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l. Resumen Ejecutivo

Relacion de los cronotipos y sus variantes geneéticas sobre la
constitucion corporal en adolescentes con psicopatologia

La relacion de la constitucion corporal con la psicopatologia se ha
documentado en distintos estudios, sin embargo, la informacion
disponible aun es limitada sin tomar en cuenta la falta de estudios
poblacionales en niflos y adolescentes sanos en nuestro pais. Por
ejemplo, en la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica, en la
cual se sefala que el 50% de los trastornos mentales inician antes de
los 21 anos de edad y los trastornos mas recurrentes entre adolescentes
son problemas de aprendizaje, retraso mental, trastornos de ansiedad
y trastorno por déficit de atencidn, depresion y trastorno por uso de
sustancias, asi como intentos de suicidio, aunque no reportaron la
constitucion corporal de la muestra, o si ambas estaban relacionadas;
asi mismo en la Encuesta Nacional de Salud (ESANUT) 2012 [1]
reportaba la prevalencia nacional combinada de sobrepeso y obesidad
en adolescentes de alrededor de 35.8% para el sexo femenino y 34.1%
en el sexo masculino. Aunque dicha encuesta solo se limitaba a
describir el porcentaje de trastornos de la conducta alimentaria, sin
especificar el tipo de trastorno, siendo descrita en el apartado de
Nutricién, no tomaron en cuenta la importancia de la salud mental a nivel
Nacional. A pesar de los esfuerzos por registrar el estado nutricional
de los niflos y adolescentes en México, falta dilucidar su estado
psiquiatrico en conjunto y si este tiene relacion con su constitucion

corporal, infiriendo que la misma es el resultado de multiples factores



relacionados, tales como el estado sociocultural, la carga genética, la
psicopatologia asi como los distintos ritmos circadianos manifestados
en los cronotipos en conjunto con expresiones génicas particulares.

Hasta donde conocemos, no se cuenta con informacién actual en la que
las variables previamente expuestas hayan sido estudiadas en

conjunto.



. Marco teorico.

Epidemiologia del Sobrepeso y la Obesidad en el Mundo.

El sobrepeso y la obesidad constituye un gran problema de salud
publica y su prevalencia se encuentra en constante aumento en el
conjunto de los paises industrializados. El sobrepeso y la obesidad
puede ser evaluada por el indice de masa corporal (IMC), aunque 41%
de los hombres y 32 % de las mujeres son falsos negativos utilizando el
IMC, asi mismo se utiliza la circunferencia de cintura: mujeres: >88 cm;
hombres, >102 cm, la cual puede ser usada para predecir grasa
corporal; aunque la correlacién entre el IMC y la porcentaje de grasa
corporal depende del grupo de edad, sexo y origen étnico y puede variar
desde 0.6 to 0.8. Aunque en estudios recientes comentan que es mas
preciso utilizar férmulas que utilicen en conjunto pliegues cutaneos,
edad y sexo, el error reportado al utilizar pliegues cutaneos en
comparacion con la densitometria va de 3 a 5%. Asi mismo existen una
gran variedad maniobras con las cuales se puede evaluar la constitucion
corporal y cada una con un rango variable de precision y exactitud. Por
ejemplo, la Densitometria (desplazamiento de agua) y la Pletismografia
(Desplazamiento de aire). Hasta el momento son las técnicas con mayor
precision en cuanto a la evaluacion de la composicion corporal, aunque
se ven limitadas al contexto de laboratorio o centros especializados por
lo que su utilidad se ve restringida. De mas amplio uso en el area médica
y reproducible en el ambito hospitalario es la Absorciometria dual de
rayos X y la Resonancia Magnética. Para la primera el error reportado
varia desde 1 al 3 % en el momento de evaluar el porcentaje de grasa

corporal. Siendo mas preciso en las extremidades y menor en el



escaneo del cuerpo completo. La segunda puede llegar a ser mas
precisa que la absorciometria dual de rayos x, pero solo se ha reportado
Su uso en escaneos a nivel de L4/L5 y no difiere entre tejido adiposo
blanco o pardo. [3, 4]

Aunque estas tendrian que validarse primero en la poblacion general
antes de ser aplicadas.

En un estudio publicado en el 2016, realizado por la iniciativa
global de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para monitorizar
aquellos factores de riesgo sobre enfermedades no transmisibles (NCD
Risk Factor) por sus siglas en inglés, reportaron las tendencias de IMC
en 200 paises (incluido México) desde 1975 al 2014; Comentando que
la media de IMC global estandarizada por edad aumento de 21.7 kg/m2
(95% intervalo de credibilidad 21.3-22.1) en 1975 a 24.2 kg/m2 (24.0-
24 .4) en el aio 2014 en los hombres, y del 22.1 kg/m2 (21.7-22.5) en
1975 a 24.4 kg/m2 (24.2-24.6) en el afio 2014 en las mujeres.
Comentando que la prevalencia de obesidad morbida fue de 0.64%
(0.46-0.86) en hombres y 1.6% (1.3-1.9) en mujeres. En relacion a lo
previo en México la prevalencia de obesidad en hombres en 1975 fue
de 0.8 % (2.3 millones) y aumento a 8.9 % (3.3 millones) en el 2014 y
de 1.7% (2.4 millones) aumento a 13.9% ( 3.7 millones) en mujeres.
[3]

Si bien los autores del articulo describieron ampliamente las
tendencias de IMC en adultos, hacen la acotacién del porqué no
analizaron a los nifilos y adolescentes. Primero, debido a que la infancia
y la adolescencia son periodos de rapido crecimiento, los puntos de
corte para el IMC utilizados para definir bajo peso, son muy diferentes a

la de los adultos, y varian segun la edad y sexo. Segundo, porqué las



tendencias en tiempo de obesidad para nifos y adolescentes es
también distinta a la de los adultos.

En la poblacion pediatrica, la Federacion Internacional de Diabetes
(IDF) toma como criterio de obesidad un IMC mayor a la centila 95,
aunque este es un criterio establecido por la CDC.[6]

Es de gran importancia mencionar que para los nifos y
adolescentes, el IMC no es una herramienta de diagndstico, aunque se
utiliza para detectar los potenciales problemas con el peso y sus
relaciones con el estado de salud. Por ejemplo, un nifio puede tener un
IMC alto para su edad y sexo, pero para determinar si el exceso de
grasa es un problema, un proveedor de la salud tendria que realizar
nuevas evaluaciones. Estas evaluaciones pueden incluir mediciones de
los pliegues cutaneos, evaluaciones de la dieta, actividad fisica,
antecedentes familiares y otros examenes de salud adecuados. A pesar
de la advertencia de la CDC, la Academia Americana de Pediatria
recomienda el uso de IMC para detectar el sobrepeso y la obesidad en
los nifios a partir de los 2 afios de edad.[4, 6, 7]

Si bien en la gran mayoria de los estudios actuales utilizan el IMC
como estandar de evaluacion para la constitucion corporal, es de
importancia denotar que los percentiles se calcularon a partir de las
curvas de crecimiento del CDC, que se basaron en datos de encuestas
nacionales recogidos de 1963-65 a 1988-94 en Estados Unidos.[4]

En conclusiéon, el IMC como medida evaluadora de la grasa
corporal tiene sus limitaciones y puede dar lugar a sesgo en la medicion
de los efectos de la obesidad sobre los resultados de la salud.

Mas alla de los errores derivados de inexactitudes de auto-informe, los



problemas se derivan del hecho de que el IMC no toma en cuenta lo

siguiente:

(1) la diferencia entre la masa grasa y la masa libre de grasa, tales

como huesos y musculos;

(2) los cambios en la composicién corporal que se producen con la

edad;

(3) la relacién de tiempo entre la obesidad y el resultado que se mide
Es aqui donde podria surgir la duda de si estamos evaluando

correctamente la constitucion corporal en nuestra poblacion pediatrica,

si bien perteneciente al continente americano y muy cercana a la

frontera estadounidense, es muy distinta desde sus origenes étnicos,

situacion social y economica.

Epidemiologia del Sobrepeso y la Obesidad México.

En relacién a lo previo, de acuerdo con los resultados de la
ENSANUT 2012 [1], 35% de los adolescentes tenian sobrepeso u
obesidad. En el ambito nacional esto representaba alrededor de 6 325
131 individuos entre 12 y 19 afnos de edad. Ademas, indica que mas de
uno de cada cinco adolescentes tiene sobrepeso y uno de cada diez
presenta obesidad. La prevalencia nacional combinada de sobrepeso
y obesidad en adolescentes fue de alrededor de 35.8% para el sexo
femenino (lo que representa a 3 175 711 adolescentes del sexo
femenino en todo el pais) y 34.1% en el sexo masculino (representativos

de 3 148 146 adolescentes varones) en 2012. La proporcion de

10



sobrepeso fue mas alta en mujeres (23.7%) que en hombres (19.6%, 4
pp mayor); y para obesidad, los datos revelan que el porcentaje de
adolescentes de sexo masculino con obesidad fue mayor (14.5%) que
en las de sexo femenino (12.1%, 2.4 pp mayor).El aumento entre 2006
y 2012 fue de 5% en seis anos para los sexos combinados (0.28
pp/afo); el aumento en el sexo femenino fue de 7% (0.40 pp/afio) y en

el sexo masculino de 3% (0.18 pp/afio).[1]

Epidemiologia de la Salud Mental en México

En cuanto a la situacion en salud menta,l estudios en México
reportaron que en el 2004 alrededor de 15% de prevalencia de
trastornos psiquiatricos era en nifios, indicando que cinco millones de
nifos y nifas sufrian algun problema de salud mental.[8] Posteriormente
en el 2006 investigadores mexicanos reportaron que en la poblacion
mexicana en especial en los nifios y adolescentes, el 20% de ellos
presentaban al menos un trastorno mental. Haciendo hincapié que el
indice de personas con trastornos mentales en México fue inferior al que
se reportaba en Estados Unidos y que el indice de personas que recibia
tratamiento era también mas bajo, dando por entendido que sin
tratamiento los trastornos mentales pueden agravarse ademas de
disminuir la calidad de vida.[9] A pesar de los esfuerzos por registrar el
estado nutricional de los adolescente del pais asi como sus trastornos
alimenticios, faltaba dilucidar su estado psiquiatrico y si este tenia
relacion con su composicidn corporal ya que esta encuesta solo se
remitia a comentar las conductas alimentarias y no un trastorno per se.

Es estudios ulteriores realizados en la ciudad de México y area

11



conurbada en la encuesta de salud mental publicada en el 2009, casi el
40% de los adolescentes reportaron en los ultimos doce meses algun
trastorno mental, de los cuales 1 de cada 4 dijo presentar un trastorno
leve, uno de cada dos dijo presentar un trastorno moderado y uno de
cada 5 presenta un trastorno mental severo o grave. Sobre esto mismo,
la poblacién de nifios y adolescentes en el 2009 ascendié a 27% en
unidades ambulatorias y a 6% en hospitales psiquiatricos.[10] Estas
cifras resultan preocupantes si consideramos que la edad de inicio de
la mayoria de los trastornos psiquiatricos se encuentra en las primeras
décadas de la vida; tal como lo reportd la Encuesta Nacional de
Epidemiologia Psiquiatrica, en la cual, se sefala que el 50% de los
trastornos mentales inician antes de los 21 anos de edad[10, 11]. De
acuerdo con otros estudios, 24.7% de los adolescentes se encuentran
afectados por uno o mas problemas de salud mental. Los trastornos
mas recurrentes entre adolescentes son problemas de aprendizaje,
retraso mental, trastornos de ansiedad y por déficit de atencion,

depresidn y uso de sustancias, asi como intentos de suicidio[10]

Fisiologia de la ingesta caldrica y los ritmos circadianos

A lo largo de la historia, la ciencia ha invertido mucho tiempo y
esfuerzo en la busqueda de comprender las bases fisiolégica de la
obesidad. Crucial para esta busqueda fueron las incisiones realizadas
en los cerebros de los animales para determinar las regiones cerebrales
gue controlaban la ingesta. Estos experimentos dieron lugar a la teoria

dual de control de la ingesta de alimentos, la cual decretd que sblo dos

12



centros del cerebro se relacionan con la ingesta cal6rica: la relacionada
con el hambre (centro hipotaldamico lateral) y la relacionada con la
saciedad (centro ventromedial), que, a través de conexiones del sistema
nervioso simpatico y parasimpatico los mensajes del apetito
transmitidos y relacionados con el resto de la organismo.[12]

La alimentacion como sincronizador de los ritmos bioldgicos,
ademas de influir en la estructura temporal interna del organismo; un
horario de alimentacion restringida puede actuar como sincronizador de
muchos osciladores periféricos que no tienen clara influencia de
sincronizacion en el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo (NSQ). En
tal situacion, puede surgir una desincronizacion entre los ritmos
controlados por la luz a través del Sistema Nervioso Central (SNC) y los
ritmos conducidos bajo el control de un Food-entrainable oscillator
(FEO), entendiéndose como un "nucleo alimentario capaz de ser
entrenado". Cuando los animales se les da una comida con un
contenido caldérico que es demasiado bajos para cubrir sus
necesidades, poco a poco arrastran algunos de sus ritmos circadianos
a la hora de comer, y muestran mayores niveles de variables dadas
(incluyendo la actividad locomotora, la motilidad gastrointestinal,
actividad enzimatica digestiva, y el cortisol en plasma) a la espera de la
hora de comer. Se ha propuesto que esta actividad de alimentacién
anticipada (AAA) es controlado por un oscilador o una red de
osciladores que es independiente del SNC, ya que se mantiene en

animales lesionados del SNC.

El sistema circadiano

13



La alta estabilidad de la alternancia diaria entre la luz y la
oscuridad, junto con los ciclos de temperatura, permiten a los mamiferos
desarrollar un sistema de cronometraje circadiano para hacer frente a
los cambios previsibles en un entorno que permita al organismo ahorrar
energia y aumentar su tasa de supervivencia. El sistema circadiano
(SC) se compone de un conjunto de estructuras responsables de la
generacion y la sincronizacion de los ritmos biologicos a 24 ciclos

ambientales.

El SC se compone de:
a) Marcapaso central.
b)  Vias de entrada.

c) Vias de salida.

