluey Y e .'ux.'l.-l-.illl:-_ W
ik dasteilwifon. Ren cateesoncal data, e Chi aooezl fes
Witk weed,

The we=ocistion bevwcon podiwric-cmsct T2 and cuch
SME was analyzad wsing logisic egiessian comgo g
allele and genetpe fraquencias batwesn cose padiar:
contrel and case—adult comtesl. A family-based e of
AssccTaliom T Lil'lillr'_."\. tisceedant fon diamlweles wos
conductead  wsing conditional  logistic  regrescion. T
increase siutistical power. the g waluc was culcalated
combining the g valus rom logistie regre sson of the cuse—
pediiene conieal aml coase adulb conbid st e e value
frem: the conditional logistic regression for the case—sibling
analysis. We cstimuted OHs and 93% Cls under addinwe,
dominant und recossive gencts models. and we colculted
[he cimallesd jevalne Tom uop o tees models fesled To e
additive medel. @ nummeric value (0. 1. or 2) was wssigned
Intezal ot e g b of eeferenl all=las The analysis of (e
connurison af cases with pedianie conpels and with sih
lings was adjusted by ape, sex and body mass index (DM,
whereas the compunsen with eduli controls wis adjusicd
anily Ty sem o RME The sagnifieanees tneshald was a0l
m o2 008, wath 4 Menferromd comreciian far the number of
SNEs remaining after Gliering by MAD and [TWL.

Addiionally. ameng controls. we cxploncd the asscora-
o of pemelic soiols with quanfitative plocosss ol
insulin-relad traice adjusting For age. =cx and BL The
following frois were availabic: fasting glucess, 2-h glu-
e, Fsting amsuling 2 nsaling Copephide, HeA e,
TONA-TR, TTOMA-D and QUICKL Analyses were per-
formed using an sddiove model @ coleolute the § cockii-
cicnt por sk allcle

Statistical pover

Statistical power was caloulalod wilh Quaide (v 124,
Assuming an OF = 1.8 oo MAF of 001, 0.2 and 0.5: 2 lop-
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Tuldit 1 coimrmmed

NP Chr S S B e T Fanctiom | el A MAF HWE () Cibusiry| ey T il ="
r7E 4 ! TeR2 Temrmn [ A 0 3RE NS b

FET T R 12 SN [ITTEEHE QINTE u A s U2 ¥

rsT7l12 i3 MTIF3 Imtrom A G (LI57 0.372 K

10150352 i NEANI Imtmon T L= (L E25 0.256 i
LT 4 BRED Tevimrn CoT T nse ¥

P L ] FEM Lt I L ] R

2475 1 MAPIES, 1 RECORT Tetern ] A %7 nme .

el By [LE GEECHE bz gen 1 o LR U220 X

PETRLLTE B e MRS Ml enae L A e Q.51 N

b i I FIQ Intron T A (064 0.319 ¥ ad
paval ity b MC4R lisarmae coT RS <MK

AT E H MrdR Imicrgemie i A h 75 nsT *

sl LU AT 4 KLHLNG lnlcigen U A U 1 U254 £

re22E7014 19 arcTL Introm cC T (L6 0.319 L

AR TS ] 13 O3 3 prime TR G A (dTH 0.a51 ¥

LR fad ARF 3 prime TITH A L2 1457 nsEwd "

INP din el naeleseide polymormhism, e chmmeseme, A minjoe ollels, & mimes clbels, MAF miner 2lbele fequeney, ARE Homty-"Weinhers

equilisriue in all controls

* EMPs pxelwded froum ihe nanlysis

" Asealion wille oles - cebaled Lars o GWAS Dy asi-lng b, mody e e s weigll o obesdy ) [
© Basgpalen vl glucese ad macln-relaind Dabs o WWAS Ilabekes, plocoss, BUMA-LE, HUMA-B, Hos Lo, desgos deco des o g ale

inunlin menomae o gnease) [ W)

2 Avscabon will Dyl o WA oglyosales , HEL-cholssieool, oo B2y aeals] [10)

additive wedel; sl a D05 Bype T oanon ke, the stati
pewer would be S0, 80 and 829, respectively. Assuming
un UR #2353 und the same MAF a3 shove, the siansgcal

LD wonild e 572 68 aml 955 I-l-'||'l|"-»:|i'¥':!|'r’

