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RESUMEN

El sindrome metabdlico (SMet) es un desafio para la salud publica debido a que es padecido por
aproximadamente la cuarta parte de la poblacion mundial y mas del 40% de la poblacion mexicana. Esta
entidad multifactorial esta dada por la interaccion de factores genéticos y ambientales. Se ha reportado
que las poblaciones de origen amerindio como la mexicana presenta mayor susceptibilidad al desarrollo
de SMet. En este estudio se analizé la prevalencia de SMet y sus componentes en poblaciéon amerindia
mexicana (AM) y mestizos mexicanos (MEZ) y se observo que fueron de las mas altas reportadas a nivel
mundial, predominando en ambas poblaciones los niveles bajos de colesterol-HDL y los niveles altos de
triglicéridos. Estas prevalencias elevadas de enfermedades metabdlicas reflejan la importancia de incluir

a poblaciones indigenas en los estudios.

Este trabajo es uno de los GWAS que incluye individuos con mayor componente amerindio e incluye
una de las muestras mas grandes de poblacién indigena con un componente amerindio mayor a 95%.
Se reportaron asociaciones por primera vez con SMet y sus componentes en las variantes: rs2423366
en el gen PLCB1 para dabetes mellitus tipo 2 (DT2), rs1355597 en el gen TSHZ2 con niveles bajos de
C-HDL , rs4766660 en RPH3A a niveles elevados de presion arterial diastélica , rs7165728 con niveles
elevados de C-HDL en las poblaciones de la regiéon Norte del pais y rs2842352 en RREB1 asociada

con proteccion a presion arterial elevada en la region Sureste del Pais.

Por otro lado se estudiaron las variantes en APOC3: rs5128 y en APOAS5: rs2266788, rs2072560 y
rs651821, encontrandose asociadas a niveles bajos de C-HDL, hipertrigliceridemia y SMet por primera
vez en la poblacion indigena. Estas variantes forman el haplotipo con los alelos de riesgo(GTCG) que

de igual manera se asociaron con hipertrigliceridemia SMet e hiperglucemia.

Finalmente se estudiaron variantes que se han asociado previamente en otras poblaciones. Estas se
encontraron diferencialmente asociadas con rasgos metabdlicos entre AM y MEZ. Las variantes
estudiadas fueron en AKT1: rs1130214, rs10141867 y rs33925946; GCKR: rs1260326 y rs780094;
SOCS3: rs4969168, rs7221341 y rs9914220. Las variantes en AKT1 se asociaron con hipertension en
MEZ pero no en AM, rs780094 en GCKR se asocio con proteccion hacia DT2 en AM y con proteccion a
nivies bajos de C-HDL en los MEZ. El haplotipo CAT en SOCS3 se asocié con SMet en MEZ y con
riesgo para circunferencia de cintura elevada y DT2 en AM. Este trabajo presenta variantes genéticas
asociadas por primera vez a rasgos metabdlicos en poblacion indigena mexicana asi como en mestizos
mexicanos y muestra las diferencias étnicas en la arquitectura genética y una asociacion genética

diferencial entre las poblaciones estudiadas.



ABSTRACT

The metabolic syndrome (MEts) is a challenge for public health beacause it is present in approximately
a quarter of the world population and more than 40% of the Mexican population. This multifactorial
condition it given by the interaction of genetic and environmental factors. It has been reported that
populations of Amerindian origin such as the Mexican have greater susceptibility to the thevelopment of
MEts. In this study, the prevalence of Mets and its components in the Mexican Amerindian (AM) and
Mexican Mestizo (MEZ) populations were analized and it was observed that they were among the highest
reported worldwide, with low cholesterol in high density lipoproteins HDL-C levels and high levels of
triglycerides prevailing in both populations. This high prevalence of metabolic diseases reflect the

importance of including indigenous populations in the istudies.

This study is one of the GWAS that includes individuals with the highest Amerindian component and
includes one of the largest samples of indigenous population with an Amerindian component greater than
95%. For the first time were reported associations of MEts and its components with variants: rs2423366
in the gene PLCB1 with type two diabetes (T2D), rs1355597 in TSHZ2 with low levels of HDL-C, and
rs4766660 in RPH3A with high levels of diastolic blood pressure in the Southeast region of the country.

On the other hand, the variant in APOC3: rs5128 and the variants in APOAS: rs2266788, rs2072560 and
rs651821 were studied, being associated with low levels of HDL-C, hypertriglyceridemia and MEts for
the first time in the indigenous population. This is the first report about these associations, wich form the
haplotype with risk alleles (GTCG) that were also associated with MEts, hypertriglyceridemia and
hyperglycemia.

Finally, variants that have been previously associated in other populations were studied. These were
found to be differenitally associated with metabolic traits betwenn AM ans MEZ. The variants studied
were in AKT17: rs1130214, rs10141867 and rs33925946; GCKR: rs1260326 and rs780094; SOCSS3:
rs4969168, rs7221341 and rs9914220. Variants in AKT1 were associated with hypertension in MEZ but
not in AM, rs780094 in GCKR was associated with protection against T2D in AM and with protection at
low levels of HDL-C in MEZ. The CAT haplotype in SOCS3 was associated with MetS in MEZ and with
risk for elevated waist circumference and T2D in MA. This work presents genetic variants associated for
the first time with metabolic traits in the Mexican indigenous population as well as in Mexican mestizos
and shows the ethnic differences in the genetic architecture and a differential genetic association

between the studied populations.



INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SMet) es un desafio para la salud publica ya que, ademas de que
aproximadamente la cuarta parte de la poblacion mundial lo padece, es un factor de riesgo para
el desarrollo de diabetes tipo 2 (DT2) y enfermedades cardiovasculares (ECV). Este sindrome
se caracteriza por la aparicion simultanea o secuencial de 3 0 mas desordenes metabdlicos
tales como: dislipidemias (triglicéridos altos y lipoproteinas de alta densidad bajos (C-HDL)),
presion arterial elevada o hipertension, glucosa elevada y obesidad abdominal. Otras anomalias
como el estado proinflamatorio cronico, estado protrombotico, higado graso no alcohdlico y la
apnea del suefio son entidades agregadas como manifestaciones del SMet, haciendo su

definicion y abordaje clinico aun mas complejo (Kassi et al., 2011).

Historia y definiciones del SMet

El concepto de SMet, tiene sus origenes en 1920 cuando Kylin mostré la asociacion entre
hipertension, hiperglucemia y gota (Kylin et al., 1923). Posteriormente, en 1947 se agrega a
esta definicion, la obesidad visceral y su correlacion con ECV y DT2 (Vague et al., 1996). Sin
embargo, fue hasta 1988 cuando se propone por primera vez el nombre de “Sindrome X” a un
conjunto de factores de riesgo que desempefian un papel fundamental para el desarrollo DT2 y
ECV, principalmente por el mecanismo de resistencia a la insulina (RI) en tejidos blanco. A
finales de la década de los 80’ esta definicion de “Sindrome X” es cambiada por lo que ahora
conocemos como SMet (Reaven et al., 1988). Existen aproximadamente 6 organizaciones que
definen a esta entidad y a pesar de que cada una de ellas posee criterios propios, también
tienen caracteristicas comunes (Kaur et al., 2014) (Tabla 1). Por ejemplo, las definiciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Asociacion Americana de Endocrin6logos Clinicos
(AACE) y el Grupo Europeo para el estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR) toman en
cuenta como criterio principal a la RI, por el contrario, para el Tercer Reporte del Panel de
Tratamiento de Adultos del Programa Nacional de Educacién sobre Colesterol (NCEP-ATPIII)
y la Asociacidon Americana del Corazén/Instituto Nacional del Corazén, Pulmoén y Sangre
(AHA/NHLBI), los 5 parametros tienen el mismo valor. Una de las desventajas de la OMS y la
NECP-ATPIII es la delimitacion de los puntos de corte para obesidad y/o circunferencia de
cintura, ya que estas organizaciones consideran un valor unico para todas las poblaciones sin
considerar que cada grupo étnico tiene caracteristicas propias, al menos en estos dos
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componentes (Grundy et al., 2006; Zimmet et al., 2005). En la actualidad, la NCEP-ATPIIl y
AHA/NHLBI es el criterio mas utulizado para definir al SMet.

Tabla 1. Criterios que definen al sindrome metabdlico

Parametro NCEP-ATPIII AHA/NHLBI
clinico oms EGIR Tres o mas AACE IDF Tres o mas
Incremento del
DT2. TGA 25% de los -
’ ’ valores de - -
Resistencia G/f\A’ RI insulina en TGA’ GAA
; . mas dos méas alguno de
a insulina plasma en no 2
de los L . los siguientes
siquientes diabéticos mas
9 dos de los
siguientes
Relacion
cintura Circunferencia Circunferencia de Circunferenci
cadera > de cintura cintura = 102 cm Circunferencia a de cintura =
0.9en en hombres de cintura -
294 cm en IMC = 25 . 102 cm en
Peso hombres > =288 cmen 5 (segun el grupo
hombres . kg/m s . hombres
0.09 en >80 cm en mujeres étnico) mas dos > 88 cm en
mujeres T de los siguientes .
v/ IMC > mujeres mujeres
30 kg/m?
Lo Triglicéridos 2 Triglicéridos 2
Triglicérido o 150 mg/dl o 150 mg/dl o
s =150 Triglicéridos = 1 Triglicéridos = ibi iDi
mg/d| o riglicéridos = 150 150 mg/di recibir recibir
Lividos: /o C-HDL Triglicéridos = mg/dl C-HDL tratamiento tratamiento
lpidos: -y 150 mgy/d C-HDL < 40mg/d| C-HDL < C-HDL <
Triglicéridos | < 35 mg/dI <40mg/dl en
y/o C-HDL <39 en hombre. 40mg/dl en 40mg/dl en
y C-HDL. en hombre hombre.
0 <39 mg/dl <50 mg/dl en < 50 mg/dl en hombre. < 50 hombre. < 50
mujer ; mg/dl en mujer mg/dl en
mg/dl en mujer o ) o
. o recibir mujer o recibir
mujer . .
tratamiento tratamiento
> 140/90 mmHg >130/85 mmHg | = 150/85
Presion = 140/90 - o > 130/85 - o mmHg o
. o recibir = 130/85 mmHg o recibir .S
arterial mmHg . mmHg . recibir
tratamiento tratamiento tratamiento
110 mg/dl o TGA, GAA, 100 mg/dl o 100 mg/dl o
Glucosa DTé’ ;E A, TC?(;, dci;:t;:ts:ro diagnostico de pero no diagnostico de recibir
diabetes diabetes diabetes tratamiento
Excrecién
urinaria de
albumina =
20 mg/min Otras
o relacion caracteristicas
Otros M. - - ; : - -
albumina/c de resistencia
reatinina ainsulina.
en orina =
30 mg/g

TGA: tolerancia a la glucosa alterada, GAA: Glucemia en ayuno anormal, IMC: indice de masa corporal. RI:
resistencia a insulina. OMS= Organizacion Mundial de la Salud. EGIR= Grupo Europeo para el estudio de la
Resistencia a la Insulina. NCEP-ATPIlI= Tercer Reporte del Panel de Tratamiento de Adultos del Programa
Nacional de Educacion sobre Colesterol. AACE=Asociacion Americana de Endocrindlogos Clinicos.
IDF=Federacion Internacional de Diabetes. AHA/NHLBI= Asociacion Americana del corazén/Instituto Nacional del
corazén, pulmén y sangre.