Marcapasos central

El nucleo supraquiasmatico del hipotalamo anterior (NSQ) y
osciladores periféricos situados en la mayoria de los tejidos y células.
Estos ritmos son generados por una retroalimentacion de bucle entre
dos grupos de genes: 1.- CLOCK (Circadian locomotor output cycles
kaput) por sus siglas en inglés, los cuales pueden ser positivos y
negativos. 2.- Receptor de arilo de hidrocarburo muscular (Bmal1), el
cual actua como elementos positivos, son responsables de la sintesis
de dos factores de transcripcion que después de su heterodimerizacion,
inducen la expresion de los componentes negativos del CLOCK

circadiano molecular.

14



Vias de entrada

Las vias de entrada, traen la informacion sobre el ciclo de luz-
oscuridad hacia el marcapasos. Un tipo particular de células
ganglionares de la retina con melanopsina, que se excita directamente
por la luz azul, es el punto de partida de esta via. Otros sincronizadores
como la alimentacion, ciclos regulares de ejercicio fisico, o los contactos
sociales son también conectados con el marcapasos central vy

osciladores periféricos, induciendo su sincronizacion.

Vias de salida

Las vias de salida son las responsables de la coordinacion del
ritmo circadiano entre diferentes funciones y partes del organismo.
Estos son el resultado de mediadores humorales tales como la
Prokineticina-2, que es capaz de generar el ritmo de actividad
locomotora y salidas neuronales, tales como el cambio ritmico en el
equilibrio parasimpatico/simpatico, o la liberacion pineal de melatonina

durante oscuridad.
Existen diferentes Osciladores circadianos aparte del NSQ, en los

tejidos periféricos. El heterodimero CLOCK-BMAL1, tejido adiposo,

leptina, adiponectina y células mononucleares sanguineas.[13]
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La alimentacion como sincronizador de los ritmos biologicos

Ademas de influir en la estructura temporal interna del organismo,
un horario de alimentacion restringida puede actuar como sincronizador
de muchos osciladores periféricos que no tienen clara influencia de
sincronizacion en el NSQ. En tal situacién, puede surgir una
desincronizacién entre los ritmos controlados por la luz a través del NSQ
y los ritmos estimulados por los alimentos bajo el control de un FEO.

Cuando los animales se les da una comida con un contenido
caldrico que es demasiado bajos para cubrir sus necesidades, poco a
poco arrastran algunos de sus ritmos a la hora de comer, y muestran
mayores niveles de variables dadas (incluyendo la actividad locomotora,
la motilidad gastrointestinal, actividad enzimatica digestiva y el cortisol
en plasma) a la espera de la hora de comer. Se ha propuesto que esta
actividad de alimentacion anticipada (AAA) es controlado por un
oscilador putativo o una red de osciladores que es independiente del
NSQ ya que se mantiene en animales lesionados del NSQ.

Curiosamente, tanto la division del simpatico y parasimpatico del
sistema nervioso auténomo puede discriminar entre los diferentes
compartimentos de tejido adiposo, tales como la subcutanea e
intraabdominal. Un desequilibrio entre los ritmos de diferentes
compartimentos de grasa diferencialmente controlados por el sistema
nervioso autbnomo a su vez por el NSQ puede ser la causa del

sindrome metabdlico.
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Regulacion fisioldgica del balance energético

Las neuronas que producen EIl neuropéptido Y, y la proteina r-
agouti. Asi como Las neuronas que producen ProOpiomelanocortina
(POMC), y la proteina de Transcripcion regulada de cocaina y
anfetamina (CART) en el nucleo arcuato del hipotalamo, tienen un rol
importante en la regulacion del balance energético. La activacion de las
neuronas NPY/AGRP tienen efecto orexigénico, promoviendo la ingesta
de alimentos, mientras la activacion de las neuronas POMC/CART ,
tienen el efecto anorexigénico. Este grupo de neuronas reciben
informacion de multiples hormonas secretadas por diferentes érganos.

Entre estas hormonas se encuentra la Leptina que es secretada
por el tejido adiposo, circulando a niveles que son proporcionales a los
depdsitos de tejido adiposo y realiza sus efectos a través del receptor
de Leptina (LEPR), inhibiendo a las neuronas (NPY/AGRP) vy
estimulando a las neuronas (POMC/CART)

El pancreas secreta insulina, el cual tiene una influencia
anorexigénica en el nucleo arcuato, estimulando a las neuronas
POMC/CART, e inhibiendo a las neuronas NPY/AGRP.

El estomago y el duodeno producen Grelina, la cual tiene una
influencia estimulando a las neuronas NPY/AGRP a través del receptor
hormona del grelina (GHSRs).

El péptido YY3-36 (PYY3-36) es secretado en la porcién distal
del tracto gastrointestinal y actua a través de los receptores Y2 (Y2Rs),
produciendo un efecto inhibitorio en las neuronas NPY/AGRP.

Las neuronas NPY/AGRP)también tienen un efecto inhibitorio de

las neuronas POMC/CART a través de la liberacion de acido amino

17



butirico (GABA), esta liberacién puede ser estimulada con la unién de
la grelina con el receptor de grelina.

Las sefalizaciones orexigénicas y anorexigénicas pueden ser
producidas por las neuronas NPY/AGRP y POMC/CART, para
posteriormente enviar las sefalizaciones a un grupo de neuronas
efectoras de segundo orden, que también reciben informacidn
modificada por las sefializaciones de dopamina, serotonina y
endocannabinoides.

Estas neuronas efectoras expresan receptores incluidos el
receptor Y1 y el receptor 4 de melanocortina. Estas diversas entradas
se unen para proporcionar la general del equilibrio entre la ingesta de

alimentos y el gasto energético.[14-16]

Expresion génica relacionada con los cronotipos y la constitucion
corporal

El tejido adiposo es un oscilador periférico con ritmo circadiano.
No es soélo el resultado de la accién del marcapasos hipotalamico
central, sino que también es el producto de la actividad oscilatoria de
diferentes tejidos periféricos como consecuencia de la actividad de sus
genes CLOCK. Fue sdlo después de los estudios de Ando et al. en 2005,
cuando se demostré que los genes CLOCK Dpb, Per, Per2, Bmal1,
Cry1y Cry2 mostraron ritmos circadianos significativas en su expresion
en el tejido adiposo del raton. Las concentraciones de las
transcripciones Dbp, Per1 y Per2 pico durante la ultima parte de la fase

de la luz, mientras que el punto mas bajo de Bmal1 ocurre en el mismo
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momento. Hoy en dia es bien conocido que, los genes CLOCK de los
adipocitos muestran ritmicidad circadiana, y que la expresion de los
genes CLOCK del tejido adiposo puede alterarse en situaciones
patologicas, como ocurre en los ratones diabéticos y obesos. Ratones
CLOCK mutantes exhiben hiperfagia, obesidad ademas desarrollan un
sindrome metabdlico que consiste en la hiperlipidemia, hiperglucemia y
la hiperleptinemia.

En cuanto al tejido adiposo humano Garaulet y Cols encontraron
que la expresion de los genes BMAL1 CLOCK, CRY y PER2 esta
correlacionado con algunas de las caracteristicas del sindrome
metabdlico. Posteriormente, han demostrado que se expresan estos
genes CLOCK in vitro con una ritmicidad circadiana, lo que sugiere la
existencia de un CLOCK periférico capaz de mantener los ritmos
circadianos sin influencia del marcapasos central(NSQ). [12]

En especifico BMAL1 se encuentra relacionado con el
metabolismo del tejido adiposo. Ademas, juega un importante papel en
la diferenciacién de tejido adiposo. Por otro lado, la grasa subcutanea
se reduce drasticamente en BMAL1 ratones KO. Estas observaciones
sugieren que BMAL1, un componente de nuclear del reloj circadiano,
esta involucrado no sélo en el comportamiento de la regulacion del
organismo, sino también la acumulacion de tejido adiposo en los tejidos
periféricos.[12, 13]

Estudios previos han examinado el perfil de la expresion de los
genes circadianos en células sanguineas periféricas en sujetos no
obesos. Asi mismo la ausencia de oscilacion circadiana en expresion
de BMAL1 y Per2 en células mononucleares humanas, por otro lado, se

observo un pico significativo en la expresion de Per1 se observé a
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principios de la luz ciclo. Kusanagi et al . informo el perfil de expresion
de 10 genes CLOCK en células mononucleares de sangre periférica. En
este mismo estudio, Bmal1, Cry1 y Cry2 no mostraron cambios ritmicos
en la expresion de células mononucleares periféricas humanas,
mientras que la expresion robusta de Per1, Per2 y PER3 genes se
observo en la mafnana. Estos resultados sugieren que Per1 y Per2
puede desempefiar un papel en la regulacion circadiana del ritmo en las
células mononucleares periféricas humanas en sujetos no obesos.[13]

En genética, se denomina ligamiento a la asociacion fisica entre
dos loci (esto es, su cercania en una misma hebra de ADN, lo que
repercute en una baja frecuencia de recombinacion entre ellos durante
la meiosis, y, por tanto, a una mayor probabilidad de herencia conjunta).
Se puede definir como la tendencia de los alelos de loci que estan
cercanos entre si a heredarse juntos como un bloque (haplotipo).[14,
17].

Los estudios de asociacién miden la frecuencia de un gen dentro
de una poblacién, en contraste con los estudios de ligamiento que
examinan la transmision conjunta de un marcador y un fenotipo dentro
de las familias. Un polimorfismo esta asociado con el trastorno si ocurre
en combinacion con el fenotipo en mayor proporcion significativamente
que la que se encuentra en una poblacién control. Por otra parte, un
trastorno esta ligado a una regiéon de ADN, si existe mayor probabilidad
de que un locus muy cercano a esa region contribuya a la expresion del
trastorno. Esto implica evaluar distintos polimorfismos dentro de un gen
candidato. Un gen candidato se elige, por ejemplo, porque se sabe que
es biolégicamente relevante en el trastorno. Actualmente los

investigadores utilizan una combinacion de estos dos métodos,
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evaluando trios de los dos padres y un hijo afectado por el trastorno.
Los participantes son genotipados y se determina cual alelo se esta
trasmitiendo con mayor frecuencia a la descendencia. Por supuesto se
deben evaluar grandes cantidades de trios para obtener resultados
significativos. Este método es llamado Test de Desequilibrio de
Ligamiento.[18]

Describiendo como desequilibrio del ligamiento (DL) a la propiedad de
algunos aquella asociacion no aleatoria de alelos en dos o mas loci. El
DL de todo el genoma refleja la historia de la poblacion y el patron de
subdivisidon geografica, mientras que DL en cada region gendmica
refleja la historia de la seleccidn natural, la conversion de genes,
mutacion y otras fuerzas que causan la evolucion de la frecuencia

genética.[19]

Relacién de obesidad estudios de ligamiento genético

Estudios de ligamiento genéticos actuales para obesidad se han
encontrado locus (sitios) relacionados con la obesidad. Indicando al
cromosoma 2, 3,4,6,7, 11, 12 y 20 como las regiones que mas se han
replicado en multiples estudios. Locus especificos en cromosomas 2,
3,10, 12, 20 y X representan aquellos locus que se han encontrado en
estudios de cohorte que fueron seleccionadas especificamente por su
obesidad. En estos mismo en el cromosoma 10 indican su relacién con
otras cohortes de poblacion con obesidad. En los cromosomas 4, 6, y
19 indican aquellas regiones que fueron identificadas en grupos con

fenotipos de obesidad extrema. Siendo mas especificos se pueden citar
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los cromosomas, brazos, bandas y regiones mejor identificadas hasta
el momento: 2p21-p23; 3q27; 4p15—-p14; 4931-q32; 6922.31-q23.2;
7931—-932; 10p11-p12; 11q14—-924; 12923—924; 19q13.33—-q13.43;
20911—q13; Xq24.[14]

En 1977 se publicé un estudio ampliamente mencionado como
pionero en relacionar la agregacion familiar de obesidad[14], dicho
estudio fue llevado a cabo por el National Heart, Lung and Blood
Institute (NHBLI) por sus siglas en inglés, el cual realizé el primer
estudio en gemelos sobre agregacién familiar de obesidad, indicando
por primera vez una agregacion familiar como causa de obesidad, mas
que debido al ambiente.[20] Apoyados en esta evidencia en 1986, en
un estudio comparativo de gemelos dicigéticos y mondcigoticos se
estimo la heredabilidad del peso en 0.78, el cual incremento hasta 0.81
al terminar los 25 afos de estudio. Asi mismo para la altura fue de 0.80
y en reportando que la heredabilidad cambia para los hombres en 0.70
y para mujeres en 0.66 y le atribuyeron al ambiente solo un 30 % de la

varianza.[21, 22]

Relacion entre la obesidad y cronotipos

En las ultimas décadas ha habido un aumento significativo en la
prevalencia de obesidad en el mundo por lo que la OMS la ha declarado
como una epidemia mundial. La obesidad en la infancia es una de las
causas identificadas de problemas psicosociales, tales como baja
autoestima y que con frecuencia se mantiene en la adultez, donde a su

vez es una importante causa de morbilidad y mortalidad, asi como la
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enfermedad cardiovascular y diabetes melitus tipo 2 (DMT2). Al mismo
tiempo, ha habido una reduccion en el tiempo de suefio. Las encuestas
nacionales de EE.UU. han mostrado una disminucion en la duraciéon de
la percepcion subjetiva del suefio en los ultimos 50 anos por 1,5 a 2
horas.[7, 23]

Esta restriccion del suefio se ha atribuido a los cambios de estilo
de vida. Varios estudios han informado de la asociacion entre la
duracion del suefio (corto y largo) y la mala salud, incluida la relacién
con la percepcion subjetiva de bienestar, morbilidad y mortalidad y con
enfermedades crénicas como la DMT2 trastornos respiratorios e
hipertension. Las asociaciones entre la duracion corta del suefio y la
obesidad, en particular, han estimulado un debate teniendo en cuenta
las posibles consecuencias para los nifos y los adultos.[24-26]