Eesulls

The study proup compriced 9% pediatric patisnts with T2D
willa iz age of (29 pears (200 8 mwsialal psadi
atric controls of dmilar age (12,5 L 2.9 vears), 101 sib-
ling= o©f the putienis with o higher avoruge ape
s + 5 YRR, and 137 adalis o the dhicd o Foeth
decade of life, Demographic, anthropometric and bio-
chemizol chamcternstics of the siudy panicipanis ume
stz in Table 2

After filtering cut SHNPs with MAD «008 o deviating
rom HWE freguencics amang (he controls. fity-one Sk
renvcnmend O (hese 8NP, Dven showwed o siabisdically sae
nibicant associstion with pediaric-on=2t TID when com-
gl o jimielated pediateic contiods aiml booadall conliods,
after adjusting for age, sex amd DM p -2 003], Thess five
pelymorphi-ms - were as follows:  ADORAmN0E361,
CADM A AOTRRNT,  GNPDANRIDRSE30T, VEGFAT
refG0S28E and STONTE9S 30009, OF thess palvimarphisms,

i e Gase silbling amlyss, oaly CARM e | SOTRETT
reached sipnificance, although not after Denferrom cor-
rection (dominani medel: OH 2.5, 95% O L2 4%,
peo= TN
e I 0SARAYT ahomed a sapmiiean ! associalion afler Bonfe
rari correction {dominant moadel: OR 2.2, 95% CT 145 3.7,
p o= D.OA1) [Tukle 37,

We alzo evalwited the assvcaation befween SNPS
quantitative pluccss- and insulin-relaed rait in wnaf-
Tected individuals [Talda 43 We obsecved that 10 SKPs
were sescciated with one or more of the following traits:
fusuing rhueose, 2-b glueose, HbAle, C-popude, fasting
wsnlin, HOMA TR, HOMA B sl QUTCKL Twe ol ihe
five SKPs that were asscotated with pedidric-onset T2D
wore ulso associuted with gquantitative glucose- amd

I the coandvned smalysas, only GAPTAZE

mslinelaged ol an participants willoar dalwles:
CADM 2513075807 with IbAlc o = 025 per nsk
allcle, p= 00320 and VECFAmOWIEZEE with msling
glhicrme and 2h plocese (F =499 pae sk allele,
p=003d md B=7307 per risk allele, p =1.012,
respechivelyl Thily tha SNFL SPOZA20 S IS il
POSK D rshd 32 reached stadstical significance after Ton-
femromt corroction [p o= DD for as=omanons with fust-
ing iwsnline HOMA TR aod QUKCET fw SF02430
re 11920050 and with QUICKT for MOSK 6232,
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Table 2 Chorscterisies of study purticipams

Cases m — 95y Pediatric contmels im Adult conmels (1 — 137 Siblings {n — 00}
Sew [male naE]] d5 45 &) L5 [543y 57 1d1.6) 47 (68|
Age Cyeara® 12561 3¢ 125 1 25 41 L 65 165 L 54
Antpepometrc measurerEnts”
Weight g E1.7 L M4 573 L 213 747 _ Leah &40 L M5
Heri s domi) 1345 — 15.5 15244+ 147 W5 +R1 B+ 110
RN (ipim 131457 ML+ AT HLAh— 5 ME+AD

Cilueree mer- ol ism™
Ll s Linghll b
24 alncvese wm il )
HLALe (%]

HEALe (rrmae | mal
Rawzatdens dmitd el ¥
2.0 msulin fmllimd )
HUMA-IE
Cepeptide (ngfiL)
T8 A0

OUICETD

LIRS, 192

G2

5 LI
A AN TR )

Y 13

e I -

o e P e

1.2
e I i T

T14 1274, 1203

03 05, 0.0

HaAF (84, ¥5]

W ELm
adriad, 5.7]
L LR - ) |

i3y L)

&7 237, B3y

1.7 1ihH, Lu)
22016 39
1034 (RLI, IHT®)
4 3 md)

L RIRE SR ]
R, 195
2t (35, ik

LURUER [ E e ]
T AT, 1LY
4318 (255, 5260
Ladr (108, 2.0
ISLE. X

TEA (529, 130.0]
L A T

¥H.A) (NI, W)

A0 (R7, 1R
alviad, 20

T AR )
5, WY

400 233 TR
L3S, 2.1)
014,27
L2 (M, DhGE)
B ahd)

P 00 i beld charsiers companed with <ises; = pon iafermmative marcers
* [ata are the reeans L standerd deviations