Epidemiologia del SMet

México es uno de los paises con mayor prevalencia de SMet, mas del 40% de la poblacion lo
padece (Salas et al., 2014), es mas frecuente en zonas metropolitanas (>100,000 habitantes)
que en las rurales (<2,500 habitantes). La prevalencia del SMet varia de acuerdo con la edad,
el sexo, el origen étnico, el estado socioecondmico, el estilo de vida (dieta y actividad fisica),
los antecedentes familiares y el consumo de tabaco o alcohol (Rojas et al., 2010; Aguilar-Salinas
et al., 2014).

Aspectos fisiopatolégicos de los componentes del SMet

El SMet es una enfermedad compleja, donde la interaccion entre factores genéticos y
ambientales (estilo de vida, principalmente en habitos alimenticios y actividad fisica) contribuye
a su desarrollo (De Edelenyi et al., 2008). Los individuos con SMet también pueden presentar
RI, disfuncién endotelial, estado de hipercoagulabilidad y estrés crénico (Guo S et al., 2014).
La insulina, es una hormona producida por las células beta de los islotes de Langerhans en el
pancreas, cuya funcion es permitir que la glucosa, proveniente de los alimentos, entre de la
sangre a las células para su metabolismo y asi obtener energia. Cuando existe un defecto en
la capacidad de la insulina para disminuir los niveles glucosa en plasma se dice que hay
“‘resistencia a insulina”, esto es debido a la alteracion en la sefializacidn en los tejidos sensibles,
lo que resulta como una hiperinsulinemia en ayuno y postpandrial (Hiriart et al.,).

La Rl también suprime la lipdlisis en los adipocitos, conduciendo a la elevacion de los niveles
de acidos grasos libres y del almacenamiento de triglicéridos. Esta disfuncion, conlleva al
incremento del estrés oxidativo y de la respuesta proinflamatoria, la cual puede desencadenar
disfuncion endotelial como evento inicial de la enfermedad aterosclerética microvascular
(Samuel S et al., 2013). Aunque la lipdlisis varia entre los diferentes depdsitos de grasa visceral,
los niveles de acidos grasos libres en plasma aunmentan en el SMet, lo que refleja una alterarion
en la sefializacion de insulina en sus tijidos blanco, causando la absorcién de acidos grasos
libres paraexceder su oxidacion. Esto produce una acumulacion intracelular de lipidos
derivados, incluyendo la acetil coenzima A, diacilglicerol y ceramidas, asi como una mayor

interrupcion de la sefalizacion de insulina.

Finalmente, el aumento de acidos grasos libres permite la produccion y liberacion de VLDL,
ademas durante la obesidad abdominal, el tejido adiposo produce en grandes cantidades la
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proteina colesterol ester transferasa (CETP) que facilita la transferencia de HDL a VLDL, lo que
contrubuye a los bajos niveles de C-HDL (Hiriart et al., 2013). El almacenamiento anormal de
triglicéridos por la RI, es generado por un aumento en los niveles de VLDL (lipoproteinas de
muy baja densidad), lo que a su vez, provoca una reduccion del C-HDL y de las particulas de
LDL (lipoproteinas de baja densidad). El incremento de los niveles de VLDL y la disminucion de
C-HDL y LDL se asocian directamente con el riesgo a desarrollar SMety ECV (Ginsberg et al.,
2005; Taskinen., 2003).

Otro de los componentes del SMet, es la circunferencia de cintura elevada, la cual acompafa
frecuentemente a la obesidad abdominal que se define por una cantidad excesiva de grasa
abdominal y/o hipertrofia celular (incremento del tamafio del adipocito), esto hace mas
importante a este que el IMC para la identificacion de la obesidad central (Lau et al., 2005;
Alberti el al., 2009). El tejido adiposo es un 6rgano endocrino que presenta interacciones con
otros 6rganos mediante la liberacion de biomoléculas sintetizadas en el adipocito. La expansion
de este tejido, favorece la liberacion de acidos grasos y predispone a la acumulacién de grasa
ectdpica en higado, musculo y tejido visceral, convirtiéendose en un factor de riesgo
cardiovascular (Halberg et al., 2008).

Finalmente, existe una clara relacidn entre la presencia de hipertension y los diferentes
componentes del SMet (Johansen et al., 2011; Lusis et al., 2008; Matfin et al., 2010; Morse et
al., 2005). La hipertension y la Rl comparten procesos bioldgicos similares, como la inflamacion
y la disfuncion endotelial. Adicionalmente, diversos estudios han sugerido que la
hiperinsulinemia y la hiperglucemia activan el sistema renina-angiotensina por un incremento
en la expresion de angiotensina Il (AGT) y del receptor angiotensina | (AGTR1), los cuales
pueden contribuir al desarrollo de hipertension. Aun mas, existe evidencia de que la Rl y la
hiperinsulinemia activan el sistema nervioso simpatico (SNS), lo que resulta en un incremento
en la reabsorcion de sodio por el rindn y por lo tanto del gasto cardiaco que conduce a una
vasoconstriccion que conlleva a hipertension (Malhotra et al., 2001).



Factores ambientales

Dentro de los principales factores ambientales que conducen a la aparicion de SMet o alguno
de sus componentes se encuentran una dieta hipercaldrica y la inactividad fisica. Diversos
estudios han demostrado que el sedentarismo, en conjunto con el consumo frecuente de
alimentos con alto contenido calérico (grasas saturadas, grasas trans, colesterol y carbohidratos
refinados) y un menor consumo de frutas y verduras, conducen al desarrollo de desordenes
metabolicos como obesidad, dislipidemia e hiperglucemia. En este sentido, estudios
epidemiologicos y de intervencion sugieren que la orientacion alimentaria es la mejor estrategia

para reducir el riesgo cardiovascular y el SMet (Schulte et al., 2015).

Interesantemente, se ha demostrado que durante el desarrollo uterino se modula la funcién de
diversos tejidos con actividad metabdlica en la vida postnatal. Existen evidencias que una mala
nutricion fetal induce a la disfuncion de las células 3 pancreaticas y de los tejidos sensibles a la
insulina que condicionan la aparicién de SMet o alguno de sus componentes (Albornoz Lépez
et al., 2012). Ademas, se ha postulado que una restriccién nutricional en recién nacidos genera
una disminucién de los niveles de insulina y factores de crecimiento como el IGF-1, que podria
desencadenar una Rl en la edad adulta. De la misma manera, se ha descrito que un incremento
en el estrés oxidativo durante el crecimiento intrauterino conduce a un crecimiento fetal alterado
y al desarrollo de SMet en la vida adulta. Finalmente, se ha demostrado una asociacion entre
el bajo peso al nacer y el desarrollo de enfermedades metabdlicas, particularmente sobrepeso
y obesidad en adolescentes (Barrera-Reyes et al., 2015; Velazquez-Bautista et al., 2017)



Factores genéticos

En el ano 2003, gracias al Proyecto del Genoma Humano, se concluyé la secuenciacion total
del DNA humano, cuya finalidad fue descifrar la informacion contenida en los genes para
dilucidar su significado, regulacién y funcionamiento. Uno de los logros mas significativos fue el
de identificar la totalidad de las variantes que contribuyen a la individualidad genética, asi como
a la salud y a la enfermedad (Frazer et al., 2007). Las variantes de un solo nucleotido (SNVs)
son las mas frecuentes, ocupan aproximadamente el 90% de las variaciones genomicas y son
las mas distribuidas dentro del genoma (Hedman et al., 2014).

Estudios de ligamiento, asociacién de gen candidato y de genoma completo (GWAS: del inglés
Genome-Wide Association Studies), asi como de epigenética, micro RNAs, RNA largos no
codificantes, biologia de sistemas y recientemente los de secuenciacion de nueva generacion
(NGS), han contribuido para identificar factores genéticos asociados a SMet y a algunos de sus
componentes (Dizaji, 2018). Principalmente los estudios de GWAS y NGS han tenido mayor
auge en los ultimos afios y a partir de estos, una gran variedad de genes se han asociado con
diferentes componentes del SMet. Algunos ejemplos de ellos son:

a Dislipidemias en ANGPTL3, DOCK7, ATG4C, GCKR, APOB, MLXPL, LPL, TRIBI,
APOA1-C3-A4-A5, ZNF259, PLTP, ABCA1, CETP, PLTP (Johansen C et al 2011;
Kathiresan et al., 2008).

b Presién arterial: ADAMTS58, TBX3, ULK3, WNT3, CAPZA1, CYP17A1, ADRB1 (Ehret
GB et al 2011; Fox ER et al., 2011).

¢ Obesidad: DNM/PIGC, FTO, PLXND1, PPARG, GRID1, GABRG1, ZNF608, LY86,
PARK2 (Singh RK et al 2017; Goodarzi et al.,2018).

d Niveles elevados de glucosa: TCF7L2, SLC16A11, KCNQ1, TXNL4B, CDKALT1,
CAMK1D, ANK1 (Ziki et al., 2016).

La interaccion entre el medio ambiente y la genética han llevado a postular la teoria del
“Genotipo ahorrador” que podria, en parte, explicar la aparicion acelerada de las enfermedades
metabdlicas (EMet) en la época actual (Neel, 1999). Esta teoria se basa en la hipotesis de que
durante el curso de la evolucion, el ser humano estuvo expuesto a periodos de hambruna y

escasez de recursos, lo que condujo a la seleccion natural que conllevo al enriquecimiento de



variantes genéticas que favorecieron un almacenamiento de energia y nutrientes mas eficiente,
otorgando una ventaja de supervivencia (Neel, 1962).

Sin embargo, en las sociedades modernas, con el estilo de vida donde es comun el acceso a
alimentos con alto contenido calorico y la baja actividad fisica, esta ventaja selectiva resulta en
una alta incidencia de trastornos metabdlicos (Genné-Bacon, 2014). En apoyo a esta hipdtesis,
las poblaciones indigenas cercanas a las areas urbanas tienen una mayor presencia de
trastornos metabdlicos en comparacion con su contraparte, con el mismo fondo genético, que
permanecen en zonas rurales. Estudios recientes han identificado variantes genéticas que
podrian haber sido seleccionadas y que tienen mayor frecuencia en poblaciones mestizas e
indigenas, como es el caso de un haplotipo en el gen SLC16A 11 que confiere un mayor riesgo
para desarrollar DT2, o de la variante funcional ABCA1/R230C, que se ha asociado de manera
sistematica con niveles bajos de C-HDL.