En un meta analisis realizado en el 2000 sobre suefio corto y
obesidad, tanto en adultos como en nifios, donde se obtuvieron
muestras de 13 poblaciones en 11 estudios Incluyeron 30.002
participantes procedentes de Francia, Tunez, Japdn, Alemania, Estados
Unidos, Brasil, Portugal, Reino Unido, Canada, Taiwan y China. La edad
oscilé entre 2 a 20 afos e incluyo nifios y nifias. Los tamafios de muestra
variaron entre 150 y 8941. Siete de los 11 estudios informaron una
significativa asociacion entre la corta duracion del suefio y la obesidad.
El OR agrupado fue 1,89 (1,46 a 2,43). El sesgo de publicacion no fue
detectado por el test de Begg (P = 0,12). La prueba de heterogeneidad
fue significativa (Q = 46,6, df = 10, P <0,001). El analisis de sensibilidad
indicod que la omision de cualquiera de los estudios dio lugar a cambios
en las estimaciones entre 1,61 (1,33 a 1,96) y 2,07 (1,54 a 2,79). Se

muestra un cuadro persistente de aumento de las probabilidades de
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tener sueno corto, si uno es obeso, tanto en la infancia como en adultez.
Un analisis de regresion agrupada en adultos también sugiere que una
reduccion en una hora de sueno por dia se asocid con un aumento en
el IMC 0,35 kg/m2. Para una persona de aproximadamente 178 cm de
altura que seria equivalente a aproximadamente 1,4 kg de peso.[27]

Estos resultados son de interés por varias razones. En primer
lugar, la asociacion es consistente en diferentes poblaciones.[1, 7, 27]
Aunque en el metaanalisis se detectd, una heterogeneidad significativa
entre las variables de los estudios; en el analisis de sensibilidad y al
excluir aquellas publicaciones con sesgo, se mantuvo a favor de un
efecto similar en cuanto a la asociacion de suefio corto y obesidad en
las distintas poblaciones. En segundo lugar, indican un tamano del
efecto consistente a través de las edades. El aumento del 60% al 80%
en las probabilidades de tener un suefo corto entre adolescentes
obesos se observd en nifios y adultos, incluso después de cierta
atenuacion siguiendo los analisis de sensibilidad se ha sugerido que el
suefio corto puede conducir a la obesidad a través de la activacién de
respuestas hormonales que conducen a un aumento en el apetito y la
ingesta caldrica. El sueio corto se asocia a cambios reciprocos en la
leptina y grelina en modelos animales.[12] Traslapando dichos
hallazgos en humanos, estos cambios podrian aumentar el apetito y
contribuir al desarrollo de la obesidad.[12, 28, 29]

La evidencia en humanos proviene de privacion corta de duracion
del suefio por lo que no se pueden extrapolar a los efectos a largo plazo
en la poblacidn. Por ultimo, no es inconcebible que el suefio de corta
duracion es sélo un marcador del desfavorable para el estado de salud

y las caracteristicas del estilo de vida.
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Sobrepeso, Obesidad y Trastornos Psiquiatricos

Uno de los primeros estudios en el que se publico la probable
asociacion entre obesidad y depresion fue publicado en el 2003, en el
que su objetivo era examinar la relacion temporal entre obesidad y
depresién para determinar si cada uno constituia como factor de riesgo
para el otro, fue una cohorte de 2123 sujetos de 50 afios 0 mayores que
participaron en dos fases tanto en 1994 y 1999 en el estudio del
condado de Alameda. En este se defini6 a la obesidad mediante IMC y
la depresién mediante los criterios diagnosticos del DSM-IV, asi mismo
se recabaron las caracteristicas sociodemograficas y de salud general.
Los resultados describieron que la obesidad estuvo asociada a un
riesgo incrementado para depresion cinco afnos después, inclusive al
ser ajustado por las covariables como edad, género, educacion, estatus
marital, soporte social, numero de eventos adversos en la vida, numero
de comorbilidades médicas y limitaciones funcionales. Ademas,
reportaron que la depresion no generaba riesgo para obesidad futura.
Aunque logran describir una asociacién, esta se basa en el total de los
sujetos participantes sin describir si existe influencia de género o alguna
caracteristica sociodemografica mayormente implicada.[30]

Asi mismo durante el 2009, se reporté una probable diferencia de
género. Ya que las mujeres con un historial de vida de depresion
contaban con un incremento de la masa grasa (+ 7,4%) y el porcentaje
de grasa corporal (+ 4,3%), asi como un mayor peso medio (+ 3,3%),
circunferencia de la cintura (+ 2,9%) y el indice de masa corporal (+3,5
%) después del ajuste por edad, la ansiedad, el consumo de alcohol,

actividad fisica y antecedentes de tabaquismo. Por otra parte, aquellas
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que contaban con historia de vida de depresion tenian un 1,7 veces mas
probabilidades de tener sobrepeso u obesidad (IMC mayor o = 25), un
2.0 veces mas probabilidades de ser obesos (IMC mayor o = 30) y un
1,8 aumento de las probabilidades de tener una circunferencia de
cintura> o = 80 cm. No se observaron diferencias en las medidas de
adiposidad entre las personas con trastornos de ansiedad en
comparacion con los controles. Este estudio tuvo como objetivo
investigar la relacion entre los trastornos depresivos y de ansiedad e
indices de adiposidad, incluyendo la masa grasa corporal y porcentaje
de grasa corporal, medida por absorciometria dual de rayos-X. En este
estudio observacional de 979 mujeres seleccionadas al azar de edades
entre los 20-93 anos, los antecedentes psiquiatricos se determinaron
mediante una entrevista clinica estructurada (SCID-I / NP). Reportaron
un potencial de confusion no reconocido, ya que las interpretaciones se
limitan a las mujeres y una relacion temporal no pueden ser inferidos.
La depresion se asocia con una mayor adiposidad. La diferencia en la
masa grasa corporal fue numéricamente mayor que las diferencias en
las medidas indirectas de la adiposidad, lo que sugiere que este ultimo
puede subestimar el grado de adiposidad en esta poblacion.[31]

A su vez en el 2011 reportaron que la obesidad abdominal puede
tener mayor relacion con la depresién en especifico. Debido a que en
esta revision sistematica en el cual analizaron 15 estudios transversales
realizados en poblacién general describen una magnitud moderada de
la relacién entre obesidad abdominal y la depresion (OR 1.44 , 95% Cl,
1.21—1.71), en el mismo estudio se logré reportar el riesgo en hombres
(OR, 1.43) y mujeres (OR, 1.50) aunque dicho analisis se excluyo del

analisis comparativo porque hubo estudios en los cuales no se reportd
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el género. Asi mismo, se encontraron un riesgo aproximado del 50% de
tener depresion tanto en mujeres como hombres con obesidad
abdominal, ademas de sugerir que el género por si mismo no
incrementa el riesgo de depresion en aquellos con obesidad abdominal.
Concluyendo que la obesidad abdominal tiene mayor asociacion con la
depresion que la obesidad general, incluso los sintomas depresivos
moderados incrementan el riesgo de la mortalidad cardiaca.[32]

La obesidad de inicio precoz se asocia con el estado de animo, la
alimentacion y trastornos meédicos generales. Por ejemplo, un mayor
IMC, intentos de pérdida de peso con menos éxito, mas trastornos
alimentarios y una mayor insatisfaccién corporal
han sido reportados en pacientes con obesidad de inicio precoz que en
los pacientes con obesidad en la edad adulta.[6, 25-27]

Del mismo modo, la obesidad de inicio temprano se ha asociado
con una mayor frecuencia y los niveles mas altos de angustia emocional
y psicopatologia, una tendencia a experimentar mas depresion y

ansiedad sintomas que la obesidad de inicio tardio.[23-26, 33-306]

Psicopatologia y su relacion con los ritmos circadianos

Actualmente existe evidencia de que al haber alteraciones en los
ritmos circadianos se pueden observar manifestaciones cognitivas,
conductuales y emocionales, expresadas por sintomatologia psiquiatra
en un rango amplio de psicopatologia, aunque hasta el momento solo
se han reportado asociaciones y no causalidad por si misma.

Dentro de los trastornos psiquiatricos en donde se han estudiado

con mayor frecuencia los cambios circadianos es en la depresion vy
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ansiedad; manifestaciones tales como alteraciones en el patron y
calidad del suefio, se han reportados en un rango de 50-85% de los
pacientes.[37, 38]

Una de las principales diferencias en el ritmo circadiano humano
son los cronotipos, que podria definirse en términos de la preferencia
individual para la actividad y el suefio durante la mafiana (matutinidad)
o por la tarde (vespertino).[39-41]

La herramienta mas extensamente utilizada para diferenciar el
Cronotipo es por su nombre en inglés el Morningness Eveningness
Questionnaire (MEQ)[41, 42], actualmente esta es una de las escalas
utilizadas en la evaluacion de los ritmos circadianos por la National
Institute of Health (NIH, por sus siglas en inglés) a través de los criterios
de dominio.

Diferentes grupos de investigadores han descrito la relacion entre
cronotipos y las variaciones del estado de animo[43], estacionalidad del
estado de animo[44], insomnio[45] y el trastorno afectivo estacional[46,
47]. Datos previos sugieren una relacion entre el estado del animo vy el
cronotipo. Por ejemplo, cambios de humor en sujetos sanos[43], la
variacion de la fase circadiana en el trastorno bipolar[48] vy
especificamente el cronotipo de vespertinidad con la depresion.[38, 45,
47]
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Ritmos circadianos, psicopatologia, constitucion corporal y
adolescencia

Los cambios en la preferencia de suefo, es decir, en la preferencia
del cronotipo, ocurre al principio y en el final de la adolescencia. Los
nifos son generalmente de preferencias matutinas, pero cuando llegan
a la pubertad, la preferencia se desplaza hacia la vespertinidad [41]. La
vespertinidad aumentada y el ingreso a la escuela por las mananas
puede resultar en una falta de suefo en dias de escuela y en suefio
compensatorio en los fines de semana [49]. Por otra parte, la
preferencia de vespertinidad en la adolescencia afecta el rendimiento
escolar negativamente [50, 51]. En un estudio similar encontraron que
los adolescentes de preferencias vespertinas reportan mas sintomas
conductuales asi como problemas emocionales en comparacion con los
de preferencia matutina o preferencias neutras [52]. Por otra parte,
aquellos con preferencias matutinas se presentan con menos
disminucion del estado de animo e impulsividad en comparacion con
los de preferencia vespertina [39, 43, 51]. Por lo tanto, la vespertinidad
puede estar asociada con una amplia gama emocional y problemas de
comportamiento, asi como conducta perjudicial relacionada al uso de
sustancias y tendencias suicidas [39, 51]. En consonancia, en adultos
jévenes y adolescentes, una relacion positiva entre matutinidad y la
satisfaccion con la vida ha sido reportada [50, 53].

Consecuentemente, la calidad de Vida Relacionada con la Salud
(CVRS) es una construccion multidimensional perteneciente a la fisica,
emocional, componentes mentales, sociales y de comportamiento de

bienestar y funcionamiento [50]. Se ha reportado que en estudiantes de
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secundaria, una latencia de suefio mas larga, menor duracion del
suefo, y el aumento de la somnolencia en los de preferencia vespertina,
en comparacion con los de preferencia matutina y neutra. También
encontraron estos retrasos en la hora de suefio se asocian fuertemente
con la calidad de vida. [50, 54]

El efecto negativo de los problemas de suefio en la CVRS ha sido

verificado en los adultos, nifios y adolescentes [13, 50, 55]. Por lo tanto
las variables, relacionadas con el suefo es probable que sean factores
de mediacion en la relacion de Matutinidad/Vespertinidad y la CVRS.
Por otra parte, relacionado con el suefio y la cognicion es mas
disfuncional y mas frecuentes en los de preferencia vespertina.[39, 44]
Otros estudios indican que los de preferencia vespertina son menos
conscientes de la programacion del suefio [51], la excitacion cognitiva
en la cama asi como factores de riesgo psicolégicos para trastornos del
suefio, son factores que contribuyen al desarrollo y mantenimiento de
trastornos del sueno [50].
Preferencias diurnas estan asociadas con varios comportamientos
habituales o no habituales, incluyendo la ingesta de alimentos en
adolescentes [53], conductas para dormir entre los estudiantes
universitarios, comportamientos problematicos en adolescentes [51], el
tabaquismo [39, 50, 54] y la actividad e inactividad fisica [13, 24, 51]

Diferentes vias pueden explicar la asociacién entre cronotipos de
matutinidad-vespertinidad y los comportamientos relacionados con la
salud. La primera via hipotética es a través de los rasgos de
personalidad, como la busqueda de la novedad [50, 51], la conciencia
[54], y el auto-control [51]. La segunda via es a través de los vinculos

entre matutinidad-vespertinidad y los marcadores fisiologicos de
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ritmicidad circadiana enddgena [12, 56]. Estas asociaciones reflejan el
posible impacto del retraso de fase de funcionamiento fisiolégico en los
comportamientos. Algunos comportamientos perjudiciales para la salud,
como fumar, pueden compensar el funcionamiento fisiolégico asociado
con mas vespertinidad [51]. La tercera posible via esta relacionada con
la construccion de jetlag social, que es la falta de alineacién de tiempo
social y biologica [57]. El Jetlag Social se sugiere como un posible
mediador entre las preferencias diurnas, uso de drogas e inactividad
fisica [60, 51, 57]. El consumo de drogas puede ser una auto-
medicacion del impacto negativo del jetlag social y por otro lado, el
consumo de drogas Y la inactividad fisica pueden aumentar jetlag social
con la perturbacion de la ritmicidad circadiana, los patrones de suefo-
vigilia y de calidad de suefio distorsionada [41, 52, 57-59]. De acuerdo
con la teoria de la conducta problematica [51, 60], los comportamientos
problematicos en adolescentes ayudan a llegar a la normalidad al final
del desarrollo y hacer frente al estrés. La desalineacién del tiempo social
y biolégico, o un cronotipo inadaptado, asi como una escuela
demandante, pueden causar estrés, lo que requiere hacer frente a
esfuerzos que puedan llevar a la adaptacion o la inadaptacion, tales
como el consumo de drogas. De acuerdo con este razonamiento, se ha
informado que el tabaco y el alcohol son mediadores entre el cronotipo
y la disminucién del bienestar psicoldégico en adultos [50, 51, 57]. Se
necesitan mas estudios para probar estas mediaciones en
adolescentes.[51, 60]

En una muestra de adolescentes sanos, se encontroé que aquellos
con cronotipos de predominio matutino son significativamente mas

competentes, bien organizados, disciplinados y obedientes, mientras
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que los de tipo vespertino tienden a ser de personalidad mas neurdtica
(mas ansiedad, hostilidad, depresién, impulsividad y vulnerabilidad)
[51].