" Diaie are medizes and 29pc, TSpch

Nzl 4 58 Ps wnbulabogs st cogscmBasy sal e pealys b 170

Lhene 1% Bz A gmepedialie o] Case-mlall coalnd 2 g Conzraed
chmmomme TRAWRA mrded”

no= A3 r = 7137 = ! 95521

MAF ¥ ¥ WAl [ v MAF [l I 41 "

(%] Lk | (% GRE T ] RI% T LRR |

e Ca s

i 'n L
ADORAT s RN Do L e A 3 1B adi 3n% 10 0951 L[S il

ANG W18 1.2 27 LIR | [ B R 155 Oy 1.7 in

[ TR e L R L ] [ Lo LEIES 10 e LN} o | 5 | AW 02 (LR
3 L 54 L1 &7 L) 1> &3 LT 145 140
LRI R RN AR F T A14 e WiHE 41 = L5 AEMES AL A | HE Fh B LA
4 AR 131 L 5§ 0 1 d 44 154 1R 417
VibLird IO SEE Akl A1 L% BARAZ A1 Lo LT Eora %) 025314 WAFH
4] A 2N Lk L3 I 1L L5 195 [ A L1
I WOl Akl k] L3 DA Iy 5 Ly L3I 44 a2 03l Ed L RIE.}
AF TA (Eh L3 20 5 L& 3.3 IL2 iy, 2.7 1032

A ol clbele, K2 ink allele, U cae Coccabul, S7AF e alels Doguescy, P deomnzal, Ackd adliive
® Adjusied R gge, sl
B Adtjusted for wex and G

® Rk modz] with smilles p valee, p -2 005 in 5eld charsclers. Gealerren <ooreclion (2= 0005, ¥ = 51 I'= 00004 - non imformalive markers

¥ mssican The mformation on [lispanic and Mesican pepulaticns is
not abundand, and dhere i: oven less information aboud
pedimtnz-onset T20. To our knowlodge, thi= 15 the scoond
repant related  ga pediaticoomsar TR0 e a0 Mexican

A number of penstic vanants hive been identified relaked
1o T20. Somme ws=ociafions eo hewrogencous acmes: cthnic
groups, und most of tie sudics were done with Europeans.
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Tuhdir 4 ENPe with sizmifie on cesniztior e auenrictive phenesypes o cantrll sabgee: seithon s dishehes

by o “Lyasl ,"J & wte Ol Froey jone soaciaimns |10
s SIEEE HbAle 1% ] I3, 2 Uroesily wml BNV
re7 LIRS [asting m=ulin fmg dL] T 057,198 Craesity, GMI, weight and » sist-hip ralis
I - I 0.535 0.01; 056
s 3 Copendiie: (npdT ) n3s (ERE; AT
TEIEWG LR =L —, 0 BMi
1a] 550504 Fasding wsalio (Sl £5s LRy, 3Lk =18 1
e el Dl L) 1,54 (ROL, Wi
r]51=TE TIoA-T —IrL M —51.16; —4.35 i1
re] 0195352 Fasting glucese mgdly LTS 0.0, 123 Waist=hip mbis and Hglvcenidas
IR n (7 A KT
5517 HomsiA-R bl 4707, flE ‘Woiwr-him mria
1l IAd ] HOMA-B — L& =3, —1LEq Woasl=lyr alie
R EhS [IOA-D —4.17 —45.2; =20 Wiisl=hip mbio
rehQE2RE 2:h glucose (mgdl| 4.5 036; B81 Waist=hip mbtie and commary hesd dsease
Frsrinz =lmerare [miphll s TR 347 14T
TR 1) s HUMA-B — X830 UEEE = B, =T Faslmg plucoee aod HUOMA-B
18E1Y1 3 Fasting wsulin et fmb —E. JAxK —a3.0, =1 Faslug plocoss el HSA-E
TIOsLA-T —2. 75 0023 —i3.50; =201
MRS5S Enstinz =lwerae mighil ) B 4034 4 1Th Frsting ploenas, HOMA-R Dl ATRz ond TN
] TONIEY Enarinz insnlin omb ] fml rma A4 178 43% Fusaimg plnense =l BOAMAR
el TughlL) VR k] OAxF? (URTFRLIECY
HUBA-LE LR Q.00 LD, Npg
QUECK]D =0,z SaE N —n03; =0l
Y Brsrinz slmeese (mighdl ) R AR LR 55 T¥aesiry ned R
Bnsrinz msulin om0 iml ) AT BEEL ] ETe: 4 58
e b Dughd L Uy WEE B WRLL, LA
TICLA- I .45 R O.E8; LOT
QTR =02 Sl —007; -0l

bt voslbcwnt ). B eles b Gl el ge o dabess-oelated
O dispesition index. ARy 5 wbe nsalin sesponse 1o glucose

lll.‘ll1|||il|i1lll: thesetlvne, 1ha I'|||L|i||5-_:-. ol 1These I wiends with
T2ID omest before age 19 are of particular inteérest,