Otros genes donde se han identificado variantes postuladas como ahorradoras son LEPR, FTO,
KSRZ2y MC4R, los cuales han mostrado una correlacion positiva con hiperfagia, obesidad y una
disminucién del gasto energético en adultos y nifios de diferentes poblaciones (Dong et al.,
2018; Pearce et al., 2013; Freathy R et al., 2008). Uno de los mas estudiados es FTO (fat mass
and obesity), el cual codifica para una proteina con homologia a oxigenasa Fe(ll)- y 2-
oxoglutarato-dependientes, que catalizan la desmetilacion de 3-metilamina en el DNA. Diversas
variantes dentro de este gen (rs8550136, rs1421085, rs17817449 y rs9939609) se han
asociado con un incremento en el indice de masa corporal (IMC), obesidad y sedentarismo en
distintas poblaciones, incluyendo la mexicana (Chambers et al., 2008; Klimentidis et al., 2016;
Saldafna-Alvarez et al., 2016; Castillo., et al 2017).



Historia y utilidad de los GWAS para el conocimiento de enfermedades multifactoriales.

Los GWAS analizan una gran cantidad de SNVs a lo largo del genoma con una estrategia libre
de hipotesis o independientemente de la naturaleza y funcion de las variantes, encontrando
relaciones directas con la patogénesis de estas entidades, lo que ha generado un gran avance
en el conocimiento y la identificacion de los riesgos genéticos a enfermedades complejas. El
disefio mas frecuente de los GWAS es el de casos y controles, donde la seleccion del numero
de individuos esta dada por la prevalencia de la enfermedad en la poblacidn de estudio. Una de
las limitantes de este tipo de estudio, son los posibles falsos positivos, por lo que los resultados
obtenidos deben ser replicados en otras poblaciones (Clarke et al., 2011). En algunos casos,
las asociaciones genéticas encontradas pueden ser dadas por el desequilibrio de ligamiento
(LD) de la variante asociada con la verdadera. El LD es la asociacion no azarosa de distintas
variantes génicas, o de otros tipos de secuencias de DNA y es producto de la no segregacion
independiente de las variantes en una poblacion.

Cuando un conjunto de alelos de diferentes loci dentro un cromosoma son transmitidos juntos
se dice que hay un haplotipo (Slatkin, 2008), cuando estos se encuentran en LD son de gran
utilidad en los estudios de asociacion, ya que con el estudio de una sola variante (tagSNVs) es
posible sugerir que los resultados son iguales para todas las variantes involucradas en el LD, lo

que permite tener una cobertura amplia del genoma de manera mas eficiente y menos costosa.

En poblaciones europeas, los GWAS han permitido identificar una gran variedad de genes
asociados a la susceptibilidad o proteccion al desarrollo de SMet y sus componentes, como lo
son: LPL, APOE, MC4R, FTO y TCFL72, involucrados en los procesos de regulacion de la
lipdlisis, termogénesis y metabolismo de la glucosa (Taylor et al., 2013; Frayling T et al., 2007).
Otros estudios han identificado la variante V703/ no sindnima dentro del gen MC4R, asi como
las variantes rs129700134, rs17782313 y rs17700633 en una region cercana al gen, asociadas
con el riesgo a desarrollar obesidad, RI y circunferencia de cintura elevada en poblacién indu,
y en individuos del Reino Unido con ancestria indu y europea (Chambers et al., 2008). El gen
MC4R codifica para una proteina receptora de membrana mediadora de sefiales hormonales
en el tejido adiposo y juega un papel importante en la regulacion del apetito y la saciedad
(Beckers et al., 2103; Heid et al., 2008). Diferentes SNVs en FTO también han mostrado
asociacion con obesidad, IMC y SMet en diversas poblaciones como las europeas, asiaticas y
mexicana (Attaoua et al., 2009; Saldafa-Alvarez., 2016).
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Los GWAS han evidenciado una correlacion de diversos genes asociados con distintas
enfermedades metabdlicas. Por mencionar algunos ejemplos, TCF7L2, SLC308A, SLC16A11,
CDKAL1, CDKN2A/B, HHEX-IDE, IGF2BP2, SLC30A8, KCNJ11, WFS1, JAZF1, TSPANS,
CD123/CAMK1D y MTNR1B han sido implicados con DT2, en las funciones de las células -
pancreaticas y en el metabolismo de la insulina (Saxena et al., 2007; Sladek et al., 2007;
Takeuchi et al., 2010; Voight et al., 2010; Zeggini et al., 2008).

En relacion a las dislipidemias, la correlacion se ha observado con variantes en los genes
APOAYV, APOAIV, APOCIII-APOAI APOAV y APOCIII, APOE, CETP, MLXIPLTRIB1, GCKR y
LPL, sin embargo, estas variantes, sélo explican aproximadamente el 10% de la etiologia de las
dislipidemias (Johansen et al., 2011). Por otra parte, en poblacion de origen europeo se ha
mostrado una correlacion entre los niveles bajos de colesterol HDL y variantes en GALNT2 y
entre los niveles elevados de triglicéridos y los genes TBL2, MLXIPL, TRIB1, GALNT2,
ANGPTL3, APOA5, GCKR, LPL, APOB, MLXIPL, TRIB1, ANGPTL3 y NCAN (Kathiresan et
al., 2008; Johansen et al., 2010). Finalmente, los GWAS también han permitido identificar
diversos genes asociados con hipertension tales como: ADORAZ2A, ADM, AGT, NPR3, APOB,
ARHGAP42, EDN, EDN1, EDNRA, GUCY1A3, GUCY1B3, HP, IL6R, LPL, NOS3, SH2B3,
GNASEDN3, NPPA-NPPB y CYP17A1 (Ehret et al., 2013).

En poblacién afroamericana, que tienen la peculiaridad de ser la de mayor prevalencia de
hipertension a nivel mundial (40%), ademas, se han observado fuertes asociaciones con GPR98
y ARRDCS3 (Fox et al., 2011), resaltando la importancia de estudiar diferentes poblaciones, ya
que cada una de ellas tienen variantes génicas propias con asociacion diferencial para cada
padecimiento. En relacion a este ultimo punto, las poblaciones latinas o con un gran
componente amerindio han quedado rezagadas en estos conocimientos, ya que la mayoria de
los GWAS han sido disefiados con variantes frecuentes en poblaciones europeas y asiaticas,
por lo que es muy probable que existan variantes aun sin identificar en estas poblaciones. En
este sentido, los primeros estudios fueron con el objetivo de encontrar SNVs relacionadas con
DT2 en poblacién mexicana. Por ejemplo, los genes UBQNL, OR52H1, RALGSPS2 y EGRZ2 se
encontraron asociados a esta entidad en una poblacion de méxico-americanos de la ciudad de
Texas, EUA. En otros estudios de poblacion mexicana se documenté la asociacion de PERS3,
PARD3B, EPHA4, TOMM?7, PTPRD, RREB1, UBQNL, OR52H1 RALGSPS2, EGR2y CAPN10
con esta patologia (Below JE. et al 2011; Del Bosque-Plata et al., 2004; Hanis et al., 1996). Por
otra parte, en el gen MLXIPL, la variante rs3812316 ha mostrado asociacion con niveles altos

de triglicéridos en individuos mexicanos, siendo el alelo de riesgo mas frecuente en nuestra
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poblacién en comparacion con los europeos, asiaticos y africanos, o que se suguiere, la
existencia de variantes enriquecidas en la poblacion mexicana (Kooner et al., 2008). Otros
genes que han mostrado asociacion en poblacion mexicana con concentraciones altas de
triglicéridos son RORA y SIK3. Interesantemente, los individuos portadores del alelo de riesgo
en SIK3, después de la ingesta rica en grasa, presentaron niveles mas altos de triglicéridos en
comparacion con los individuos no portadores. Esta observacion llevo a la conclusion de que la
arquitectura genética de las poblaciones con una gran ancestria amerindia, como la mexicana,
responden de manera diferencial ante un estimulo o comida rica en grasa y pudiera ser en parte,
la explicacién de la elevada prevalencia de dislipidemias y obesidad que se observa en los
mexicanos (Ko et al., 2014).

En 2013 se realiz6 el primer GWAS en mexicanos en un grupo de individuos con dislipidemias.
Las variantes mas asociadas se identificaron en los genes APOAS, GCKR, LPL, CILP2 y NCP1
seguidos de ANGPTL3, TIMD4, MLXIPL (identificadas previamente). Interesantemente, las
frecuencias de los alelos de riesgo en APOAS, ANGPTL3, NCP1y TIMD4 fueron mas altas en
mexicanos que en las reportadas para otras poblaciones (Weissglas-Volkov et al., 2013), lo que
nuevamente evidencia que en nuestra poblacion existen variantes raras o exclusivas, las cuales
no habian sido reveladas con anterioridad.

Aunque la poblacién indigena ha sido poco estudiada, se ha demostrado la existencia de
variantes enriquecidas o exclusivas con fuertes asociaciones a entidades metabdlicas en esta
poblacion. El primer estudio fue en los Pimas de EUA donde se encontré una variante altamente
frecuente, localizada en el gen DNER, asociada con DT2 (Hanson et al., 2014). Otro estudio
reveld que la variante no sindbnima R230C (cisteina por arginina) en el gen ABCA1 esta asociada
con niveles bajos de C-HDL, obesidad, DT2 y SMet y es exclusiva de poblaciones indigenas de
América. Esta variante juega un papel importante en el transporte de colesterol, principalmente
en el higado, y afecta la regulacién y la secrecion de la insulina (Acufa-Alonzo et al., 2010). En
nuestro grupo de trabajo, como parte del consorcio SIGMA (del inglés: Slim Initiative in genomic
medicine for the Americas) se reporté un haplotipo en el gen SLC16A11 que explica
aproximadamente el 20% del incremento de DT2 en los mexicanos. Este haplotipo se encontré
con una elevada frecuencia en latinos, estuvo ausente en africanos y muy poco frecuente en
poblaciones de origen asiatico (12%) y europeo (2%). Funcionalmente, el haplotipo induce
cambios en el metabolismo de los acidos grasos y lipidos que se asocian directamente con el
desarrollo de DT2 (Williams Amy et al., 2014). Se ha propuesto que la presencia de un cis-eQTL
(loci que contribuye a la variacion de los niveles de expresion de RNA o proteinas) reduce la
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expresion de SLC16A11 en el higado, por otro lado, la interrupcion de una interaccion con una
proteina chaperona que provoca una disminucion en la membrana plasmatica y reduciendo los
niveles y la funcion de SLC16A11. Por lo que se ha sugerido que SLC716A 11 es el gen cusal en
este locus. Esta proteina es un transportador y esa perturbacion genética que afecta la funcion
induce cambios en el metabolismo de acidos grasos y lipidos que se asocia con un DT2. A partir
de estos hallazgos, se ha propuesto que SLC716A11 podria ser un excelente blanco terapéutico
con grandes beneficios para los pacientes (Rusu et al., 2017). Otra variante enriquecida en
poblaciones latinas es la pE508K (c.1522G>A) en el gen HNF1A, €l la cual se ha relacionado
con diabetes juvenil tipo 3 (MODY3) y en algunos estudios también se ha mostrado que tiene
una implicacion en DT2 en latinos (Estrada et al., 2014).