De acuerdo a lo previamente citado, podemos inferir que la
obesidad podria ser el resultado de multiples factores relacionados tales
como el estado sociocultural, la carga genética, la psicopatologia asi
como también podria verse influenciada por el cronotipo manifestado
por cada individuo y que aun queda por dilucidar su manifestacién en

etapas de transicion como la adolescencia.
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lll.  Pregunta de investigacion

¢, Cual es la relacién de los cronotipos y sus variantes genéticas sobre
la constitucion corporal en adolescentes con psicopatologia?

IV. Justificacion

En México, el sobrepeso y la obesidad en edades pediatricas
constituyen en la actualidad un problema de salud publica que amerita
atencion prioritaria debido al incremento en su prevalencia, a su
propension a la cronicidad, a su impacto en la salud fisica y mental y a
su comorbilidad frecuente con otras entidades. Afortunadamente, los
problemas de sobrepeso y obesidad en edades pediatricas son
susceptibles tanto de prevencion como de tratamiento, por lo que es
indispensable su identificacidn y atencion oportunas.

Es necesario un abordaje multidisciplinario, que incluya el estudio
de la psicopatologia en la obesidad. Para esto no solo es necesario
estudiar la salud mental en individuos con obesidad, si no también
estudiar el estado ponderal y posible riesgo metabdlico en individuos
con psicopatologia. Al respecto, la mayoria de los estudios existentes
en la actualidad se enfoca al estudio de la psicopatologia en poblacion
adulta con sobrepeso u obesidad, pero aun hay escasez en cuanto a la
informacién disponible acerca del estado de adiposidad y riesgo
metabdlico en poblacion pediatrica con psicopatologia.

Hay reportes del riesgo metabdlico del uso de algunos
psicofarmacos, pero es poco lo que se sabe acerca de si la

psicopatologia en si, previo al uso de psicofarmacos, ya confiere riesgo
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por si misma. Los adolescentes afectados se beneficiaran de una
evaluacion de los cronotipos, asi como de su constitucion corporal y se
comentaran los resultados tanto al sujeto evaluado y su familia como al
meédico tratante, a través del expediente lo que dara mayor informacion

para desarrollar un plan de trabajo con el paciente.

Hipodtesis de la investigacion

Hipotesis general

Se encontrara una mayor prevalencia de sobrepeso y obesidad en
adolescentes con psicopatologia y se mostrara asociacion entre las
distintas presentaciones de cronotipos, factores medio ambientales y

genéticos especificos.

V. Objetivos
Objetivo principal

Describir la posible relacion entre los cronotipos y sus variantes
genéticas de Genotipos Clock T3111C, asi como la constitucion

corporal en una muestra de adolescentes con psicopatologia.
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Objetivos secundarios

Describir las caracteristicas clinicas y sociodemograficas de una
muestra de pacientes adolescentes con psicopatologia y
categorizados segun su cronotipo y constitucion corporal.
Identificar la relacidn entre el diagnostico psicopatolégico del
adolescente y la presentacion de su cronotipo y variante genética.
Determinar la relacién entre los polimorfismos del Gen Clock
T3111C y la presentacion de cronotipo especifico.

Determinar la relacién entre los polimorfismos del Gen Clock
T3111C y la constitucidn corporal.

Determinar la relacion entre los polimorfismos del Gen Clock
T3111C, la presentacion de cronotipo especifico con otras
medidas de constitucibn corporal (porcentaje de grasa,
circunferencia de cintura y cadera), variables de clinicas y de

laboratorio.
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Modelo Arquitecténico

36



VI. Material y métodos

Tipo de estudio

Comparativo, descriptivo, transversal y de revision de expedientes

clinicos.

Poblacion en estudio y tamarfo de la muestra

El universo en estudio consistira en adolescentes de ambos sexos, con
edades comprendidas entre los 13 y los 17 afos, que acudieron a la
clinica de adolescentes del INPRF y que la informacién de las variables
de interés se encontrara en el expediente clinico. La muestra ha sido
calculada para una poblacion de pacientes, con prevalencia observada
de sobrepeso y obesidad en clinicas de salud mexicanas de 43.6%.[61]
Nivel de confianza de 95%, intervalo de 5%. Con tamafo de muestra

necesario para este estudio de 152 sujetos.

Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusion
. Individuos de ambos géneros, con una edad comprendida entre

los 13 y los 17 afios, que acudan por primera vez a atencion a la Clinica
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de Adolescentes del INPRF en companiia de un informante (uno de sus
padres o cuidador primario)

. La participacion en el estudio es voluntaria y requiere
consentimiento informado por escrito.

. Tanto el adolescente como su cuidador primario deben hablar

espanol, leer y escribir y aceptar participar en el estudio.

Criterios de exclusién

. Menores con condiciones médicas no psiquiatricas que se sabe
pueden asociarse a sobrepeso u obesidad (hipotiroidismo, Sindrome de
Cushing, Sindrome de Prader Willi, entre otros).

. Menores en tratamiento con medicamentos conocidos por su
asociacion con incremento de peso (esteroides, inmunomoduladores.

hipoglucemiantes).

. Menores cuyos cuidadores o ellos mismos, al momento de la
entrevista, tuvieran una condicibn mental o fisica que impidiera su
participaciéon en el estudio (p. €j. que cursaran con alteraciones de la
conciencia, estados confusionales, intoxicacién aguda por cualquier

sustancia psicoactiva, un episodio psicotico agudo, entre otros)

Criterios de eliminacién.

. Menores en los que la participacién haya sido incompleta.

. A solicitud del paciente y/o su padre y/o tutor.

. Pacientes que por su condicion clinica o por hallazgos en los
estudios de laboratorio requieran iniciar tratamiento farmacolégico de

cualquier indole.
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Métodos de recoleccion de datos

El procedimiento de recoleccion de datos se basdé en la busqueda de

las variables de interés en el expediente clinico.

Se realizé el reclutamiento de los participantes adolescentes y sus
familiares dentro de la Clinica de Adolescencia del INPRF. Una vez que
el paciente sea admitido al Servicio de Consulta Externa y haya tenido
una cita para integracion de su expediente clinico, el investigador
invitara a participar a quienes cumplan con los criterios de inclusion,
explicando el objetivo y procedimientos del estudio. Los adolescentes
que aceptaron participar voluntariamente firmaron la Carta de
Asentimiento Informado. Los padres que autorizaron la participacion
propia y de sus hijos en el estudio firmaron la Carta de Consentimiento
Informado. Inicialmente se recolecté informacién respecto a las
variables sociodemograficas de ambos participantes. Los adolescentes
fueron valorados por medio de la entrevista clinica Brief Psychiatric
Rating Scale - Child (BPRS-C) para determinar su diagndstico

psiquiatrico.

Descripcion de los instrumentos de evaluacion

BPRS-C

La Escala Breve de Evaluacion Psiquiatrica para Nifios y Adolescentes
en su versibn mexicana es una entrevista clinica de 25-29 items
desarrollada a partir del Brief Psychiatric Rating Scale - Child (BPRS-C)

por médicos e investigadores de la Clinica de Adolescencia del
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INPRFM. Esta escala requiere ser aplicada por un profesional
entrenado y tiene una duracién aproximada de 45 minutos. El BPRS
permite realizar el diagnostico de distintos trastornos mentales de
acuerdo a los criterios del DSM-IV-TR, asi como evaluar cambios en la
sintomatologia de pacientes psiquiatricos. Esta version incluye reactivos
adicionales para la evaluacion de trastornos de la excrecion, uso y
abuso de sustancias, abuso psicolégico, abuso sexual, y falta de
emociones pro sociales. La confiabilidad inter-evaluador y test-retest ha
sido reportada con r=0.824 y r=0.661, respectivamente.

Los diagnosticos que se podran establecer en este estudio por medio
del instrumento incluyen: trastorno negativista desafiante, trastorno de
conducta (trastorno disocial), trastorno explosivo intermitente, trastorno
disruptivo de la regulacidn emocional, trastorno depresivo mayor,
trastorno por autolesion no suicida, trastorno afectivo bipolar, trastornos
psicoéticos, trastorno por déficit de atencion e hiperactividad, fobia social,
trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de angustia, trastorno de
ansiedad por separacion, trastorno por estrés postraumatico, trastorno
obsesivo compulsivo, tics, trastornos del suefio, trastornos de la
alimentacion, trastornos de la excrecidén, trastorno por uso de

sustancias.

CEDULA YUGAL
Es una cédula de registro disefiada para compilar informacion
sociodemografica y de la familia, habitos del paciente y otros

antecedentes relevantes, incluyendo datos clinicos, antropométricos y
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resultados de estudios de laboratorio. Consta de tres versiones, cada
una dirigida al médico, paciente y padre/ tutor de forma respectiva y esta
compuesta por dos apartados: cédula basica y cédula especifica. La
cédula basica forma parte de la evaluacion rutinaria de la Clinica de
Adolescentes del INPRF. Para los proyectos de investigacion, se
incluird un numero de folio designado para cada paciente con el fin de
preservar su confidencialidad. Se estima que contenga la informacion
minima necesaria para la evaluacion, con el fin de evitar saturar a los
participantes con la solicitud excesiva de informacion. Siguiendo esta
linea, la informacién de la cédula sera dividida para su llenado en dos
sesiones distintas (cédula basica y cédula especifica). Asimismo, dado
que los sintomas de los trastornos internalizados se reportan con mayor
frecuencia y fidelidad por el mismo individuo, y los sintomas de
trastornos externalizados, son reportados con mayor frecuencia por los
padres/tutores, se considerd innecesario parear todas las escalas
clinimétricas utilizadas en las distintas versiones (padre/tutor vy

adolescente).

Las caracteristicas de las distintas versiones se exponen a

continuacion:
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Version Médico

Forma parte de la cédula basica e incluye informaciéon
sociodemografica, antecedentes (heredofamiliares, personales
patologicos, consumo de sustancias psicoactivas e historia de abuso o
negligencia) y exploracion fisica, asi como un apartado para la
recoleccion de datos antropométricos y de estudios de laboratorio.
Como parte de las escalas clinimétricas, incluye la Escala Global de

Evaluacion para Nifios y el APGAR familiar.

Versidén Padre/tutor

Esta compuesta por dos apartados (cédula basica y cédula especifica)
e incluye informacion sociodemografica y del desarrollo, historia de
salud, asi como un cuestionario de medicion de habitos (pasatiempos,
actividad fisica, suefio y alimentacion). Los datos del desarrollo fueron

adaptados del modelo de evaluacion de Barkley.

Version Adolescente

Esta compuesta por dos apartados (cédula basica y cédula especifica)

e incluye un cuestionario de medicion de habitos (pasatiempos,
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actividad fisica, suefio y alimentacion) y dentro del mismo félder, se

anexan las siguientes escalas clinimétricas:

ESCALA DE MATUTINIDAD-VESPERTINIDAD PARA NINOS Y
ADOLESCENTES (MESC).

Esta formada por 10 preguntas en las que se evalua el horario de
preferencia para realizar diversas actividades como son un examen,
deporte o la hora ideal de acostarse y levantarse, entre otras.

Cada uno de los items tiene 4 6 5 opciones de respuesta. El rango de
puntuaciones oscila desde 10 (vespertinidad) a 43 (matutinidad). La
escala ha sido adaptada y validada al espafiol con buenos indicadores

psicométricos [57]. Confiabilidad a de Cronbach = 0.71.

ESCALA SDQ (VERSION PADRE y ADOLESCENTE).

El cuestionario de fortalezas y dificultades (Strengths and Difficulties
Questionnarie - SDQ- ) (Goodman 1997) es un instrumento tipo likert de
25 reactivos, del cual existen 3 versiones una autoaplicada, otra para
aplicar en la madre o del padre y la otra es para maestros. Es el
instrumento mas ampliamente utilizado en investigacion en salud
mental infantil (Vostanis 2006). Ha demostrado sus propiedades
psicométricas en diferentes culturas con diferentes puntos de corte
(Hawes y cols. 2004;Koskelainen y cols 2000; Woerner y cols. 2004;
Bourdon y cols. 2005; en Fabregat y cols. 2009).
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2.-La obtencién de la muestra genética fue obtenida mediante raspado
bucal y extraccion sanguinea para el analisis de las variables de
laboratorio. La obtencion del ADN mediante el Kit Gentra Puregen
Buccal Cell (Qiagen), fue en la primera, como la segunda entrevista,
siempre y cuando se cumplieran los criterios de inclusion y exclusion.
3.-Extraccién y Genotipificacion de ADN (Ver ANEXO 1)

4.-Se efectuara el analisis de las bases de datos mediante el programa
estadistico SPSS, utilizando un equipo de cémputo. El nivel de
significancia se fijara con una p < 0.05 y se realizara un analisis de *
tomando como variables dependientes el IMC, Circunferencia de
cintura/cadera, porcentaje de adiposidad, cronotipos, ademas de las
variantes genéticas y como variables independientes los perfiles

psicopatoldgicos y al resto de las conductas investigadas con la cédula.

5.-En caso de detectar a un adolescente con riesgo metabdlico, se
identificara al sujeto mediante su numero de folio y se establecera
contacto con su médico tratante para que dicho paciente reciba atencion

oportuna.

6.-Se ampliara la busqueda bibliografica para sustentar la discusion de

los resultados y las conclusiones de este trabajo de investigacion.
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Descripcion de las variables

VARIABLE DEFINICION INSTRUMENTO

OPERACIONAL

TIPO DE
VARIABLE

indice de masa Medidade asociacion Antropometria

corporal entre el peso y la talla con Bascula-
de un individuo Estadimetro
Porcentaje de Medicién cuantitativa Bioinpedancia

Grasa corporal indirecta del (Tanita)
componente de masa
grasa corporal en

porcentaje

Circunferencia Medicion cuantitativa Cinta métrica

abdominal directa de la
circunferencia de

cintura en centimetros

Dimensional*
Bajo peso: Menos
del percentil 5

Peso saludable:
Percentil 5 hasta
por debajo del
percentil 85

Sobrepeso:
Percentil 85 hasta
por debajo del
percentil 95

Obesidad: Igual o
mayor al percentil
95

*Ajustado por edad

y sexo.

Dimensional*
Bajo de Grasa
Saludable
Exceso de Grasa
Obeso

*Ajustado por edad

y sexo.