O study roweals the cxisicnce of the associafion
herween e SMF sl e presenee of pradiafoe on s T2
All thess varnants had previously been related o metabolic
traits in W AR, The ShiPs AINEAUEE0D |21, CARMEY
vl WITERDT (23, 2%, GNEDAZSIIRSTT 23] amd FTOW
reE0008 [22-20] had been accociated with BMI CADMES
vl MOTERT [ X o] GEANPTIA XS OREE 0T [ra, T wilh
obesity; and VEGFA/mSS05288 with waist-tip ratio [2§]
unel coronary hean di=case |29 OF these wanants, only
ORI 2 O9R9T T30, 517 aned ETR 095609 [37 4]
had been asseciated with T2D in adults previcasly, Inter-
catimgy. our results demenstruie tha these SMES are also
assona el willy pedianic oot T2TY

Jeveral penotvped varfants have been shown W b
sazociuted with obosiy or obesity-relmed phenotype: in

yuanlaleae bats e bl nsa alleke

sewveral pevions shiches. Bos known hal cheily 50 se
nificimt sk factor for T2D, and for this reason all statstical
analwsc: wore wdhwsted tor B There wre many obcac
childven whe daowod desvelop e disease aed sowe mon
obe < children who do, indicating that obe sty 15 not the only
fuear involved in the ctiology of pediatne T20 (1] I8 has
been ol ved ot geaelo: predispasiton fooobesity leals i
nereased risk of type 2 diabetzs {obesityv-predisposing
eilact) [33] However we dealifed e SRS s led
with T2D independently of DML Althcugh DM is ot a
portcot megsure of wdiposity, our fndings suggest tha ticss
pemelic variants nuy peedispese caniees v develop TN @
lower obesity thresholds, On the other hand, the associatien
of the Sk i endently of BMI could explain why mod all
adivichma s witl abesity develop T2

This study provides confimmation that some varams
(ADRAZANG RS 122 INGKRA2ID1349,  MTWERIR!
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e DRI Y ] STATFAR e | D20 ane associaled wirh
glieose- and insnbin ralared meies, reeardless of aze. sex
and BMI in participan:s without disbetes. In addition, we
idcndticd  =mmother 12 SN (CADMITsL30TEEOT,
SOHNADST AR RPN 203G, LREPVRY
2 BO0GS2, PTBP A 1555543, TWNEY Kirs151475,
G s 10195252, IO sl 4551 2, Ll
r= 120421, BEPOG AT, VELFA NGRS und
FOSK N o235 poeviomaly associabed with olesily elaled
plwmdy e lal ave alao associizd wath guatatalive ely
cemic and insubin trails, independently of DML Although
enly rwa of the SKPs asseciated with glecoss- and msolin-
relafod maits (CAOMAEAUTERDT and VEL FAAUOEIER)
were e assoctated with peciatee anser T2TY in this stody.
the cther vartani: could be senetic susceptibiliny markers of
the future nsk of TZD in individuals without dickotes.
Fellow-up studics could comroboraie this hypothesis [woc
Talle & fow asaccanbions previonsly eported fron W AS)