En las ultimas décadas, México ha tenido un alarmante incremento de las enfermedades
metabdlicas (EMets), y actualmente tiene una de las mayores prevalencias en todo el mundo
(Salas et al., 2014). Algunos estudios han sugerido que un antecedente genético amerindio
juega un papel importante en la susceptibilidad a estas enfermedades (Aguilar Salinas et al.,
2014). La gran mayoria de la poblacion mexicana es mestiza con un fuerte componente
amerindio (56%) (Silva-Zolezzi et al., 2009), y segun el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) se estima que en México existen 15.7 millones de indigenas distribuidos en
68 etnias diferentes (Tabla 2). En la actualidad, 6.6 millones hablan exclusivamente su lengua
nativa y estas se catalogan y distribuyen en 11 familias linguisticas (Fig 1) (INALI 2014).
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Tabla 2. Familias linguistica y pueblos indigenas.

Familia Linguistica Pueblo Indigena
| Algica (1) Kickapoo
Cora,Guarijio,Huichol,Mayo, Nahuatl,Papago,Pima,
[l Yuto-Nahua (11) Tarahumara, Tepehuano del Norte, Tepehuano del Sury
Yaqui
[l Cochimi-Yumana (5) Cucapa, Kiliwa,Kumiai,Ku'ahl,Paipai
IV Seri (1) Seri

Amuzgo,Cuicateco,Chatino,Chichimeco Jonaz,Chinanteco,
Chocholteco,Ixcateco,Matlatzinca, Mazahua,Mazateco,
Mixteco,Otomi,Pame,PopolocaTlahuica, Tlapaneco, Triqui,
Zapoteco

V  Oto-Mangue (18)

Akateko,Awakateko,Chontal De
Tabasco,Chuj,Ch’ol,Huasteco,Ixil,Jakalteko,Kaqchikel,K’iche
VI Maya (20) "
Lacandon,Mam,Maya,Qato’k,Q’anjob’al,Q’eqchi’, Teko,

Tojolabal, TSeltal, Tsotsil,

VIl Totonaco-Tepehua

(2)

Tepehua, Totonaco

VIII Tarasca (1) Tarasco

Ayapaneco, Mixe,Oluteco,

IX Mixe-Zoque (7) Popoluca De La Sierra,Sayulteco, Texistepequeino,Zoque

X Chontal De Oaxaca (1) Chontal De Oaxaca

Xl Huave (1) Huave
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I Algica

Il.  Yuto-nahua

lll. Cochimi-yumana
IV. Seri

V. Oto-mangue

VI. Maya

VII. Totonaco-tepehua
VIIl. Tarasca

IX. Mixe-zoque

X. Contal-oaxaca

XI.  Huave

Figura1. Distribuciéon geografica de las 11 familias linguisticas. https://www.inali.gob.mx
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El SMet se ha convertido en un problema de salud publica en el mundo y México no es la
excepcion, ya que presenta una de las prevalencias mas elevadas a nivel mundial (Salas et al.,
2014). La poblacion mexicana esta constituida en su mayoria por mestizos, grupo derivado de
los habitantes nativos americanos que residian en México, inmigrantes europeos principalmente
espafnoles y un grupo minoritario de africanos (Moreno-Estrada et al., 2014). Diversos estudios
han mostrado que las poblaciones con un gran aporte de ancestria amerindia tienen elevadas
prevalencias de EMets (Lorenzo et al 2003; Christian JB Et al., 2011; Toth P et al., 2012; Aguilar-
Salinas et al., 2014; Toth P et al., 2012;), por lo tanto, este tipo de poblaciones no deben quedar
al margen de las investigaciones gendmicas, ya que la poblacibn mestiza proviene de
poblaciones amerindias y en México, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
estima una poblacién de 15.7 millones de indigenas. Por lo anterior, es importante profundizar
en el conocimiento genético de las poblaciones amerindias que, en conjunto con las
herramientas de analisis gendmico masivo, nos permitan identificar la contribucion de los
factores genéticos amerindios en la etiologia del SMet y sus componentes, para que en
combinacion con el conocimiento gendmico de las poblaciones mestizas, se obtenga un

conocimiento mas profundo de la fisiopatologia de estas entidades en la poblacion mexicana.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si existen variantes génicas frecuentes o exclusivas de la poblacion amerindia que
se encuentren asociadas a sindrome metabdlico o a alguno de sus componentes y si estas

contribuyen al desarrollo del padecimiento en la poblacion mestiza mexicana.
Objetivos Particulares
e Identificar las EMets en un grupo de amerindios y mestizos.
¢ Identificar variantes alélicas y determinar si se encuentran asociadas a la susceptibilidad
para desarrollar SMet o alguno de sus componentes en poblaciones indigenas y mestiza
mexicanas.
Hipotesis
La composocion genética de la poblacidn mexicana contiene variaciones frecuentes o propias

de poblaciones amerindias que se encuentran asociadas a la susceptibilidad a sindome

metabiloco y sus componentes.
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METODOLOGIA

Poblacion de estudio

En este estudio se incluyeron un total de 2051 nativos mexicanos (AM) pertenecientes a 62
grupos indigenas mexicanos distribuidos en todo el territorio nacional y 855 individuos mestizos
(MEZ) provenientes de la Ciudad de México. Los individuos AM pertenecen a la cohorte
“Analisis metabdlicos en poblacion indigena” (MAIS por sus siglas en inglés) (Contreras-Cubas
et al., 2016). El estudio se realizé de acuerdo con la declaracion de Helsinki y fue aprobado por
el Comité de Etica en Investigacion del INMEGEN. Todos los participantes firmaron una carta

de consentimiento informado y se les realizé una historia clinica completa.

e Criterios de inclusion:

1 Individuos mayores de 30 afos, no relacionados y con carta de consentimiento
informado.

2 Para los individuos amerindios (AM): nacidos en la localidad, que se auto reconocieran
como indigenas y que sus padres y abuelos hablaran la misma lengua indigena.

3 Paralos individuos Mestizos (MEZ): sin antecedentes extranjeros reconocidos (padres y
abuelos nacidos en México) y que negaran pertenecer a un grupo indigena.

e Criterios de exclusion :

1. Individuos con muestra bioldgica insuficiente para el estudio gendmico.

2. Analisis bioquimicos estuvieran incompletos.

3. Individuos con infeccion viral o bacteriana al momento de la toma de la muestra o que
estuvieran tomando algun medicamento.

4. Individuos que decidieran retirarse del estudio

e Criterios de eliminacion:

1. Individuos con historia clinica y bioquimicos incompletos.
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Datos antropométricos y bioquimicos

Los datos antropométricos y la presion arterial se obtuvieron de la siguiente manera: la talla se
midié con un estadimetro electronico portatii (ADE Alemania) sin zapatos. El peso fue
determinado con un monitor de composicion corporal (OMRON modelo HEM-907XL) con el
minimo de ropa y la circunferencia de cintura fue medida en un plano horizontal a la mitad entre
el margen inferior de las costillas y el borde de la cresta iliaca con una cinta métrica flexible.
La presion arterial se determiné con el promedio de tres mediciones como lo indica la NOM-
030-SSA2-1999 usando un monitor de presion arterial (HEM-907XL model OMRON).

El indice de masa corporal (IMC) fue determinado con la ecuacion del peso entre la talla al

Peso (Kg)
cuadrado IMC-=

Altura (m) 2

Los datos bioquimicos (glucosa, triglicéridos y colesterol HDL) fueron obtenidos con el equipo
Cholestech LDX Analyzer (Alere San Diego, CA, EUA) en el mismo lugar de la toma de la
muestra. El diagnodstico para SMet, obesidad y DT2 se realizd siguiendo los criterios
establecidos por la AHA-NHLBI (Tabla 3) (http://www.nhlbi.nih.gov).
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Tabla 3.- Valores de corte para entidades metabdlicas establecidos por la AHA-NHLB.

Componente Parametro
Circunferencia 2 88 cm en mujeres
de cint =2102cmen
e cintura hombres
Glucosa > 100 mg/dI
en ayuno o tratamiento
T = 150 mg/dl
Trigliceridos o] tratamignto
< 40mg/dl en
hombres
Colesterol HDL (C-HDL) < 50mg/dl en
mujeres
o tratamiento
. . 2 130 mm Hg
Presion arterial > 85 mm Hg
Obesidad > |MC 30
DT2 = 126 mg/dl
IMC Valoress grupo

etnico

IMC: indice de masa corporal. DT2: Diabetes tipo 2.
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Extraccion de DNA

El DNA gendmico fue extraido a partir de linfocitos de sangre periférica de cada individuo con
el Kit de extraccion Puregene Gentra (QIAGEN systems Inc., Valencia, CA) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Se realiz6 el control de calidad del DNA en un gel de agarosa al
1% y la pureza en un espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis a una longitud de onda
260/230 y 260/280 (Thermofisher, Wilmington, USA).

Cohorte de descubrimiento (CoDe)

GWAS (Estudio de Asociacion Amplio de Genoma)

A partir de los 2051 indigenas y 855 mestizos se seleccionaron 500 AM y 115 MEZ al azar que
constituyeron la CoDe. La genotipificacion se realizd con el microarreglo Affymetrix 6.0 Human
SNV array (Affymetrix, Santa Clara, CA), el cual contiene 892,723 SNVs en posiciones
previamente asignadas en el genoma, para lo cual se utilizo el algoritmo BIRDSEED-v2 en la
consola de genotipificacion de Affymetrix. Los controles de calidad se realizaron por individuo y
por marcador con el software Plink (v1.07) (Purcell et al., 2207). Se excluyeron a los individuos
con informacién de sexo discordante, exceso en la pérdida de genotipificacion, deficiencia en la
tasa de heterocigocidad autosémica, parientes en primero y segundo grado, asi como individuos
que presentaron ancestria divergente.

Se eliminaron SNVs con una tasa de genotipificacion <95%, con una desviacion significativa del
equilibrio de Hardy Weinberg (p<1X10E-04) y aquellos que presentaron una frecuencia del alelo
menor (MAF:por sus siglas en inglés Minor Allele Frequence) < 1% (Anderson et al., 2010).
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Cohorte de replicacion (CoRe)

A partir de los estudios de asociacién del GWAS en la CoDe, se seleccionaron 17 SNVs. Las
seis primeras en PLCB1: 2423366, TSHZZ2: rs1355597, RPH3A: rs4766660, ATP10A:
rs7165728, RREB1: 2842352 y APOCS3: rs5128 (Tabla 4), fueron seleccionadas con los
siguientes criterios: a) aquellas que presentaron un valor de P <1X10E-05, b) y mostraron
asociacion con mas de un rasgo metabdlico analizado, c) candidatos como tag SNVs por formar
un haplotipo y d) aquellos cuyas frecuencias alélicas mostraron enriquecimiento en la poblacion
indigena. Otras 3 variantes en APOAS (rs2266788, rs2072560 y rs651821) fueron
seleccionadas debido a que la reportes previos han evidenciado que la variante rs5128 C en el
gen APOCS3 se encuentra en LD y son fuertes candidatas para el desarrollo de dislipidemias y
forman un haplotipo. Por ultimo, se seleccionaron 8 variantes alélicas en AKT17: rs1130214,
rs10141867 y rs33925946; GCKR: rs1260326 y rs780094; SOCS3: rs4969168, rs7221341 y
rs9914220 (Cid-Soto et al., 2018) (Tabla 4), referidas en estudios previos como asociadas con
glucosa y lipidos en otras poblaciones (Devane et al., 2001; Shen et al., 2013; De Castro-Orés
et al., 2014; Kitamoto et al ., 2014; Talbert et al., 2009; Li et al., 2014)

Estos 17 SNVs fueron genotipados en los 1551 AM y 740 MEZ° los que constituyen la CoRe.
En esta cohorte la genotipificacidén fue por el método de discriminacién alélica TagMan® con el
equipo ABI PRISM® 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). También, se
seleccionaron el 10% de las muestras al azar para validar y confirmar los genotipos por medio
de secuenciacion por el método de Sanger (genetic analyzer 3730 xI, Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Brevemente, la discriminacion alélica es el proceso por el cual se
identifican los dos alelos de la variante de interés. Para tal efecto, se utiliza una sonda Tagman®
que es un sistema de sondas marcadas en su extremo 5 con dos fluoréforos (uno para cada
alelo) y en el extremo 3’ se encuentra una molécula o quencher que bloquea la emisién de
fluorescencia. La fluorescencia se emite cuando la polimerasa se encuentra con la sonda y la
hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5’ — 3’, lo que provoca la separacion del quencher
y el fluoréforo. Las dos sondas presentes son complementarias a cada uno de los alelos del

SNV seleccionada y cada uno esta marcado con los fluoréforos VIC y FAM.
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Tabla 4. Informacién de las 17 variantes y sondas TagMan utilizadas en la CoRe.