Dimensional*

Bajo peso: Menos
del percentil 5

Peso saludable:
Percentil 5 hasta
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Valores de

laboratorio

Trastornos

psiquiatricos

Severidad tx

psiquiatricos

Cronotipo

Medicion cuantitativa
directa de glucosa,
colesterol, HDL, LDL,
Triglicéridos, TSH, T3
total, T4 total, Acido
Urico y Leucocitos

totales

Trastornos en salud

mental

Intensidad de
Trastornos

psiquiatricos

Preferencia individual
de tiempo para dormir

o estar activo.

Analisis de
laboratorio con
referencias

institucionales

BPRS C 25
version
mexicana.

( Criterios segun
DSM IV)

SDQ Padres
SDQ-

Adolescentes

MESC

por debajo del
percentil 85

Sobrepeso:
Percentil 85 hasta
por debajo del
percentil 95

Obesidad: Igual o
mayor al percentil
95

*Ajustado por edad
y sexo.

Dimensional

Valores de acuerdo
a estandares
diagnodsticos e

institucionales.

Dicotémica

1 = Presencia Tx
mental (sera
especifico para
cada Trastorno )

0 = Ausencia

Dimensional

Dimensional
Vespertinidad
Indiferenciado
Matutinidad
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Polimorfismo de
genes CLOCK

Variacion genética de
Genotipos CLOCK

Reaccion en
Cadena de
Polimerasa

Dimensional
Genotipo:
3111 C/C
3111 C/T
3111 T/T
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Analisis estadistico de la informacion y plan de analisis

Debido a la ausencia de parametros de referencia de las pruebas
bioguimicas en poblacién pediatrica mexicana, se utilizaron aquellas
reportadas en la bibliografia internacional, estandarizadas por edad y
genero como los criterios propuestos por el consenso de la International
Diabetes Federation (IDF) [6] por sus siglas en inglés para sindrome
metabadlico que describe que para nifios y adolescentes ente 10 y 16
afos los parametros son los siguientes: Glucosa = de 100 mg/dL,
obesidad = percentil 90 de IMC, HDL <40 mg/dL y para adolescentes
mayores de 16 afos en masculinos <40 mg/dL y en femeninos <50
mg/dL. Para el resto de los valores de lipidos se utilizaron los criterios
del Expert Panel on Integrated Guidelines for Cardiovascular Health and
Risk Reduction in Children and Adolescents 2012 por la National Health
and Nutrition Examination Survey (NHANES) por sus siglas en inglés
[62]. Para Colesterol total: aceptable 170 mg/dL, limites moderados 170-
199 mg/dL, limites elevados = 200 mg/dL. LDL aceptable <100 mg/dL,
limites moderados 100-129 mg/dL, Ilimites elevados =130
mg/dL.Triglicéridos: aceptable <90 mg/dL, limites moderados 90-129
mg/dL, limites moderados 2130 mg/dL. Los valores para las pruebas de
funcion tiroidea (TSH, T3 total, T4 total), asi como de acido urico son los
utilizados por el INPRF. Para la clasificacidén del indice de masa corporal
(IMC) se realiz6 a través de las tablas de crecimiento de los CDC para
el IMC por edad (para nifios y nifias) para obtener la categoria del
percentil, clasificandose como: Bajo peso menos del percentil 5, peso
saludable del percentil 5 hasta por debajo del percentil 85, sobrepeso

del percentil 85 hasta por debajo del percentil 95 y obesidad como igual
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o mayor al percentil 95 [4]. En el caso de las cifras de tension arterial
para adolescentes masculinos y femeninos se utilizaron los criterios del
Fourth Report on the Diagnosis Evaluation, and Treatment of High Blood
Pressure in Children and Adolescents 2005 del National Heart, Lung and
Blood Institute (NHLBI) por sus siglas en inglés [63]. Tanto para la
tension arterial sistolica y tension arterial diastélica percentilada: normal
<90 , prehipertension de la percentil 90 hasta por debajo de la 95,
hipertension estadio 1 entre las percentiles 95 a 99 e hipertension
estadio 2 = al percentil 99 mas 5 mm/Hg. Para determinar el cronotipo
de los adolescentes, se percentilé el total de la escala MESC. Las
puntuaciones que se encontraran en el rango de 23-28 se consideraron
como cronotipo indiferenciado, aquellas igual o mayores a 29 se
catalogaron como cronotipo matutino y las puntaciones igual 0 menores
a 22 se definieron como cronotipo vespertino[57]. En cuanto a los
antecedentes de psicopatologia, algunos de los trastornos psiquiatricos
se clasificaron en tres agrupaciones: 1.-Trastornos externalizados:
Incluye Trastorno por déficit de atencidn e hiperactividad (cualquier
subtipo: de predominio inatento, hiperactivo o de tipo combinado),
Trastorno negativista desafiante y Trastorno disocial. 2.- Trastornos
Internalizados: Incluye todos los trastornos afectivos y de ansiedad
(depresidén mayor, trastorno distimico, ansiedad generelizada, Trastorno
por estrés postraumatico. Y 3.- Mixtos: Cuando coexistan al menos un
trastorno del espectro internalizado y externalizado.

Para la distribucion de normalidad para las variables cuantitativas se
utilizé la prueba de Kolmogorv-Smirnof de una muestra. Cuando la
distribucién fue no normal, se utilizé la prueba estadistica de Kruskall-

Wallis para determinar las diferencias entre las variables de tres o mas
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categorias como el cronotipo, las frecuencias del polimorfismo del gen
CLOCK T3111C y las categorias de los valores de laboratorio. Se utilizé
la prueba estadistica U Man-Whitney para aquellas variables de dos
categorias como el sexo. Y cuando encontrara una distribucion normal
en variables de tres 0 mas categorias se utilizo la prueba estadistica
ANOVA y para variables de dos categorias se utilizé la prueba T de
Student.
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VIl. Consideraciones éticas

El estudio se realizara de acuerdo a los principios generales estipulados
en declaracién de Helsinki (Asociacion Médica Mundial 2008). A todos
los sujetos y familiares se les solicitara consentimiento informado,
mismo en el que se brinda la explicacion del estudio, ante dos testigos
y el médico responsable. El no participar en el proyecto no excluye al
paciente de recibir la atencion meédica necesaria y si se retira del mismo,
no afectara esa decision su tratamiento. Los datos generados en la
investigacion seran utilizados unicamente con fines cientificos y no se
les dara otro uso, salvo autorizacion escrita y expresa de los pacientes
y de los comités antes mencionados, guardando la absoluta

confidencialidad de los pacientes que accedan a participar.

Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la salud. Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccién I.
Investigacion sin riesgo; Son estudios que emplean técnicas y métodos
de investigaciéon documental retrospectivos y aquéllos en los que no se
realiza ninguna intervencion o modificacion intencionada en las
variables fisiologicas, psicologicas y sociales de los individuos que
participan en el estudio, entre los que se consideran: cuestionarios,
entrevistas, revision de expedientes clinicos y otros, en los que no se le
identifique ni se traten aspectos sensitivos de su conducta. Los datos
generados en la investigacion seran utilizados unicamente con fines

cientificos (Diario Oficial de la Federacion 1983)
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VIII. Resultados

Descripcion de la poblacion

De un total de 354 adolescentes se excluyeron 5 por no cumplir con
criterios de inclusion. Un total de 185 (53.2%) masculinos (M) y 163
(46.8%) femeninos (F) fueron incluidos en este estudio con N=348, la
mediana de edad para todos los adolescentes fue de 14 anos (RIQ 3)
y la mediana de edad para los masculinos y los femeninos fue de 14
afnos (RIQ+3) y 15 anos (RIQ+2) afios. Los indicadores clinicos y de
laboratorio se encuentran resumidos en la tabla 1.

De acuerdo a los estandares diagnosticos de algunas pruebas de
laboratorio y de valores de referencias institucionales se categorizo
cada una de las pruebas de laboratorio las cuales se compararon entre
masculinos y femeninos, existiendo diferencias significativas (p= <0.005
a <0.05) entre ambos géneros, para las categorias de glucosa, TSH, T3,
Acido Urico y HDL. Y el total de valores alterados de laboratorio se
encuentran resumidos en la grafica de calor 1. Las frecuencias de las
categorias de los valores de laboratorio las podemos observar en las
siguientes series de graficas de pastel 1 a 13 en la seccién de anexo
2.
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Tabla 1.- Descriptivos de las caracteristicas clinicas y de laboratorio en adolescentes con psicopatologia 2

Masculinos Femeninos TOTAL
X (DE-RIQ) | Frecuencia (%) | X (DE-RIQ) | Frecuencia (%) | X (DE-RIQ) [Frecuencia (%)
Edad e 15 (2)/ 185 (53.7) 14 (3)/ 163 (46.8) 14 (3)/ 348 (100)
Antropometria
Pesoe 58 (16)/ 182 (53.2) 55.2 (16)/ 160 (46.8) 57 kg (16.1)/342 (100)
Tallae 1.65 (0.10)/ 182 (53.2) 1.57 (0.07)/ 160 (46.8) 160 cm (0.11)/ 342 (100)
IMC be 21 (5.6)/ 182 (53.2) 22.7 (5.4)/ 160 (46.8) 21.8 kg/m? (5.6)/ 342 (100)

Porcentaje de Grasae

18.7 (11.2)/ 97(52.4)

28.5 (9.2)/ 88 (54)

24.7 (13.2)/185 (53.2)

Circunferencia abdominal d

79.15 (11.06)/ 75 (40.5)

76.94 (12.37)/ 70 (42.9)

78.0 (11.72)/145 (41.7)

Signos Vitales

TA sistolicac

100 (10)/ 155 (51.7)

100 (20)/ 145 (48.3)

100 mm/Hg (18)/ 300 (100)

TA diastolicac

70 (10)/ 155 (51.7)

66 (10)/ 145 (48.3)

70 mm/Hg (10) 300 (100)

Frecuencia respiratoria

20 (2)/ 164 (52.2)

19 (29)/ 150 (47.8)

20 resp x min (2)/ 314 (100)

Frecuencia cardiacae

75 (12)/ 164 (52.2)

73 (10)/ 150 (47.8)

74 lat x min (12)/ 314 (100)

Glucosace

90 (7.0)/ 179(53.6)

88.16 (7.2) 9 / 155(46.4)

90 mg/dI (8.3)/334 (100)

Acido Urico d

5.8 (1.14)/ 179 (53.4)

4.5 (1.21)/ 156 (46.6)

5.2 (1.35)/335 (100)

Colesterol ce

146.3 (27.7) 9/174 (54.2)

150 (34)/ 147 (45.8)

147 mg/di (34) 321 (100)

HDL c.d 43.3 (11.42)/ 58 (51.8) 46.12 (12.65)/ 54 (48.2) 44.7 (12.05)/ 112 (100)
LDLcd 85.15 (27.2)/ 59 (51.8) 87.4 (24.5)/ 55 (48.2) 86.24 (12)/ 114 (100)
Triglicéridos ¢ € 87 (66)/ 170 (53.8) 94.5 (60)/ 146 (46.2) 91 mg/dl (62)/ 316 (100)
TSHe 2 (1.31)/ 176 (53.7) 2.08 (1.62)/ 152 (46.3) 2.07 (1.47)/ 328 (100)
T4 total e 7.7 (2.25)/ 176 (53.7) 8.3 (1.56)/ 152 (46.3) 8.1 (1.24)/ 328 (100)
T3 total e 131 (38)/ 175 (53.7) 123 (33)/ 151 (46.3) 127 (32.5)/ 326 (100)
Leucocitos totales € 6.17 (2.1)/ 178 (53.9) 7.08 (2.4)/ 152 (46.1) 6.6 (2.4)/330 (100)
a. N=348

b. Indice de Masa Corporal Percentilado para la Edad y Genero.

c. Estandarizados parala Edad y Genero.

d. Media (Desviacion Estandar).

e. Mediana (Rango Intercuatrtilar).




Grafica de calor 1.

Total de valores alterados de laboratorio

» Sin valores alterados n=130 (37.4%):

0 Masculinos=68 (36.8%), Femeninos=62 (38%).
» Un valor alterado n=119 (34.2%):

0 Masculinos=65 (35,1%), Femeninos=54 (33.1%).
» Dos valores alterados n=56 (16.1%):

0 Masculinos =32 (17.3%) Femeninos =24 (14.7%).
» Tres valores alterados n=25 (7.2%):

o Masculinos =10 (5.4%) Femeninos =15 (9.2%).
» Cuatro valores alterados n=11 (3.2%):

0 Masculinos =4 (2.2%) Femeninos =7 (4.3%).

Cinco valores alterados n=7 (2%):

0 Masculinos =6 (3.2%) Femeninos =1 (0.6%).

No existieron diferencias significativas en el numero de valores de
laboratorio alterado en entre géneros, n=218 (62.6%): Masculinos=117
(63.2%) Femeninos=101 (62%).



Descripcion de los antecedentes de psicopatologia

De acuerdo a los estandares diagnosticos de antecedentes de
psicopatologia. Se encontré diferencias significativas (p= <0.005 a
<0.05) entre géneros para algunos antecedentes, siendo mas
frecuentes en femeninos el trastorno depresivo mayor, el trastorno de
ansiedad generalizada, las crisis de angustia, la fobia especifica, el
trastorno de alimentacion y las conductas para suicidas. Para los
masculinos, fueron mas frecuentes el trastorno por déficit de atencion y
el trastorno negativista desafiante. Las descripciones de los
antecedentes de psicopatologia se encuentran en la tabla 2, por su baja
frecuencia no se incluyeron en la tabla los diagnosticos de
esquizofrenia: F=1 (0.6%) y al TBP |: F=2 y TBP II: M=1(.3%) y F=1
(.3%). El numero acumulado de los antecedentes de psicopatologia
aparecen concentrados en la grafica de calor 2.