Sowme e SHPs associeed witli pediaic ciser T20
and pluccss- and inselin-related taits, only the variang
PUSKNreS237 18 loceted o the coding region. FOSKY
cncodes prohormone convertea: 103, which Fmedons in the
proweelytic: acbivation of pelypephide homeses and e
ropeptide precumors, The non-s voomvimons pol vicor plism
6233 (R2ZID) @5 mssociawd with obesite sk, and this
yarnaat calibited 0% Lower cngyum e activily [36], Ol
associaled SKFs eithar e ol locaked within coding
regions of genes or do net reside within genes and therefore
do not affect proein function (Table 1), Tt is ot clear how
all thesr penes infucnee imsubin-sceretory cupacity (boia
cell growth, survival er funcion) or meduluic adiposicy
wonlfow s lin sewsiivany, Foler shdies are nesded o
identity the binlogicel puthways ulfzcied by these risk gene
variants, Thiz would allow cstablshing the mochanisms
which oake some wdivalsls ooee Swsee prille oo ey
ranental fisk Pwtces sl predispise Den o develop e
disease an a very sady ape. The inclusion of aduls as
comirels, as we have dons in this siody, in addigon to the
coqpansen sgwinst pedisine controls, reduees the osk of
nccnrmzch s i nmen ! since oo chihlen assignaal o e
vt sl cranp if_ll| Ll I-||--.||-\n1-l-.1|rT.'-'rJ W balen olane
On the cther hand, i arpuakle that the effect of 4 given
polymaerphise might chunge with dme, being ws=ociukcd
with o teal durving cooth aml developnsnt, Tnr nol al @
Laber sraps, of interactine with different Ak factars Ao
clated with the lifestyle choices mads as the individoal
muures and ages. Bven though thi= sconaris canm be
disrmissed. it is worth poimting cut that the assorizion
Patseen e Pee SRS o cleeevad when o pediobne
v gl comieds

Also, we observed a discondance m the recults between
cuse—podintric comtnd and  casc-sikling analysis, This

viowi il B dluz fon the St that the senehic stonluity of e

i
& Bpringer

sildings (piven thal ey shore tha saoe pocenls) ooy
recpimes G larger sample sige o idennfy dhfferences. Orher
passibility 15 that siblings m the fumre may develop the
discasey this might resull i g classiicagon Bius os mdi-
vidimtls willwnl ddiahefzs, Gactic esling onglil Baooinz a
future teol o idenify individuals at msk for early-onsat
IID. Altheugh the ineredcsd nak of TZD tor carners of the
ShPsidontibied in this swdy @5 small, they could be pun of
a wlipde sk alledas waalel qoalysis o folore seseanch
The wlentiteainn ol amdivideils with Togh E"_Tﬂll:!lil a5
cepbility could reinforce the measures for prevention of
enviremmental risk factors foe T2D in pepulaton with
grewter risk.

Tn samme simanens, the disfinetan Batvaen BMODY and
TZD might be diffcult o make on 2 purely clinical basis
115, 18] In this regand, cven theugh the participants in the
currcni stedy did nod present with clincal fcawres of
MODY  jhe sxclace of this dimgnosic was ol e
Mo b peneic lesting of the relesant penes, This oniplin Te
a limitation of thic stedy, w the =<ent that some of the
participants might have MODY, macad of T2D0 At the
same fime. MODY 1= o rre discasc, affcoting o small
wwnler af iodivideals, comparad o T2, which i o
commnon dissdes, Despite the [act that the frequency ef
podiatric-onset T20 has inercascd. thore are still lew
patientz whe develop TZ0F prica 1o age 19 and the saogle
s 05 fhe wsin ledation of v sty Hiveever even
with these lew numbers, we obiapved statistcally simrfi-
cant associatkns with T2D, although the peossahility of
fal=c-noguuve rsuli in cur sample cannct be cxcluded.
Cur mederute sample size is nod well powercd o detect
fow - Trevpmency variants v associnfions with OF < 20, and
wir only could detect common vanants or SMP5 with strong
associaions. Therefore, more studics with larger sample
sarzn aine needed oo commbonate the aeociations wlentifed
i fhe presen | stody. Ohes Loafatians aee the el of
medsuring resislance, secretion and insulin sensitiviry,
which were svaluuted threugh sumepate vanakles with
Lmitaiions in their intrproiion.

Conclosion

T hosdon, o cne’ knawdedpa, e present study s fhe
firet  conficmatian tha ADORARGINIST. ANV
el A0TRS0T, GNPDAZ IR MT, VEGFAT S 258 and
FIOhre 30608 pogentially comiribue o pedistnio-onsot
TZD ri:k in the Mcxican population. The associations with
G FOAZ s D3R 307  awl  FTO0 9033905 have  bBaen
regeantad pwevinsly wirth TED o icdulis, amd e Giber thee
varants have only been associated with cbesdtv-related
phenodypes. Other SMNPs associaed with gloeoss- and

ima i welated  wmls combd Beowlaled o0 TITF i oa
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lengitudinal fallow-up study. Replication in independent
studics und functionyd follow-up swdics will b ioportont
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