Gen Identificador Secuencia VIC/FAM Tipo de cambio
ACACAATCCCAAGCCAGCACAGATT[AIGIAAGG
Transicion,
PLCB1 rs2423366 GGATGCAAGGGTAGACTCCTT
C_ 15807682_10 Sustitucion: A/G
TTCCAAGCATGATTTGTTCAGCTCA[C/TIGGAATT s
rs1355597 GAAAGAAAAGCCAAAATGC ensen
TSHZ2 C_ 7594721 10 Sustitucion: C/T
rs4766660 GTGGGTGGCTTCATTCTGACCCCTCIAIGITGGT Transicion,
RPH3A C__ 348332 10 GCACCAGAGCAGGTGCCTTCA o
Sustitucion: A/G
ATP10A rs7165728 CACATCCCAGTAGGCAATAGTGTTT[C/TICTGAA Transicion,
C_ 2487610 GTCGAGTTCTTGCTTTCCTT Sustitucion: C/T
RREBT c rfgg;‘ggg’g 10 | TAATGAAAAGTGATATCTTCGCATAICITIGAAAG Transicion,
— - GAAAAAAGGTTGAGGTATAT Sustitucion: C/T
Transversion,
APOC3 rs5128 AAGTCCACCTGCCTATCCATCCTGCICIGIAGCTC Sustitucion C/G
C__ 8907537 1_ CTTGGGTCCTGCAATCTCCA
ATTGGGGAGTCGCAGGAGGCTGGATIA/GITGCA T
r$2266788 GGAGACAGCAGCCCCTTTGGT ransieiom.
C__ 8907619_10 Sustitucion: A/G
TATCCAGGCCGTCAGACTGCTAGCCICITICCATC s
rs2072560 ransicion,
APOAS C_ 16176893 _10 ATCTCCTTTGTCCCCAAGTC Sustitucion: C/T
AGCACGGCAGCCATGCTTGCCATTA[C/TICTGCT s
rs651821 CTGAGAAGACAGGTGGAGGG ensen
C__ 2310401 20 Sustitucion: C/T
rs1130214 5
C e o | GAGTCCAGAGCCCTCCAGCGCAAGCITIGICAAA Transversion,
— - AACCTCCTGGGAGAAACCCCA Sustitucion: T/G
AKTT 10141867 AAGAGTCAGACCAGGCCCTGGACCT[T/CITCGTT Transicion,
¢ aeorsos 10 GAAGTCTGGCCCAAGGCAGG Sustitucion: T/C
rs33925946 TGCCTCCTGCTGAGTTTGGACCAGT[C/A]JCCCTG Transicion,
C__ 220865 10 TCCTGCAGGGAGGCCCTCTC Sustitucion: C/A
o ohaense CACAGCACCGTGGGTCAGACCTTGCIC/TIGGTG Transicion,
— -1 AGAGTCCAGCCGTGACAAAGG Sustitucion: C/T
GCKR Transiciéon
rs780094 CTCAACAAATGTATTGATCAGCAAA[CITIATGTGT '
C__ 2862873 10 CAGTCATGGTCTAAAAAAC Sustitucion: C/T
o ra2idl | GTTAATAGCACCCCAGCCCCTCCCAICITICAGGC Transicion,
- = TCAAGGGGCTCTTTTGCCTT Sustitucion: C/T
O o I o | AGGAGACCAGCTGACCAGCCCATCCIAGITCCC Transicion,
— = CTCCAAATGTTGCTTCCCCCT Sustitucion: A/G
c r;ggg;‘gig 1o | CACCCCTGGTATGCACTGTGCCGTGICITIACTGA Transicion,
— - TTCTTGGGCAAGTTCAAATA Sustitucion: C/T

El alelo de riesgo se muestra resaltado en negritas.
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Analisis estadistico

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los AM y MEZ fueron analizadas con la prueba
prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon. Con los resultados de genotipificacion del GWAS (500 AM
y 115 MEZ) se realizé un analisis de ancestria global (Estructura genética) con el software
ADMIXTURE 1.3 asumiendo tres poblaciones parentales K=3 [Mandenka de Africa (AFR),
Franceses y Vascos de Europa (EUR), Mayas y Pimas de América (AMER) del Proyecto de
Diversidad del Genoma Humano (HGDP por sus siglas en inglés http://www.hagsc.org/hgdp/)]

, la K=3 se definié por el método de validacion cruzada (Alexander E et al., 2015) El software
EIGENSOFT v5.0 se utilizo para el analisis de componentes principales (PCA) con las mismas
poblaciones de referencia (EUR, AFR, AMER). Todas las asociaciones en la CoDe fueron
realizadas bajo un modelo tipo caso vs control para SMet y sus componentes mediante una
regresion logistica y para rasgos cuantitativos con una regresion linear con el software PLINK
(v1.07). Las asociaciones fueron analizadas bajo un modelo aditivo utilizando como
covariables: el sexo, la edad, el IMC y los vectores resultantes del analisis de componentes
principales de los distintos grupos étnicos (Clarke et al., 2011). El equilibrio de Hardy-Weinberg

se analizd con la prueba de ¥?.

Para la CoRe, se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas con el software Genepop
4.5y se compararon con las poblaciones continentales: Yoruba de Africa (YRI por sus siglas en
inglés), Residentes de Utah con ancestria del norte y oeste de Europa (CEU por sus siglas en
inglés) y mexicanos residentes de Los Angeles (MXL por sus siglas en inglés)
(http://www.internationalgenome.org) (Raymond & Rousset, 1995). Se construyeron mapas de
distribucion espacial con las frecuencias alélicas en aquellas poblaciones indigenas o etnias
con mas de 5 individuos y se clasificaron en regiones geograficas (Tabla 5) de la misma manera
que en Contreras-Cubas et al., 2016. El analisis de haplotipos, desequilibrio de ligamiento y
frecuencia de los haplotipos fue estimada con el software Haploview 4.2 usando el valor de r?
(Barrett et al., 2005). En todos los analisis, se considero significativo un valor de P<0.05.
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Tabla 5.- Clasificacion de las poblaciones AM de acuerdo a la region geografica.

Reglp '.1 Etnia Estado
geografica
Seris, Yaquis, Mayos Sonora
Norte
Tarahumaras Chihuahua
Centro Purépechas Michoacan
oeste
Totonaca ,
Nahuatl de puebla Puebla
Pame, Huasteco, . ,
Nahuatl de San Luis Potosi | >an Luis Potosi
Popoluca de la Sierra Veracruz
Estado de
Centro Otomi México/Veracruz/
este Hidalgo/ CDMX
Mazahua, ..
Nahuatl del estado de México | EStado de Mexico
Nahuatl de Hidalgo Hidalgo
Nahuatl de Veracruz Veracruz
Nahuatl CDMX CDMX
Nahuatl de Morelos Morelos
Mazateco, Zapoteco,
Sur Chinanteco, Chontal,Mixe, Oaxaca
Mixteco,Huave
Sur Mocho, Kanjobal, Kaqgchikel,
oste Chuj, Mam, Tojolabal, Chiapas
Tsotsil, Zoque, Jakalteko
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion de estudio

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los AM y MEZ se muestran en la Tabla 6. En AM,
69% fueron mujeres y el 31% hombres. La edad promedio fue de 52 + 16 corregir todos con un
IMC de 28 + 5. En MEZ, de igual manera que en los AM, la mayoria de los participantes fueron
mujeres con un 67 % y 33 % de hombres con una edad promedio de 43 £ 9 y un IMC de 28 +
9.

La prevalencia de SMet en las poblaciones de estudio fue de 56% en AM y de 53% en MEZ
(Tabla 6). En ambas cohortes, los individuos con SMet (casos), mostraron niveles
significativamente elevados de glucosa, triglicéridos, circunferencia de cintura, presion arterial
y niveles bajos de C-HDL, en comparacion con los individuos sin SMet (controles) (Tabla 6).
Por componente de SMet, se observd, en ambas cohortes que el mas frecuente fueron los
niveles bajos de C-HDL (77%), seguido por los niveles altos de triglicéridos (60% en AM y 59%
en MEZ). La DT2 y la hipertension se presentaron en menor frecuencia en ambas cohortes
(Tabla 7). La comparacion de las frecuencias de cada entidad metabdlica entre AM y MEZ
mostro, que la obesidad central, la DT2 y la presion arterial elevada fueron significativamente
menos frecuentes en MEZ que en los AM, en contraste, la hiperglucemia fue significativamente
mas frecuente en MEZ que en AM (Tabla 7).
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Tabla 6- Caracteristicas clinicas y demograficas de las poblaciones de estudio

AM Caso vs Control

MEZ Caso Vs Control

Control Caso SMet Control Caso SMet
Total Total
n =907 N= 1144 n =400 n =455
n = 2051 n = 855
(44%) (56%) (47%) (53%)
Mujeres 60% 76 % 69 % 725 % 61.8 % 66.8 %
Hombres 40% 24 % 31 % 27.5% 38.2% 33.2%
Edad (afos) 48 +17 54 +14* 51+16 41+10 45+8 43+9
IMC (kg/m?) 26+4 29 + 5* 28+5 26 +12 30 £5 28+9
Glucosa
en ayuno 90 + 30 121 + 62* 107 + 53 97 £ 17 122 + 46* 110 + 37
(mg/dL)
Triglicéridos
149 + 99 232 +116 * 195 + 117 145 + 84 254 £ 173* 203 + 149
(mg/dL)
Circunferencia
8 +10 96 + 10* 92+ 11 86 +10 98 + 12* 93+12
de cintura (cm)
C-HDL (mg/dL) 43 +13 36 £ 10* 39+12 46 +12 36 +8* 40 + 11
Presion arterial
119+ 20 136 + 22* 128 + 23 104 +13 116 +* 113+ 14
sistélica (mm Hg)
Presion arterial
diastolica 69 +10 77 £12* 74 £12 72+8 77 £ 11* 74 £ 10
(mm Hg)

Casos: inidividuos con tres 0 mas componentes para SMet y controles sin SMet, . Los valores se presentan
como: promedio + desviacion estandar. Prueba prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon *P<0.05, IMC= Indice de
masa corporal, C-HDL = Colesterol HDL
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Tabla 7.- Porcentaje de individuos con enfermedades metabolicas en las poblaciones AM y MEZ

AM MEZ
(%) (%)

Enfermedades metabdlicas

Colesterol HDL
< 40mg/dl en hombres 77 77
< 50mg/dl en mujeres

Trigliceridemia
=150 mg/dl 60 59
o tratamiento

Obesidad central
= 88 cm en mujeres 50 44*
2 102 cm en hombres

Presion arterial elevada
=2 130 mm Hg 48 19*
= 85 mm Hg

Hiperglucemia
=100 mg/dl 35 59*
o tratamiento

Obesidad 27 27
IMC>30
Hipertension
2 139 mm Hg 20 10*
=2 89 mm Hg

Diabetes tipo 2 22 11*
=126 mg/dl

Proporcién de individuos con enfermedades metabdlicas. Las proporciones fueron analizadas con la prueba de
x? con una significancia de P<0.05*.
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Estructura genética y analisis de componentes principales (PCA).