Existieron diferencias significativas entre géneros siendo mas afectadas
las femeninas para los trastornos internalizados, n=288 (82.2%):
Masculinos=139 (75.1%), Femeninos= 149 (91.4%) X°=16.08
(p<0.000). Para los trastornos externalizados los masculinos fueron los
mayormente afectados, n=259 (74.4%): Masculinos=154 (83.2%),
Femeninos=105 (64.4%) X*=16.13 (p<0.000). Sin diferencias en
trastornos mixtos, n=201 (57.8%): Masculinos= 109 (58.9%),
Femeninos=92 (56.4%) X*=.218 (p .641).
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Tabla 2.- Descriptivos de trastornos psiquiatricos y antecedentes de psicopatologia a lo largo de la vida

Masculinos

Femeninos

Total

Frecuencia (%)

Frecuencia (%)

Frecuencia (%)

X*Pearson/ Valor (p)

Trastorno Depresivo Mayor 97 (52) 121 (74.2) 218 (62.6) 17.9/(p<0.00)
Distimia 15 (8.1) 8 (4.9) 23 (6.6) 1.4/(NS)
Trastorno de ansiedad por separacién 23 (12.4) 21 (12.9) 44 (12.6) 0.01/(NS)
Trastorno de ansiedad generalizada 41 (22.2) 59 (36.2) 100 (28.7) 8.3/(p<0.004)
Trastorno de ansiedad no especificado 40 (21.6) 29 (17.8) 69 (19.8) .80/(NS)
Crisis angustia 12 (6.5) 59 (36.2) 41 (11.8) 10./(p<0.001)
Fobia especifica 24 (13) 36 (22.1) 60 (17.2) 5.0/(p<0.025)
Fobia social 21 (11.4) 27 (16.6) 48 (13.8) 1.9/(NS)
Trastorno de estrés postraumatico 8 (4.3) 13 (8) 21 (6) 2.0/(NS)
TOC 11 (5.9) 7 (4.3) 18 (5.2) 48/(NS)
Trastorno por déficit de atencién e hiperactividad | 137 (39.4) 84 (24.1) 221 (63.5) 18.9/(p<0.00)
Trastorno negativista desafiante 115 (62.2) 78 (47.9) 193 (53.5) 7.1/(p<0.007)
Trastorno de conducta 39 (21.1) 27 (16.6) 66 (19.0) 1.1/(NS)
Tics y Gilles de la Tourette 7(3,8) 3(1.8) 10 (2.9) 1.1/(NS)
Trastorno de la alimentacion 7(3.8) 16 (9.9) 23 (6.6) 5.1/(p<0.023)
Trastorno por uso de alcohol y otras sustancias 13 (3.7) 13 (3.7) 26 (7.5) 11/(NS)
Enuresis 11(5.9) 12 (7.4) 23 (6.6) 28I(NS)
Encopresis 3 (1.6) 1(0.6) 4(1.1) 77°/(NS)
Conductas para suicidas 12 (3.4) 35 (10.1) 47 (13.5) 16.6/(p<0.00)
Abuso sexual, fisico y psicolégico 18 (5.2) 21 (6.0) 39 (11.2)/ .86/(NS)
Disfuncion familiar 20 (21.6) 34 (20.9) 74 (21.3) 03/(NS)

a. Diagnostico realizado por BPRS
b. Exacta de Fisher




Grafica de calor 2.

Total de antecedentes psiquiatricos

* Un antecedente psiquiatrico n=5:

0 Masculinos=2 (11%), Femeninos=3 (8%).
* Dos antecedentes psiquiatricos n= 32:

0 Masculinos=20 (28%) Femeninos=12 (21%).
» Tres antecedentes psiquiatricos n=85:

0 Masculinos=52 (26%) Femeninos= 33(29%).
« Cuatro antecedentes psiquiatricos n=95:

0 Masculinos=48 (15%) Femeninos=47 (16%).
» Cinco antecedentes psiquiatricos n=52:

0 Masculinos=27 (12%) Femeninos=25 (14%).
» Seis antecedentes psiquiatricos n=44:

0 Masculinos=22 (4%) Femeninos=22 (7%).
» Siete antecedentes psiquiatricos n=18:

0 Masculinos=7 (3%) Femeninos=11 (4%).
e Ocho antecedentes psiquiatricos n=12:

0 Masculinos=5 (1%) Femeninos=7 (2%).



Descripcion de los cronotipos y frecuencias alélicas del Gen CLOCK
T3111C

Al comparar hombre y mujeres con las frecuencias de cronotipos y
frecuencias alélicas del polimorfismo T3111C del gen CLOCK, no se
encontraron diferencias significativas. Se puede observar con detalle

las frecuencias de cronotipo y alélicas del gen CLOCK T3111C en la

tabla 3.
Tabla 3.-Descriptivo de Cronotipo y Polimorfismos del Gen
CLOCK T3111C
Frecuencia (%)
Masculino Femenino
Cronotipo® 348 (100%)
Vespertino 113 (61.1) 85 (52.1)
Indiferenciado 22 (11.9) 52 (31.9)
Matutino 50 (27) 26 (7.5)
Polimorfismo T3111C° 335 (100%)
CC 8 (4.5) 9 (5.7)
TC 58 (33) 51 (32.1)
TT 110 (62.5) 99 (62.3)

a.
b.

Diagnéstico realizado por MESC
Genotipificacion por PCR
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Descripcion de la asociacion de las frecuencias de cronotipos,
polimorfismos del gen CLOCK T3111C, variables clinicas y de
laboratorio en adolescentes con psicopatologia

Para determinar la probable asociaciéon de las frecuencias alélicas del
gen CLOCK T3111C se consider6 como alelo de riesgo aquellos
individuos que sean portadores del alelo C, se sumaron a los
homocigotos CC y heterocigotos TC como individuos con alelo
dominante y a los homocigotos TT se les consideré como sin alelo
dominante, con una frecuencia de adolescentes con alelo dominante
n=126 (37.6%): Masculinos=66 (37.5%), Femeninos=60 (37.7%) sin
que existiera diferencias significativas entre géneros, X*=.002 (p=NS).
OR=0.990 (IC .636-1.54). A su vez se consideraron como cronotipo de
riesgo aquellos que fueran vespertinos y sin cronotipo de riesgo a los
matutinos mas los indiferenciados, el total adolescentes con cronotipo
de riesgo fue n=198 (56.9%) M=113 (61.1%) F=85 (52.1%) X*=2.82
(p=NS). OR=1.440 (IC .940-2.20). Ademas se catalogd IMC de riesgo
metabadlico aquellos sujetos con sobrepeso u obesidad y con bajo riesgo
metabadlico aquellos con desnutricion y peso normal. Del total n=118
(34.5%) M=60 (33.0%) F=58 (36.3%) X°=.406 (p=NS). OR=.865 (IC
.553-1.352), Estas asociaciones se pueden observar en las graficas de
anillos 1y 2. La asociacion entre las variables metabdlicas de riesgo,
cronotipos de riesgo y alelo dominante del gen CLOCK T3111C se

pueden observar en la grafica de puntos 1.
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Grafica de anillos 2

Descriptivo de categorias de IMC y Polimorfismos del Gen CLOCK T3111C

indice de Masa Corporal y Polimorfismos del Gen CLOCK T3111C CLOCK T3111C

bajo peso
o e

100.0%

obesidad -cc
6.3%
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56.3%

32.0%
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33.3%
30.6%
32.3%

52.0% =

44.0%

61.3%
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Grafica de puntos 1
Descriptivo de categorias de IMC y Polimorfismo dominante del Gen CLOCK T3111C

Asociacion entre variables de riesgo metabdlico, cronotipo de riesgo y
Polimorfismo dominante
Sin cronotipo de riesgo Con Cronotipo de riesgo e Sin alelo dominante

% of Total % of Total e Con alelo de dominante
N: 77 N: 82

63% ‘@ 61%

% of Total % of Total
N: 67 N: 109

Valores de laboratorio con riesgo metabdlico

Valores de laboratorios sin riesgo metabdlico

61% 65%

39% "% 35%

Valores de laboratorio con riesgo metabdlico

$ % 8 &

Valores de laboratorios sin riesgo metabdlico

Se encontré asociacidn en cuanto al alelo dominante y cronotipo de
riesgo en las femeninas, X*=3.9, p=0.047 (1.93 ,IC 95%1.02-3.8) y en
los masculinos una tendencia entre los niveles de acido urico
considerados de riesgo y el alelo de dominante X?=3.0, p=0.06.

En cuanto a los antecedentes psiquiatricos existieron diferencias
significativas entre el cronotipo de riesgo y mayor prevalencia de

Trastorno de ansiedad por separacion en las femeninas X*= 3.59 p=
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0.05 (2.5, IC 95% 1-7) y en ambos géneros existe una tendencia entre

el cronotipo de riesgo y mayor frecuencia de disfuncion familiar

X?=3.53, p=0.06.

El resto de las asociaciones entre las variables de interés se pueden

observar en la tabla 4 y 5 y las graficas de puntos 2,3 y 4.

Grafica de puntos 2.

Descriptivo de los trastornos internalizados, cronotipo de riesgo y Polimorfismo
dominante del Gen CLOCK T3111C

Trastornos internalizados VS Cronotipo

Sin cronotipo de riesgo Con Cronotipo de riesgo e Sin alelo dominante
% of Total % of Total e Con alelo de dominante
N: 150 N: 198

Con Tx Internalizado 82% 83%

Sin Tx Internalizado % 18% % 17%

Grafica de puntos 3

Descriptivo de los trastornos externalizados, cronotipo de riesgo y Polimorfismo
dominante del Gen CLOCK T3111C

Trastornos externalizados VS Cronotipo

Sin cronotipo de riesgo Con Cronotipo de riesgo e Sin alelo dominante
% of Total % of Total | e Con alelo de dominante
N: 150 N: 198

Con Tx Externalizado 72%

Sin Tx Externalizado "% 28% ‘% 24%
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Grafica de puntos 4

Descriptivo de los trastornos mixtos, cronotipo de riesgo y Polimorfismo dominante del
Gen CLOCK T3111C

Trastorno Mixto VS Cronotipo

Sin cronotipo de riesgo

% of Total
N: 150

Con Tx Mixto 55%

Sin Tx Mixto 45%

Con Cronotipo de riesgo

% of Total
N: 198

40%

® Sin alelo dominante
® Con alelo de dominante
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Tabla 4.- Comparacion de las caracteristicas clinicas y de laboratorio en adolescentes con psicopatologia con y sin
Polimorfismo Dominante del gen CLOCK T3111C

Edad
Masculino

IMC Riesgo
Porcentaje de Grasa

Circunferencia abdominal

TA sistdlica de riesgo

TA diastolica de riesgo

Glucosa de riesgo

Acido Urico de riesgo

Colesterol de riesgo
HDL de riesgo

LDL de riesgo
Triglicéridos de riesgo
TSH de riesgo

T4 total de riesgo

T3 total de riesgo
Leucocitos totales de riesgo

Cronotipo de riesgo @

T3111C
(n=335)
Dominante No dominante X? . o
n(%)/ X (DE) n(%)/X (DE) Pearson OR no ajustado (IC al 35%)
126(37.6)/14 (2) 209(62.4)/15 (3)
66 (19.7) 110 (32.8) .002 NS .990 (.60-1.5)
Antropometria
24(13.9)/22.6(6) 32 (18.5)/21.5(6) 93 NS 1.25 (0.8 — 2.0)
35(37.6)/18.7 (11.2) 58 (62.4)/ 18.5 (11.5) 1.4 NS
29 (39.2)/ 79.15(11.06)°  45(60.8)/ 79.15(11.06) 1.02 NS
Signos Vitales
2 (3.6)/100(10) 3 (2.0)/100(20) .06 NS 1.20 (0.3 -5.5)
7 (12.7)/70(10) 10 (10.9)/64(10) .06 NS 1.1 (0.60 — 2.0)
Valores de laboratorio
6 (9.8)/89.8(6.9) 13 (11.9)/90(9) 1.0 NS .60 (0.60-1.4)
7 (12.1)/5.2(1.3) 25 (24)/ 5.2 (1.4)° 3.0 0.06 0.40 (0.17-1.0)
13 (22.8)/155(31)® 17 (15.7)/148(28 %) .90 NS 1.30 (0.77-2.3)
10 (40)/46(13)° 14 (46.7)/43 (10)® .60 NS .70 (0.35-1.60)
5 (20)/87(24)* 7 (22.6)/85 (27)2 .30 NS .80 (.31-2.0)
12 (21.8)/92(66) 15 (14.2)/90(64) .80 NS 1.30 (0.72-2.6)
3(4.9)/2.1(1.7) 7 (6.8)/2(1.2) 5 NS 0.74 (0.33-1.7)
2(3.2)/18.2(1.7) 1(1.0)/8.1(1.6)? 40 NS 1.71 (0.34-8.7)
11 (17.7)127 (33) 10 (9.6)/130(30)® 1.5 NS 1.60 (0.7 — 3.1)
9 (15)/6.8(2)° 10 (9.3)/6.6(2.3) .80 NS 1.38 (0.68 — 2.8)
Cronotipo
37 (61.7)/26(4) 45 (45.5)/26(5) 3.9 047 1.93 (1.02-3.8)

a. Media

b Mediana

c. Chi-cuadrada de Pearson
d Femenino




Tabla 5.- Comparacion de los antecedentes psiquiatricos en adolescentes con psicopatologia a lo largo de la vida con y
sin Polimorfismo Dominante de T3111C

T3111C
(n=335)
Dominante No dominante . o
(%) n(%) X2Pearson p OR no ajustado (IC al 95%)
Masculino 66 (19.7) 110 (32.8) .002 NS 1 (0.6-2.0)
Trastorno mental

Trastorno Depresivo Mayor NS

36 (54.5) 55 (50) .60 1.0 (0.8—-2.0)
Distimia 4 (6.1) 10 (9.1) 10¢ NS 90 (0.7 -1.0)
Trastorno de ansiedad por separacién 5 (7.6) 18 (16.4) 1.0 NS .70 (0.3-1.0)
Trastorno de ansiedad generalizada 14 (21.2) 27 (24.5) 40 NS 1.0 (0.7-2.0)
Crisis angustia 4 (6.1) 8 (7.3) 2.0¢ NS .60 (0.3-1.0)
Fobia especifica 8(12.1) 16 (14.5) .10 NS 1.0 (0.6-2.0)
Fobia social 7 (10.6) 12 (10.9) 1.0 NS 1.0 (0.8-3.0)
Trastorno de estrés postraumatico 2 (3.0) 4 (3.6) 30¢ NS .80 (0.3-2.0)
TOC 2 (3.0) 9(8.2) 10° NS .80 (0.3-2.0)
Trastorno de ansiedad no especificado 15 (22.7) 23 (20.9) 40 NS 1.0 (0.7-2.0)
Trastorn_o_por déficit de atenciéon con 51 (77.3) 81 (73.6) 80 NS 80(0.5-1.0)
hiperactividad
Trastorno negativista desafiante 37 (56.1) 72 (65.5) .50 NS .80 (0.5-1.30)
Trastorno de conducta 9 (13.6) 27 (24.5) 2.7 NS .60 (0.3-1.0)
Tics y Gilles de la Tourette 2 (3.0) 5 (4.5) 0749 NS .80 (0.2-3.0)
Trastorno de la alimentacion 6 (10)° 10 (10)° .09° NS © .80(0.4-2.0)°
Trastorno por uso de alcohol y otras sustancias 6 (9.1) 6 (5.5) .03 NS .90 (0.4-2.0)
Enuresis 4 (6.1) 6 (5.5) .02° NS .90 (0.4-2.0)
Encopresis 1(1.5) 2(1.8) 30¢ NS .50 (0.0-5.0)
Conductas para suicidas 5 (7.6) 6 (5.5) 20 NS .90 (0.5-2.0)
Abuso sexual, fisico y psicolégico 6 (9.1%) 12 (10.9%) .70 NS 1.0 (0.7-3.0)
Disfunci6n familiar 17 (25.8) 19(17.3) 70 NS 1.0 (0.7-2.0)