Se determind la K=3 porque presento el error mas bajo por el método de validacién cruzada. La
estimacion de ancestria global mostr6, que los individuos AM son diferentes a las poblaciones
continentales de referencia europea y africana, lo que sugiere, que las frecuencias alélicas entre
los individuos tienen mucha similitud. Esta poblacion (AM) tuvo un componente ancestral
amerindio del 95% = 5, europeo del 3.8% + 4 y un componente africano del 0.007 + 0.009. Por
el contrario, en los MEZ el componente amerindio fue de 61.4 + 11.9, seguido del europeo de
34.4 + 10.8 y una pequeina proporcion del africano de 4.1 £+ 1.8 (Figura 2A). En relacion al
analisis de componentes principales, se observo que los AM (azules oscuro) se agruparon con
la poblacion amerindia de referencia (morados) y se localizaron distantes a las poblaciones de
referencia (europea: rojos y africana, verdes). Por el contrario, los MEZ (azul claro), como era
de esperarse, se encontraron distribuidos entre las poblaciones de amerindios y europeos

(Figura 2B).
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Figura 2. A) Proporcion de ancestria global de las poblaciones AM (puntos azul oscuro) y de mestizos y las
poblaciones de referencias (tomadas del HGDP) asumiendo un K=3. El color azul oscuro representa la ancestria
amerindia (AMER), el rojo la ancestria europea (EUR) y el verde la ancestria africana (AFR). B) Analisis de
componentes principales de las poblaciones estudiadas combinados con las poblaciones de referencia. AM:
amerindios, MEZ : mestizos, EUR:europeos, AFR: africanos, y amerindios HGDP.
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Analisis de asociacion

Los resultados de asociacién en la CoDe (500 AM y 115 MEZ) mostraron, que los MEZ
presentaron un factor de inflacion gendmica elevado A1=1.6, es decir, que la poblacion tiene
estratificacion y heterogeneidad genética, por lo cual, no fueron incluidos para los estudios de
replicacion (Clarke JM et al., 2011). Por el contrario el factor de inflacibn genémica en la
poblacidon AM, fue de A=1, es decir, no hay estratificacion poblacional, ni individuos con
ancestria divergente.

En el analisis de GWAS, un total de 690,893 SNVs pasaron los controles de calidad y 253 SNVs
mostraron asociacion significativa con SMet, sus componentes o a alguna EMet. De las 253
variantes, 94 se asociaron con proteccion y 159 con riesgo a presentar alguna EMet (Tabla 8).
A partir de este GWAS se seleccionaron seis variantes que mostraron la mayor asociacion y
tuvieron el mayor posible impacto funcional con diferentes rasgos metabdlicos: PLCB1
rs2423366, RREB rs2842352, TSHZ2 rs1355597, RPH3A rs476660, ATP10A rs7165728 y
APOC3rs5128 (Tabla 9).
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Tabla 8.- Numero de variantes génicas asociadas a diferentes rasgos metabdlicos en la CoDe.

Rasgo metabdlico Numero de variantes asociadas | Proteccion | Riesgo
SMet 24 15 9
Glucosa en ayuno 25 6 19
Triglicéridos 22 17 5
C-HDL 35 22 13
Presion arterial 68 21 47
Circunferencia de cintura 33 8 25
DT2 25 2 23
Obesidad 21 3 18
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Tabla 9.- Variantes alélicas seleccionadas para replicacion en la poblacion AM.

Fenotipo Gen SNV Loc. |MAF Frec. OR (IC 95%) P BETA (IC 95%) P
Caso/Ctrl
Glucosa
PLCB1 rs2423366 Intron A | 0.62/0.46 | 2.2(1.5-3.3) | 5.1E-05 | 13.2(6.3-20.0) | 1.8E-04
elevada
TSHZ2 rs1355597 Intron T 0.72/0.57 | 2.7(1.8-4.2) 1.3E-06 | 33.6(8.1-59.1) | 1.0E-02
Triglicéridos
elevados
RPH3A rs4766660 Intron A | 0.26/0.45 | 0.4(0.2-0.6) | 7.1E-05 [-25.1(-50.8-0.5)| 5.6E-02
ATP10A | rs7165728 Intron C | 0.13/0.26 | 0.3(0.2-0.5) 1.9E-05 6.1(3.7-8.4) | 9.4E-07
C-HDL
bajos
APOC3 rs5128 UTR-3 | G | 0.37/0.19 | 2.9(1.7-4.9) | 2.4E-05 | -3.8(-5.9-1.6) | 5.2E-04
Presion
Arterial RREB1 rs2842352 | UTR-3 T 0.21/0.37 | 0.4(0.2-0.6) | 7.5E-05 - -
elevada

MAF=Alelo de menor frecuencia, OR=0dds ratio, IC= intervalo de confianza, Beta= Coeficiente Beta,

P=Valor de P
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Resultados del GWAS en la CoDE

En poblacion indigena se observd una asociacion significativa de la variante rs2423366_A del
gen PLCBT1 localizado en el cromosoma 20 con niveles elevados de glucosa en sangre.
[OR=2.2; 1C 95% (1.5-3.3); P=5.08E-05], [Beta=13.2; IC 95% (6.38-20.05); P=1.87E-04] (Tablas
9y 10.1, Figura3) y a DT2 [OR=3.9; IC 95% (2.07-7.56); P=4.15E-05 (Tablas 9 y 10.2, Figura
4).

La variante rs4766660_A del gen RPH3A que se encuentra en el cromosoma 12 se encontrd
asociada a proteccion para hipertrigliceridemia [OR=0.4; IC 95% (0.29-0.66); P=7.15E-05],
[Beta=-25.1; IC 95% (-50.82-0.59); P=5.65E-02] (Tablas 9 y 10.3, Figura 5 B). La variante
rs1355597_T del gen TSHZ2 localizado en el cromosoma 20 se encontrd asociada a niveles
elevados de ftriglicéridos en la misma CoDe [OR=2.7; IC 95% (1.8-4.2); P=1.36E-06],
[Beta=33.6; IC 95% (59.11-8.11); P=1.03E-02] (Tablas 9 y 10.3, Figura 5 C). La variante
rs7165728 C que se encuentra en el gen ATP10A localizado en el cromosoma 15, se encontro
asociada a proteccidén hacia niveles bajos de C-HDL en poblacién indigena [OR=0.3; IC 95%
(0.21-0.56); P=1.9E-05], [Beta=6.1; IC 95% (3.72-8.48); P=9.54E-07] (Tablas 9y 10.4, Figura 6
B). En la CoDe, la variante rs5128_G en el gen APOCS3, se encontré asociada a niveles bajos
de C-HDL, [OR=2.9, Cl 95% (1.79-4.95); P=2.48E-05], e interesantemente también se encontro
asociada con riesgo al desarrollo de SMet [OR=2.51, Cl 95% (1.59-3.97); P=7.79E-05] (Tabla
10.8, Figura 10) y al riesgo de desarrollar hipertrigliceridemia [OR=1.57, Cl 95% (1.05-2.35);
P=0.02]. (Tablas 9y 10.3, Figura 6 C).

La variante rs2842352_T del gen RREB1 localizado en el cromosoma 6, presentd una
asociacion significativa hacia proteccion para presion arterial elevada [OR=0.45; IC 95% (0.27-
0.64); P=7.5E-05] (Tablas 9 y 10.5, Figura 7). Se observd una asociacion significativa de la
variante rs6982255 [OR=2.75; IC 95% (1.78-4.25); P=5.3E-06], [Beta=5.33; IC 95% (1.94-5.12);
P=1.83E-05] con niveles elevados de circunferencia de cintura en la CoDe en poblacion
indigena (Tabla 10.6 (Figura 8 Ay B). La variante rs9318318 que se encuentra entre los genes
LINC00347 y CTAGE11P en el cromosoma 13 se observo asociada con obesidad en poblacion
indigena [OR=9.52; IC 95% (3.65-24.88); P=4.19E-06] (Tabla 10.7 , Figura 9 Ay B).
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Tabla 10.1.- Genes/SNV asociados con niveles elevados de glucosa en la CoDe.

chr | Locus Gen Loc. SNV MAF | Frec. OR(IC95%) P BETA(IC95%) P
Caso/Ctrl
ZNF691-
1| p3az | ZYFOT | intergen | 1516830039 | G | 0.35054 | 0.4(030.6) | 4.1E05 | 64(-1320.37) | 6.4E02
0223 | cuma nron | 711129516 | A | 053034 | 24(153.1) | 27E05 | 4.9(-16-116) | 1.4E01
3 12280243 | T | 053033 | 21(15-31) | 2.8E-05 | 6.2(0.1-12.6) | 55E-02
0223 | cCMTM7 Intron | rs9872374 | C | 0.08/022 | 03(0.1-0.5) | 57E-05 | -12.5(-21.4-36) | 6.0E-03
025.1 WNT7A Intron | rs12497175 | T | 0.23/0.39 | 0.4(02-06) | 9.2E-05 | -7.1(-144-0.2) | 5.7E-02
"SX2. 171371 | G | 057/037 | 22(1533) | 15605 | 52(-16-12.1) | 1.3E-01
5 q35.2 HMP19 Intergen
rs6886562 | C | 0.52/0.33 | 2.2(15-33) | 2.0E-05 | 45(-23-115) | 1.9E-01
rs6556137 | G | 0.55/0.36 | 2.2(15-33) | 21E-05 | 4.2(-26-112) | 22E-01
7| g3 | CREBILZ | nergen | 1510245239 | C | 03500.55 | 0.4(03-06) | 27E-05 | -13.6(-202-7.0) | 6.AE-05
o | p241 | KDmac Intron | rs2792226 | A | 0.28/0.46 | 0.4(0.3-0.6) | 7.0E05 | -9.2(-16.3-21) | 1.0E-02
p223 | C30MZ | intergen | rs12352812 | A | 050031 | 21(1.4-3.1) | 82E-05 | 9.4(25163) 7.8E-03
11 | q223 | ZC3H12C | Inton | rs10891055 | A | 0.15/0.04 | 4.0(2.0-7.9) | 53E-05 | 13.1(0.8-254) | 3.7E-02
PRICKLET
12 | qt2 | PRICKLED | intergen | rs17001551 | A | 0550.37 | 24(1.4-3.1) | 53E05 | 106(3917.3) | 19E-03
13 | q123 | TEX20HSP | inergen | 1s9527749 | A | 0260012 | 27(17-44) | 340E-05 | 11.4(26202) | 1.1E-02
rs6573152 | A | 0.31/0.15 | 2.5(1.6-3.9) | 3.82E-05 | 18.1(10.1-26.1) | 1.1E-05
rs17722963 | G | 029/0.14 | 25(1.6-4.0) | 3.98E-05 | 18.3(10.3-26.3) | 1.0E-05
q22.3 | C1dorf1o- | Intergen | rs17795775 | T | 030015 | 24(1.5-38) | 7.38E-05 | 18.1(10.2-26.1) | 1.0E-05
SLC35F4
14 rs268822 | A | 031016 | 2.3(15-3.6) | 7.85E-05 | 16.4(8.6-24.1) | 4.5E-05
(17722951 | C | 0280014 | 2.5(1.6-4.07) | 8.04E-05 | 16.3(8.2-24.4) | 9.4E-05
Intergen | rs8021033 | G | 0.31/0.16 | 2.3(1.5-35) | 8.57E-05 | 16.7(9.1-243) | 2.1E-05
4223 | NaA30- Intron
e rs1152522 | T | 0320017 | 2.3(1.5-35) | 8.77E-05 | 15.9(8.3-23.4) | 4.6E-05
intregen | rs1152537 | G | 0330017 | 22(15-3) | 8.90E-05 | 15.4(7.9-229) | 7.1E-05
20 | p123 | PLCBY intron | rs2423366 | A | 0.62/0.48 | 2.2(1.5-3.3) | 5.08E-05 | 13.2(6.3-20.1) | 1.8E-04
23 | p213 | ILTRAPLT | inton | rs17333873 | G | 008024 | 0.2(0.1-04) | 2.74E-05 | -7.5(-17.9-2.8) | 1.5E-01

MAF=Alelo de menor frecuencia, OR=0dds ratio, IC=Intervalo deconfianza, Beta=coeficiente Beta, P=Valor de P.
En negritas se sefialan las variantes seleccionadas para el andlisis de validacion. Niveles de glucosa normales
<100mg/dL.
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Tabla 10.2.- Genes/SNV asociados con DT2 en la CoDe.

Frec. o
Chr | Locus Gen Loc. SNV MAF | _Frec | OR(c9s%) P
rs4971186 | A | 0.20/0.053 | 5.0(2.4-10.5) | 1.4E-05
1 423.1 KIRREL intron rs10796995 | C | 0.19/0.05 | 4.9(2.3-10.4) | 3.7E-05
r$912640 G | 021005 | 44(219.1) | 3.9E-05
LINC00210-
41 i Intergen rs12132163 | G | 047/0.25 | 3.0(1.7-5.3) | 7.6E-05
) p21 THADA intron rs10495899 | C | 0.12/0.02 | 9.7(3.3-28.7) | 3.3E-05
RBKS- )
p23.2 s intron rs4361084 | C | 030012 | 3.6(1.969) | 8.1E-05
q22.1 ABCG2 intron rs1481011 A | 028009 | 42(2.1-81) | 1.8E-05
4 HS3ST1. ' rs6448872 | A | 0.12/035 | 0.2(0.1-0.4) | 3.0E-05
p15.33 RAB28 Intrén
rs2866455 | A | 0.11/037 | 0.2(0.1-0.4) | 4.4E-05
p14 i Intergen r$2608828 G | 035012 | 3.3(1.8-6.1) | 5.4E-05
CBR4-
432.3 PR Intergen rs10518033 | C | 0.22/0.06 | 4.4(21-9.2) | 7.2E-05
NUDT12-
5 q21.2 Tz Intergen rs11744448 | A | 0.36/0.18 | 3.12(1.8-5.6) | 8.1E-05
] 423.3 MAP3K5 intron rs12164028 | G | 051/0.28 | 3.5(1.9-6.3) | 2.2E-05
p22.3 ATXN1 intron rs12196135 | A | 0.41/0.19 | 3.7(20-6.9) | 24E-05
423.2 SGK1 intron r$12202855 | G | 0.19/0.06 | 4.9(2.2-10.6) | 6.9E-05
9 434.3 OLFM1 intron rs1815366 | A | 030012 | 3.3(1.8-6.1) | 8.6E-05
10 | q211 PRKG1 intron rs10999808 | G | 0.12/0.029 | 6.1(2.4-15.4) | 9.7E-05
FAMB6FP-
12 | p1331 | [AMEOPE. Intergen r$2953233 | C | 070045 | 31(1.7-53) | 8.0E-05
" rs773841 G | 023007 | 522511.1) | 1.1E-05
p13.11 NWD1 intron rs8104526 | C | 0.23/0.07 | 51(2.4-10.9) | 1.4E-05
rs2446148 | A | 0220007 | 4.8(2.2-10.2) | 3.4E-05
b0 | P123 PLCB1 intron rs2423366 | A | 0.81/0.58 | 3.9(2.1-7.5) | 4.1E-05
p12.1 MACROD2 intron rs6034197 | A | 0220006 | 4.3(21-87) | 4.9E-05
q1312 | SLC12A5 intron r$3848726 T | 0.16/0.03 | 5.6(24-13.0) | 6.4E-05
2 LOC100128 rs80567 A | 020009 | 422279) | 6.1E-06
q13.33 946- Intergen
C220rf34 rs1024337 T | 0260009 | 3.5(1.865) | 7.6E-05

MAF=Alelo de menor frecuencia, OR=0dds ratio,IC= Intervalo deconfianza, Beta=Coeficiente Beta. En negritas se
sefialan las variantes seleccionadas para el analisis de validacion. Se considero un individuo con diabetes cuando

presento niveles deglucosa en ayuno >126mg/dl.
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Tabla 10.3.- Genes/SNV asociados con triglicéridos elvados en la CoDe.

Frec.
Chr | Locus Gen Loc. SNV MAF | Free | OR(C95%) P BETA(IC95%) P
PAXT. r$2982486 A | 0200058 | 40(2078) | 62E-05| 503(17.3-83.3) | 3.05E-03
1 p36.13 KLHDCT7A Intergen
12816022 0.20/0.06 | 3.7(1.9-71) | 9.8E-05 | 488(15.9-81.7) | 3.92E-03
Clorf8r-
1| p32.1 o Intergen | rs10515373 | T | 0.02/0.10 | 0.1(0.0-0.3) | 6.5E-05 | -73.9(-131.4-16.4) | 1.23E-02
3 | p123 | ROBOZ | intergen | rs7642693 T | 043029 | 24(15-39) | 84E-05 | 37.9(11.6-643) | 5.10E-03
3 | p13 ey | mntergen | rs6782608 A | 0460028 | 22(1432) | 91E-05 | 263(15-51.0) | 3.82E-02
PERA. rs12668457 | C | 023043 | 03(02:05) | 2.4E-06 | -49.3(-75.3-23.3) | 2.43E-04
7 p21.3 NDUFEA4 Intergen
rs17162809 | G | 019036 | 03(0.2-05) | 6.6E-06 | -45.6(-73.2-17.9) | 1.38E-03
8 p22 Tnﬁl’ggf Intergen | rs1349978 C | 0240041 | 04(02-06) | 66E-05| -28.3(-53.8-2.7) | 3.06E-02
10 [ q26.11 | "NOPSE | intergen | rs196208 A | 005017 | 020.1-0.3) | 3.3E-06 | -60.2(-101.5-19.0) | 4.48E-03
rs7315734 G | 027044 | 04(0206) | 6.0E-05 | -26.1(-51.8-0.4) | 4.74E-02
rs4766660 | A | 0.27/0.44 | 0.4(0.2-0.6) | 7.1E-05 | -25.1(-50.8-0.5) | 5.65E-02
rs4767017 C | 027/044 | 04(029-0.66) | 7.7E-05 | -255(-51.3-01) | 5.26E-02
12 | q2413 | RPH3A intron
rs10850088 | G | 029046 | 04(0.3-06) | 7.9E-05 | -26.7(-51.8-1.6) | 3.76E-02
rs7958347 C | 020046 | 04(0.3-06) | 81E-05 | -27.5(-52.6-2.4) | 3.26E-02
rs7966149 C | 020046 | 04(0.3-06) | 81E-05 | -27.5(-52.6-2.4) | 3.26E-02
17 | q253 | BAIAP2 intron rs11664 A | 016032 | 03(02:06) | 52E-05| -20.8(-50.4-8.7) | 1.69E-01
rs1355597 T | 0720057 | 27(1.842) | 1.3E:06 | 33.6(59.1-8.1) | 1.03E-02
q13.2 TSHZ2 intron |  rs2426476 T | 025044 | 030.2-05 | 1.8E-06 | -30.8(-56.4--5.1) | 1.91E-02
20
rs2426477 G | 025044 | 03(0205) | 1.9E-06 | -331(-58.9-7.3) | 1.24E-02
q13.32 | P Hég;f& Intergen | rs4810165 T | 038023 | 24(1537) | 86E-05| 12.1(-14.6-389) | 3.73E-01
PDKG3-
23 | p22.11 | g PP | intergen | rs11796843 | T | 0290049 | 03(020) | 48E-05 | -48.3(783-182) | 1.81E-03

MAF=Alelo de menor frecuencia, OR=0dds ratio, IC=Intervalo de confianza, Beta=Coeficiente Beta, P=Valor de P.
En negritas se sefalan las variantes seleccionadas para el analisis de validacion. Niveles altos de triglicéridos

>150m/gdL.
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Tabla 10.4.- Analisis de asociacion con niveles de C-HDL bajos (Hipoalfalipoproteinemia) en la
CoDe.