Mediana de edad
Chi-cuadrada de Pearson
Exacta de Fisher
Femenino

a0 oo



IX. Discusion

De acuerdo a nuestro planteamiento del problema que fue determinar
la Relacion de los cronotipos y sus variantes genéticas sobre la
constitucion corporal en adolescentes con psicopatologia. Encontramos
la asociacion entre el cronotipo vespertino considerado de riesgo y el
alelo dominante C del gen CLOCK T3111C en las mujeres, al igual que
en el estudio de Mishima et al. [64] realizado en poblacion Japonesa,
donde alelo C que se tomo como variante de riesgo se asocio a
sindrome metabdlico en mujeres, especificamente en homocigotos.
Existe controversia en estos hallazgos ya que en estudios similares a
diferencia de nuestros resultados, el sindrome metabdlico se ha
asociado con el cronotipo nocturno en mujeres [65, 66]. La falta de
relacion con las variables metabdlicas de riesgo que estudiamos como
glucosa, colesterol, LDL y HDL pueden deberse a la edad de los
pacientes de nuestra poblacién, a la falta de puntos de corte en nifios y
adolescentes mexicanos para el diagnostico de diabetes vy
dislipidemias, asi como la falta tablas de crecimiento acordes a nuestro
contexto.

Hasta donde alcanza nuestro conocimiento acerca de la evidencia
cientifica relacionada con este tema, este estudio es el primero en
evaluar otras variables bioquimicas utilizadas para la deteccion de
riesgos cardio-metabdlicos como los niveles de acido urico; resaltando
una posible asociacion entre el cronotipo de riesgo, los niveles de acido
urico considerados de riesgo y el alelo dominante solo en aquellos del

sexo masculino, la cual para nuestro estudio mostré solo una tendencia.



Aunque estos resultados se deben tomar con cautela debido a la falta
de puntos de corte de niveles de acido urico para la poblacion infantil
mexicana.

A su vez, a diferencia de otros estudios donde se evalud la relacion y
asociacion del gen CLOCK T3111C y/o el cronotipo en pacientes con
psicopatologia. Nosotros encontramos diferencias significativas entre el
cronotipo de riesgo, el alelo dominante y el trastorno de ansiedad por
separacion en las femeninas. Siendo novedoso este hallazgo ya que
previamente tanto el cronotipo como el polimorfismo del gen CLOCK
T3111C se habia asociado con trastornos del estado del animo,
principalmente con el TBP [67-69] y TDMI[68], ademas de la
esquizofrenia[70] y el TDAH[71, 72]. La discrepancia entre estos
resultados puede deberse a los diferentes tamafios de muestra, ya que
el tamafno de muestra del subgrupo clinico estudios de Benedetti et
al[69] y Serretti et al [68] eran bastante pequefios para un estudio
genético, haciendo una tipo | error posible.

Si bien en nuestra poblacidon de estudio no existieron asociaciones ni
relaciones entre estos trastornos, ante lo cual consideramos tres
hipotesis, la primera basada en la dificultad para establecer el
diagnostico de TBP y Esquizofrenia en poblacion infantil, la segunda
porque el alelo considerado de riesgo y su asociacion con el TDAH y
TDM en algunos estudios ha sido el alelo T[73, 74]. La tercera basada
en los hallazgos controversiales del polimorfismo del gen CLOCK
T3111C con el TBP [75] y los trastornos afectivos en general [76, 77]
que al igual que en nuestro estudio no existieron asociaciones. Tal vez

por las distintas etnias evaluadas, ya que los reportes en la literatura
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donde se han encontrado estas asociaciones ha sido en poblaciones

con menor grado de mestizaje.

Un aspecto que llamé nuestra atencion fue la asociacion entre el
cronotipo de riesgo y una mayor frecuencia de disfuncién familiar
encontrada en nuestro estudio, la cual si bien s6lo mostré una tendencia
en su significancia estadistica, de acuerdo a las manifestaciones
clinicas de los pacientes evaluados podriamos inferir que en nuestra
poblacion existe una probable interaccion medioambiental entre la
preferencia circadiana y los antecedentes de adversidad psicosocial.

Por otra parte, no encontramos asociaciones o diferencias
estadisticamente significativas entre el cronotipo y las variantes
genéticas. Ahora bien, los adolescentes que fueron portadores del alelo
dominante del gen CLOCK T3111C y/o el cronotipo de riesgo mostraron
rangos discretamente mayores en variables clinicas como la tension
arterial y metabdlicas, como triglicéridos, colesterol total , LDL y HDL,
ademas de enddcrinas como TSH, T3 total y T4 total, asi como
marcadores inmunolégicos indirectos de inflamacién como los niveles
de Leucocitos totales en comparacion con aquellos adolescentes que
no lo tuvieron. Los hallazgos previamente mencionados pueden ser
debido a la interaccion poligénica y de multi causalidad al igual que en
otros padecimientos como la diabetes, la hipertension, las dislipidemias
y aquellas alteraciones de la constitucion corporal con las cuales se
puede realizar el diagndstico de sindrome metabdlico. Atendiendo este
punto seria de gran utilidad realizar estudios de investigacion de

pedigree familiar o poligénicos para contar con un panorama mas
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amplio de las implicaciones genéticas en la constitucion corporal en

adolescentes con psicopatologia.

En cuanto a las limitaciones del estudio, reconocemos que el diseno
transversal del mismo, interfiere en la interpretacion de los valores
clinicos y metabdlicos ya que no podemos establecer causalidad entre
las variables estudiadas. En cuanto a la precision e interpretacion de
las caracteristicas antropomeétricas, clinicas y de laboratorio nos
enfrenamos ante la polémica falta de valores de referencia para
poblacién pediatrica mexicana. Siendo del conocimiento comun, la
diferencias de estos valores entre las diversas etnias del mundo. Y los
parametros de referencia para este estudio en su mayoria fueron
obtenidos de poblaciones caucasicas. Las fortalezas de este estudio
radican, en que hasta nuestro conocimiento de la literatura cientifica
mexicana es de los primeros en realizar el reporte de las frecuencias del
polimorfismo del gen CLOCK T3111C en poblacidon infantil con
psicopatologia, proponiendo a la vez el estudio de otros polimorfismos
del gen CLOCK con la finalidad de generar estudios de haplotipo con
los cuales obtendriamos un imagen panoramica del problema
estudiado.

Esta investigacion ha arrojado preguntas que la comunidad cientifica
local debe resolver si pretende continuar con la evaluacion metabdlica
y de constitucion corporal en nifos y adolescentes mexicanos ya que
hasta la fecha carecemos de parametros de referencia oficiales para

nuestra poblacion.
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X. Conclusiones

La gran complejidad de este estudio radicd en lograr interpretar las
diversas interconexiones entre el sistema circadiano y el sistema
metabdlico puesto que sabemos que se encuentran intimamente
entrelazadas y la interrupcion de uno u otro sistema conduce a
desregulaciones reciprocas en el otro. Por medio del mayor
conocimiento y entendimiento de estas interconexiones podremos llegar
a establecer mejores metodos de diagnostico y tratamiento en
adolescentes con psicopatologia. Las vias que conectan el sistema
nervioso central y los tejidos periféricos, permiten al msimo activar o
silenciar los tejidos periféricos en diferentes momentos del dia. Por lo
tanto, un desequilibrio entre los ritmos de los diferentes
compartimentos de grasa controlados diferencialmente por el sistema
nervioso autdbnomo y, a su vez, por el sistema nervioso central puede
ser una posible causa de los valores alterados en las variables clinicas

y de laboratorio estudiadas.

69



ANEXO 1 (Metodologia genética)

I. Extraccion de ADN
1. Colocar muestras (alicuotas de 400ul) en un bafio seco a 37°C por 5 minutos.
2. Encender termo-bloque a 65°C.

3. Preparar campana colocando reactivos, pipetas, puntas, gradilla y papel (2
tiras).

4. Preparar Proteinasa K con Buffer FG2 (10:1000) en un tubo de 2ml.

a. Cada muestra necesita 400ul, por lo que se multiplica por el numero
de muestras y se suman 200pl extras.

b. Vortexear para homogeneizar.

Anadir 1000ul de Buffer FG1 en cada muestra y mezclar por inversion.

Centrifugar por un minuto (en centrifuga a un costado del Nano-drop). Limpiar

el interior de la centrifuga con gasa y alcohol para retirar residuos de sangre.

7. Decantar el sobrenadante y limpiar con papel sin perder el pellet (es
importante realizarlo en un solo movimiento).

8. Agregar 400yl de la solucién preparada en el paso 4 en un tubo, vortexear
hasta deshacer el pellet. (Importante hacerlo tubo por tubo, NO colocar la
solucion en todos los tubos).

9. Centrifugar a un spin y colocar las muestras a 65°C por 5 minutos.

10. Anadir 400ul de isopropanol y agitar fuertemente hasta observar el ADN

11.Centrifugar a 10 000 x g por 3 minutos.

12.Retirar el sobrenadante cuidando de no perder el pellet.

13.Agregar etanol al 70% y vortexear por 5s hasta despegar el pellet.

14.Centrifugar a 10 000 x g por 3 minutos.

15. Retirar sobrenadante y colocar las muestras boca abajo por 5 minutos.

16. Colocar los tubos abiertos en la gradilla por 5 minutos para secar el etanol
restante.

17.Agregar 100ul de Buffer FG3 y vortexear hasta disolver el ADN.

18.Colocar por 1hr en un bano a 65°C.

19. Poner muestras en refrigeracion.

oo

I1. Medicién de la concentracion

1. Ubicar material y reactivos

a. 1 alicuota de H,O PCR

b. Papel rasurado

c. Pipeta con puntas de 10ul

d. Buffer FG3.
Calentar muestras por 15 minutos a 65°C
Centrifugar y vortexear.
Prender computadora y abrir software NanoDrop 2000.
Seguir la ruta My Data>Amado>Proyecto RCA
Limpiar pedestal con 2ul de H,O PCR y presionar OK.
Colocar 2ul de Buffer FG3 y clicar Blank

NN
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8.
9.

Homogenizar muestras.
Colocar numero de muestra en el campo destinado.

10. Medir por duplicado cada muestra (la variacion entre cada lectura debes ser

menor al 10%).

11.Limpiar pedestal y repetir paso 8 y 9.

I11. Concentracion/Dilucion de muestras
Concentracién de muestras:

1.
2.
3.

2

~

Checar que el nivel de agua en el Hetovac se encuentre sobre la marca
Encender (RUN & HEAT), prender bomba y abrir vacio.

Colocar muestras con una concentracién menor a 50ng/ul. Poner una marca
en donde se encuentra el volumen inicial.

Dejar concentrar por una hora.

Apagar el equipo (RUN & HEAT)

Apagar la bomba y cerrar vacio al mismo tiempo y rapidamente

Volver a medir las concentraciones.

Diluciéon de muestras:

1.
2.

Calcular el promedio de concentracion de muestras mayores a 50ng/ul.

De acuerdo a C1V4=C,V;, sabemos que la concentracién deseada es 50ng/pl
en un volumen final de 20ul, mientras que la concentracion inicial es conocida
de acuerdo a las mediciones realizadas.

Colocar el volumen calculado de muestra en un tubo nuevo y llevar a un
volumen final de 20pul con Buffer FG3.

IV. Re-extraccion de muestras

Aquellas muestras que tengan poca calidad y/o mantengan la misma concentracion
aunque se sometan al protocolo de concentracion en la seccion pasada se debera
purificar el ADN por el método de Fenol-Cloroformo-Isoamilico 25:24:1.

1.

2.
3.

o o

o

Anadir 100ul de Fenol-Cloroformo-lsoamilico 25:24:1 a una muestra de
100ul.

Mezclar las fases manualmente y vortexear por un minuto a nivel 6.
Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente (en
centrifuga Eppendorf 5415C) para separar las fases.

Transferir la fase superior a un tubo de 1.5ml nuevo, cuidando de NO romper
las fases y solamente obtener |la fase acuosa superior.

Anadir 100ul de Fenol-Cloroformo-Isoamilico 25:24:1

Repetir el paso 3 y 4.

Agregar 100ul de Cloroformo-Alcohol Isoamilico 24:1 y mezclar por 10
minutos en Vari-Mix a la maxima amplitud.

Repetir pasos 3 y 4.

Anadir 10ul de Acetato de Sodio 3M, pH 5.2 y vortexear por 15 segundos a
nivel 6.
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10. Anadir 200ul de Etanol 100% frio y mezclar vigorosamente para precipitar el
ADN.

11.Centrifugar a maxima velocidad por 10 minutos a temperatura ambiente (en
centrifuga Eppendorf 5415C).

12.Decantar el etanol sin perder el pellet y escurrir el exceso en papel.

13.Repetir pasos 10 y 11.

14.Decantar el etanol y vortexear brevemente a nivel 4.

15.Secar el pellet en Heto-VR1 por 15 minutos.

16. Agregar 100ul de reactivo FG3 para re-suspender el pellet y vortexear por 10
segundos a nivel 4.

17.Calentar a 65°C por una hora

18. Almacenar las muestras re-extraidas a 4°C.

V. Reaccion en cadena de la polimerasa: Punto final
1. lrradiar material por 15 minutos
2. Centrifugar y vortexear buffer y MgClI2
3. Re-pipetear primers y dNTPs
4. Hacer Mix de acuerdo a la siguiente tabla, multiplicando el volumen
especificado en cada renglén por el nimero de muestras, contando el blanco,
control y error de pipeteo(+3):

Reactivo Volumen (ul)
H,O PCR 4.35

Buffer 1

MgCI2 0.6

dNTPs 1

DMSO 0.5

Primer F 0.25

Primer R 0.25

Taq Pol 0.05

5. Encender termociclador
a. Seguir la siguiente ruta: Amado > CLOCK
b. Seleccionar: Mod1=1, Volumen=10ul
6. Colocar muestras en congelacion hasta realizar el gel de amplificacion.

Preparacion de Reactivos

Preparacion de Primers
Cada alicuota contiene 10ul de primers a 100uM, por lo que se debe agregar
90ul de agua para PCR.

Preparacion de dNTPs
Para 300ul de dNTPs
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Reactivo Volumen
dATP 60ul
dTTP 60ul
dCTP 60pl
dGTP 60pl
Agua PCR | 60yl

VI. Confirmacion de amplificacién

1.
2.
3.

© N O

Pesar .45 g de agarosa y verter en un matraz (125ml) con 30ml de TBE 1X.
Pesar el matraz y anotar.
Calentar hasta obtener una mezcla homogénea y transparente (calentar sin
que el liquido se salga del matraz).
Armar la camara de electroforesis mientras el gel se enfria:
a. Nivelar la camara.
b. Colocar soportes.
c. Colocar peines.
Verter el gel en la camara por una esquina, cuidando de no hacer burbujas.
Una vez que el gel solidifique, quitar los soportes y peines.
Llenar la camara con TBE .5X hasta cubrir el gel.
Preparar peso molecular:
a. Agregar 1ul de peso molecular diluido (1:20) de la marca BioLabs.
b. AAadir 2ul de buffer de carga y 1ul de agua PCR
Preparar muestras:
a. Agregar 2ul de amplificado y 2ul de buffer de carga.
b. Homogenizar.

10.Cargar peso molecular y muestras en el gel. Es importante anotar el orden

en la bitacora para evitar confusiones.

11.Correr el gel a 80-78 V por 20 minutos
12.Preparar Bromuro de Etidio:

a. Anadir 10 gotas de Bromuro de Etidio con 500 ml de agua mili-Q.

13.Colocar el gel dentro de la solucién de bromuro por 10 minutos en constante

agitacion en Mistral Multimixer.

14. Tomar fotografia y guardar el archivo con el nombre del proyecto y la fecha.

VII. Corte con enzima de restriccion

aRrLON =

Colocar material en el Crosslinker

Descongelar H,O PCR

Prender termo-bloque a 37°C

Centrifugar muestras y pipetear

Vortexear Buffer Bsp 4 por 1 minuto a velocidad 4
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6. Centrifugar BSA a un spin y pipetear
7. Hacer mix de acuerdo a la siguiente tabla (multiplicar el volumen especificado

8.
9.

por el numero de muestras, sumar 3 mas por error de pipeteo):

Reactivo Volumen [pl]
H,O PCR 6.5

BufferBsp4 |1
BSA 0.1
Bsp 1286i 0.4

Agregar 8 ul de Mix y 2 yl de muestra por tubo.
Incubar muestras a 37°C por toda la noche.

10. Centrifugar y congelar las muestras digeridas.

VIII. Genotipaje con gel de poliacrilamida

oo

. Armar los soportes de ambos geles y colocar los peines,
. Preparar acrilamida 40%, TBE 10Xy PSA 10% un dia antes.

Armar la trampa de vacio, asi como preparar la campana de extraccion con
las pipetas y puntas necesarias.
Agregar en un matraz kitazato los siguientes reactivos:

Reactivo Volumen [ml]
Acrilamida 40% | 11.67

TBE 10X 4

Glicerol 2.8

Agua 23.67

Agitar al vacio por 5 minutos.
Apagar vacio y agregar 30.8ul TEMED y 308ul de PSA 10% (Seguir agitando
al agregar).
Colocar la mezcla rapidamente en los soportes con ayuda de una pipeta de
transferencia
Preparar muestras:
a. Agregar 2ul de gel de carga a los 10ul de muestra digerida.
Preparar peso molecular:
a. Agregar 1ul de peso molecular diluido (1:20) de la marca BioLabs.
b. AAadir 2ul de buffer de carga y 1ul de agua PCR

10.Agregar 5 litros de TBE 1X a la camara hasta la marca RUN, colocar los

soportes y cargar las muestras

11.Conectar la camara a la fuente de BIORAD

a. Encender fuente y presionar MANUAL.
b. Establecer Amperaje constante a 31TmA

12.Correr el gel por 40 minutos
13.Preparar Bromuro de Etidio:

a. Anadir 10 gotas de Bromuro de Etidio con 500 ml de agua mili-Q.
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14.Colocar el gel dentro de la solucién de bromuro por 10 minutos en constante
agitacion.

15. Tomar fotografia y guardar el archivo con el nombre del proyecto y fecha.
Anotar los genotipos obtenidos en la base de datos.

Preparacion de reactivos
Preparacion de TBE10X
a) Para preparar 250ml
a. TRIS base 279
b. Acido bérico 13.75g
c. EDTA .5M pH 8 10 ml
b) Colocar en un vaso de precipitados en agitacion
c) Filtrar al vacio

Preparacion de EDTA .5M
1. Para 500ml de solucion
a. 93.05g de EDTA.2H20
b. 350ml de agua mili-Q
Ajustar pH con 10g de NaOH.
Aforar.
Filtrar al vacio.
5. Esterilizar.

N

Preparacion de poliacrilamida
1. Para preparar un gel
a. Acrilamida 38.669g
b. Bis-acrilamida 1.33g
2. Aforar a 100 ml con agua mili-Q y calentar a 37°C
3. Guardara4°C

Preparacion de PSA 10%

Reactivo
Persulfato de amonio | .1g
Agua 1ml
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ANEXO 2. (Gréficos)
Grafica de pastel 1.

Categorias de Tension Arterial Sistélica

Tension Arterial Sistdlica Categorias de riesgo
F M Ml sin Riesgo

0098 3.999.6%

Riesgo moderado
Ml Riesgo elevado

98.6% 95.5%

* TAS sin riesgo n=290 (97%):

0 Masculinos=147 (95.5%), Femeninos=143 (98.6%).
* TAS riesgo moderado n=2 (0.7%):

o0 Masculinos=1 (0.7%), Femeninos=1 (0.7%).
» TAS riesgo elevado n=7 (2.34%):

0 Masculinos=6 (3.9%), Femeninos=1 (0.7%).

Grafica de pastel 2.

Categorias Tension Arterial Diastdlica

Tension Arterial Diastdlica
F V]

Categorias de riesgo
- Sin riesgo

Riesgo moderado
- Riesgo elevado

* TAS sin riesgo n=257 (86.2%):

0 Masculinos=135 (88.2%), Femeninos=122 (84.1%).
* TAS riesgo moderado n=36 (12%):

o0 Masculinos=16 (10.4%), Femeninos=20 (13.8%).
» TAS riesgo elevado n=5 (1.7%):

0 Masculinos=2 (1.3%), Femeninos=3 (2.1%).
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Grafica de pastel 3.
Categorias de IMC

Indice de Masa Corporal
F
10.0% 0.6% 3.8%

M
15.9% Bajo peso
Peso normal
- Sobrepeso
Il Obesidad
26.3%
17.0%
63.1%
63.2%

» Bajo peso n=8 (2.3%):
o Masculinos=7 (3.8%), Femeninos=1 (0.6%).
* Pesonormal n=216 (63.2%):
o Masculinos=115 (63.2%), Femeninos= 101 (63.1%).
*  Sobrepeso n=73 (21.3%):
o Masculinos=31 (17.0%), Femeninos=42 (26.3%).
e Obesidad n=45 (13.2%):
o Masculinos=29 (15.9%), Femeninos=16 (10%).

Grafica de pastel 4.

Categorias de Glucosa

Glucosa
F M Categorias de riesgo
Bl sin riesgo
Riesgo moderado

Bl Riesgo elevado
5.2926 1.192

i 10.7%6 I

o
24.8% 88.296

*  Glucosa menor a 99mg/dl (Sin riesgo) n=304 (91.3%):
0 Masculinos=157 (88.2%), Femeninos=147 (94.8%).

*  Glucosa entre 100-109 mg/dl (Riesgo moderado) n=27 (8.1%):
0 Masculinos=19 (10.7%) Femeninos= 8 (5.2%)

*  Glucosa entre 110-124 mg/dl (Riesgo elevado) n=2 (0.6%):

o Masculinos=2 (1.1%)

Categorias de IMC
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Grafica de pastel 5.

Categorias de Acido Urico

Acido Urico
Ll ~M Categorias de riesgo
Bl sin Riesgo
Bl con Riesgo

» Acido urico (sin riesgo) n=273 (84.0%):

0 Masculinos=138 (81.2%) Femeninos=135 (87.7%).
* Acido urico (con riesgo) n=51 (15.7%):

0 Masculinos=32 (18.8%) Femeninos=19 (12.3%).

Grafica de pastel 6.

Categorias de Colesterol

Colesterol
F M Categorias de riesgo
- Sin riesgo
Riesgo Moderado

- Riesgo Elevado

8.2%0 2.9%

» Colesterol menor igual a 169 mg/dl (Sin riesgo) n=252 (78.8%):
0 Masculinos=142 (82.1%), Femeninos=110(74.8%).

»  Colesterol entre 170-199 mg/dl (Riesgo moderado) n=51 (15.9%):
0 Masculinos=26 (15%), Femeninos=25 (17.%).

»  Colesterol por arriba de 200 mg/dl (Riesgo elevado) n=17 (5.3%):
0 Masculinos=5 (2.9%), Femeninos=12 (8.2%).
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Grafica de pastel 7.
Categorias de Colesterol HDL

HDL
F M Categorias de riesgo
- Sin riesgo
- Riesgo Elevado
33.3%
44.8%

55.2%

66.7%

* HDL sin riesgo n=50 (44.6%):

0 Masculinos=32 (55.2%, Femeninos=18 (33.3%),
» HDL con riesgo n=62 (55.4%):

0 Masculinos= 26 (44.8%), Femeninos=36 (66.7%)

Grafica de pastel 8.
Categorias de Colesterol LDL

LDL

F M Categorias de riesgo

- Sin riesgo
Riesgo Moderado
- Riesgo Elevado
9.4% 6.8%

* LDL menor a 99 mg/dl (Sin riesgo) n=85 (75.9%):
0 Masculinos=46 (78%), Femeninos=39 (73.6%).

* LDL entre 100-129 mg/dl (Riesgo moderado) n=18 (16.1%):
0 Masculinos=9 (15.3%) Femeninos=9 (17%).

» LDL mayor 130 mg/dl (Riesgo elevado) n=9 (8%):

0 Masculinos=4 (6.8%), Femeninos=5 (9.4%).
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Grafica de pastel 9.

Categorias de Triglicéridos

Triglicéridos

F M Categorias de riesgo

Bl sin riesgo
Riesgo moderado

4.8% 9
8% 7.1% - Riesgo Elevado

84.0%

» Triglicéridos menor a 149 mg/dl (Sin riesgo) n=267 (84.8%):
0 Masculinos=142 (84%), Femeninos=125 (85.6%).

» Triglicéridos 150-199 mg/dl (Riesgo moderado) n=29 (9.2%):
0 Masculinos=15 (8.9%), Femeninos=14 (9.6%).

» Triglicéridos entre 200 mg/dI-499 mg/dl (Riesgo elevado) n=19 (6.0%):
0 Masculinos=12 (7.1%), Femeninos=7 (4.8%).

Grafica de pastel 10.
Categorias de TSH

TSH

F M Categorias de riesgo

- Sin riesgo
Riesgo de Hipertiroidismo
Il Riesgo de Hipotiroidismo

11.2% 5.8%

86.8% 94.2%

* TSH entre 0.4-4.0 ulU/ml (Sin riesgo) n=294 (90.7%):
0 Masculinos=162 (94.2%),Femeninos=132 (86.8%).

*  TSH menor a 0.3 ulU/ml (Riesgo hipertiroidismo) n=3 (0.9%):
o Femeninos=3 (2.0%).

* TSH mayor a 4.1 ulU/ml (Riesgo hipotiroidismo) n=17 (11.2%):
o0 Masculinos=10 (5.8%), Femeninos=17(11.2%)
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Grafica de pastel 11.
Categorias de T3 total

T3 Total Categorias de riesgo
F M Bl sin riesgo
T3 Total baja
- T3 Total elevada

12.126

86.8206

» T3 total entre 70-170 ng/dl (Sin riesgo) n=296 (91.1%):

0 Masculinos=151 (86.8%), Femeninos=145 (96%).
» T3 total menor de 69 ng/dl (baja) n=2 (0.6%):

o0 Masculinos=2 (1.1%).
» T3 total mayor a 171 ng/dl (elevada) n=27 (12.1%):

o Femeninos=6 (4.0%).

Grafica de pastel 12.
Categorias de T4 total

T4 total Categorias de riesgo
F M Ml sin riesgo
0.6%% T4 Total baja
[l 74 Total elevada

98.0% 98.3%

T4 total entre 4.5-12.5 ug/dl (Sin riesgo) n=321 (98.2%) M=172 (98.3%) F=149 (98.0%).
T4 total menor a 4.4 ug/dl (baja) n=1 (0.3%) M=1 (0.6%).
T4 total alta igual o mayor a 12.6 ug/dl (elevada) n=5 (1.5%) M=2 (1.1%)F=3 (2.0%).
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Grafica de pastel 13.

Categorias de Leucocitos totales

Leucocitos totales
F M Categorias de riesgo
- Sin riesgo
Riesgo de Leucopenia
- Riesgo de Leucocitosis

«  Leucocitos totales entre 4.5-10.5 10%/ul (Sin riesgo) n=291 (89.3%):
0 Masculinos=157 (89.2%) Femeninos=134 (89.3%).

«  Leucocitos totales menor a 4.4 10°/ul (Riesgo de leucopenia) n=16 (4.9%):
0 Masculinos=13 (7.4%), Femeninos=3 (2.0%).

» Leucocitos totales mayor a 10.6 10%ul (Riesgo leucocitosis) n=19 (5.8%):
0 Masculinos=6 (3.4%), Femeninos=13 (8.7%)
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