Locu MA Frec.
chr | M2 Gen Loc. SNV A | rec. | OR(Ces%) P BETA(IC95%) P
CYR61-
1| p223 Intergen | rs1360240 | C | 0.11/0.23 | 0.2(0.1-05) | 45E-05 | 3.6(0.7-65) | 1.4E-02
ZNHIT6
Intergen | rs167378 | A | 0.04/0.16 | 0.1(0.1-0.3) | 46E-06 | 6.5(2.9-102) | 5.1E-04
p252 | LOC400940-
: LINC00487 rs306196 | A | 0.04/0.15 | 0.2(0.1-0.4) | 9.5E-06 | 6.1(3.0-10.6) | 4.9E-04
rs12472552 | T | 0.0400.15 | 0.2(0.1-0.4) | 9.5E-06 | 6.8(3.0-10.6) | 4.9E-04
Intergen
5 rs1462056 | C | 0.04/0.15 | 0.2(0.1-0.4) | 1.0E-05 | 6.8(3.-106) | 5.1E-04
q31.1 UBR3 Sinénimo | rs10194785 | T | 0.17/0.33 | 0.4(0.2-06) | 5.2E-05 | 6.1(3.8-84) | 3.7E-07
436.3 SLOToAS Intergen | rs4305263 | A | 0.12/0.23 | 0.3(0.2-05) | 6.0E-05 | 2.6(-02-55) | 7.7E-02
MYADML-
0223 | LOC100288911- | Intergen | rs17389879 | A | 0.03/0.09 | 0.1(0.1-0.4) | 9.7E-05 | 6.7(1.8-11.6) | 7.3E-03
MIR548AD
3 | q29 TFRC intron | rs4927866 | T | 0.03/0.13 | 0.2(0.1-0.4) | 3.7E-05 | 7.2(2.8-115) | 1.2E-03
4 | q31.3 | FAM160A1 intron | rs4479686 | T | 0.47/0.30 | 2.6(1.6-4.1) | 5.0E-05 | -4.2(-6.2-2.2) | 5.2E-05
p13.3 Lcs’fp’;'g; Intergen | rs1995265 | A | 0.40/0.60 | 0.3(0.2-05) | 9.9E-06 | 3.3(1.2-53) | 1.6E-03
PRR16-
423.1 FAM170A- Intergen | rs2443744 | A | 031012 | 3.2.0-64) | 1.2E-05 | -3.3(-5.6-1.0) | 4.3E-03
5 HSD17B4
23.1 PRR16 Intergen | rs330202 | T | 0.32/014 | 3.1(1.8-53) | 5.3E-05 | -3.2(-5.4-0.9) | 5.7E-03
q23. FAMT70A g .32/0. 1(1.8-5. ) 2(-5.4--0. .
P183 | Locaso09e intron rs187967 | T | 0.38/0.55 | 0.4(0.3-06) | 5.7E-05 | 2.8(0.8-47) | 4.7E-03
intron rs272199 | A | 0.39/0.55 | 0.4(0.3-06) | 6.9E-05 | 2.5(0.6-4.5) | 9.6E-03
0153 | ADAMTST6-
5 om0y | Intergen | rs3733787 | T | 0.27/0.44 | 0.4(0.3-06) | 83E05 | 27(0.64.8 | 1.0E-02
EEF1E1_SLC35 rs2153535 | G | 0.19/0.40 | 0.4(0.2-0.6) | 5.5E-05 | 4.2(1.9-6.4) 3.1E-04
6 p24.3 B3- Intergen
L0OC100506091 rs10484750 | C | 0.19/0.39 | 0.4(0.2-0.6) | 7.9E-05 | 4.4(2.1-6.7) 1.7E-04
s | w2s MIR5680-
q22. RRM2B Intergen | rs1111912 | A | 0.15/0.32 | 0.3(0.2-06) | 5.0E-05 | 3.5(1.1-5.8) | 3.9E-03
rs10103532 | A | 0.14/0.30 | 0.3(0.2-0.6) | 7.3E-05 | 3.4(1.0-59) | 6.0E-03
9341 MED27-
9 3 MED2T. Intergen | rs9411345 | A | 0.47/0.26 | 2.9(1.8-4.7) | 8.5E-06 | -3.6(-5.6--1.6) | 4.3E-04
11
q23.3 APOC3 UTR-3 rs5128 G | 0.37/0.19 | 2.9(1.7-4.9) | 2.8E-05 | -3.8(-5.9-1.6) | 5.2E-04
APOC3-
423.3 apocs Intergen | rs10750098 | G | 0.37/0.20 | 2.8(1.7-4.8) | 49E-05 | -3.8(-5.9-1.6) | 5.7E-04
421 Jf's(;-' Intergen | rs12792346 | A | 0.05/0.15 | 0.2(0.1-05) | 7.9E-05 | 6.6(3.1-10.1) | 2.6E-04
423.3 SIK3 intron | rs6589576 | C | 0.51/0.34 | 2.5(1.5-4.0) | 8.9E-05 | -3.61(-5.6-1.5) | 5.8E-04
12 | p11.1 g’ﬁf& Intergen | rs2018498 | G | 0.27/0.45 | 0.4(0.2-06) | 8.2E-05 | 3.2(1.2-5.3) | 1.8E-03
15 | q12 ATP10A intron | rs7165728 | C | 0.16/0.33 | 0.3(0.2-0.5) | 1.9E-05 | 6.1(3.7-8.4) | 9.4E-07
q22.2 RORA intron | rs9788707 | G | 0.32/0.16 | 2.9(1.7-5.1) | 5.9E-05 | -3.9(-6.2-1.6) | 8.9E-04
NDN-
q11.2 o Intergen | rs1850475 | C | 0.23/0.06 | 4.3(2.1-8.8) | 8.2E-05 | -3.3(-5.8-0.8) | 8.1E-03
20
p12.1 SPTLC3 intron | rs6074564 | T | 0.27/0.48 | 0.3(0.2-05) | 2.0E-05 | 3.3(1.1-55) | 3.1E-03
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rs7264061 | C | 0.28/0.48 | 0.3(0.2-0.6) | 35E-05 | 3.2(1.0-55) | 3.9E-03
p12.3 F g’:%?- Intergen | rs1115460 | G | 0.22/0.07 | 4.2(2.1-85) | 5.0E-05 | -5.0(-7.7-2.3) | 3.5E-04
(8124724 | C | 0.22/0.07 | 3.9(1.9-7.8) | 8.5E-05 | -4.6(-7.3-1.9) | 7.9E-04

rs5005940 | T | 0.22/0.07 | 3.9(1.9-7.8) | 8.5E-05 | -4.6(-7.3-1.9) | 7.9E-04

2 | g12.3 MYH9 Intron | rs5756133 | A | 0.47/0.27 | 2.5(1.6-39) | 3.1E-05 | -2.6(-4.6-06) | 1.1E-02

MAF=Alelo de menor frecuencia, OR=0dds ratio,IC=Intervalo de confianza, Beta=Coeficiente Beta. P=Valor de P.
En negritas se sefialan las variantes seleccionadas para el analisis de validacion. Niveles bajos de C-HDL
<40mg/dL en hombres y <50mg/dL en mujeres.
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Tabla 10.5.-Analisis de asociacién con presion arterial elevada en la CoDe.

Frec. o
Chr Locus Gen Loc SNV MAF Caso/Ctrl OR(IC95%) P
p32.3 RAB3B intron | rs1935289 | T | 045029 | 2.4(1.6-3.6) 1.8E-05
1 rs12410838 | C | 026013 | 2.8(1.7-4.6) 7.5E-05
q43 RGS7 intron
rs7544372 | C | 0.28/0.15 | 2.6(1.6-4.4) 7.8E-05
2 223 TEX41- Intergen | rs10196335 | G | 0.29/042 | 0.4(0.2-06) 8.0E-05
SETMAR-
3 | p262 LRANT SUwF1 | Intergen | 19866810 | C | 0260045 | 2(1.749) 9.8E-05
rs11732780 | G | 058041 | 2.5(1.6-3.8) 1.1E-05
GYPB-
4 | q31.21 Intergen | rs7657795 | A | 057/0.41 | 2.5(1.6-3.8) 1.3E-05
GYPA
rs4323051 | A | 042/058 | 0.4(0.2-0.6) 2.9E-05
435.1 DOCK2 intron | rs264850 | A | 047/030 | 2.6(1.6-4.0) 1.9E-05
STK32A-
432 ST Intergen | rs2114976 | C | 0.34/0.48 | 0.3(0.2-0.6) 2.2E-05
rs755188 | T | 0.16/0.27 | 0.3(0.2-0.5) 2.3E-05
° 112 ARL15- Intergen | rs4327570 | A | 0.18/028 | 0.3(0.2-05) 3.2E-05
q11. HSPB3 g9 .18/0. .3(0.2-0. .
rs6450194 | C | 0.18/0.27 | 0.3(0.2-0.5) 4.8E-05
ARL15-
q11.2 priiae Intergen | rs6877034 | C | 0.43/0.56 | 0.4(0.2-0.6) 3.9E-05
p15.31 MTRR Sinénimo | rs2287779 | A | 027/0.13 | 2.8(1.7-4.5) 3.4E-05
intron | rs3756439 | A | 026013 | 2.8(1.7-45) 4.1E-05
p15.31 A TRD3: intron | rs16879248 | C | 026013 | 2.8(1.6-4.4) 4.8E-05
KIF2A-
q12.1 K24 Intergen | rs37032 c | 031044 | 04(0.2-06) 5.2E-05
rs1054897 | G 0.3/043 | 0.4(0.2-0.6) 6.0E-05
C5orf64-
q12.1 o Intergen | rs1808400 | T | 0.31/0.44 | 0.4(0.2-0.6) 6.8E-05
PPP2R2B-
432 eranit Intergen | rs7711754 | A | 0.34/0.47 | 0.4(0.2-0.6) 7.2E-05
q12.1 KIF2A intron | rs7729719 | C | 031044 | 0.4(0.2-0.6) 9.4E-05
LOC100506207-
6 p24.3 TFAP2A- intron | rs11752484 | T | 020037 | 0.3(0.2-06) 5.9E-05
OFCC1
p24.3 RREB1 UTR3 | rs2842352 | T | 0.23/0.36 | 0.4(0.2-0.6) 7.5E-05
p25.1 LY86 intron | rs3827783 | G | 038053 | 0.4(0.2-0.6) 8.0E-05
r$9502482 | G | 0.38/0.53 | 0.4(0.2-0.6) 4.2E-05
SEMAGE-
7 42111 S Intergen | rs1404152 | C | 053/0.39 | 2.4(1.5-3.6) 4.6E-05
SMARCAZ-
9 p24.3 oyt Intergen | rs3935922 | G | 0.35/0.48 | 0.4(0.3-0.6) 9.0E-05
C10orf67-
10 | p122 oTUD1- Intergen | rs2886497 | G | 058/0.41 | 2.2(1.5-3.3) 6.2E-05
MIR1254-2
rs1511824 | T | 0.37/0.54 | 0.4(0.3-0.6) 7.5E-05
1 | p143 LuzP2 intron | rs7481320 | A | 046/024 | 2.8(1.8-4.4) 2.2E-06
rs7478820 | T | 048/026 | 2.5(1.6-3.8) 1.4E-05
425 oPCML intron | rs4937753 | C | 0.13/0.04 | 5.6(2.3-13.4) 9.7E-05
LRRK2-
12 q12 ey Intergen | rs10784386 | G | 0.09/0.19 | 0.2(0.1-0.5) 8.9E-05
TDRD3-
13 | q21.2 TDRDS Intergen | rs8002187 | C | 048/0.31 | 2.8(1.8-4.5) 5.8E-06
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13127314 | G | 054036 | 2.6(1.7-4.0) 1.4E-05
18 | p11.23 [amArL Intergen | rs7237852 | G | 0.19/0.33 | 0.3(0.2-0.5) 5.1E-05
19 | q13.32 SNARE- Intergen | rs8100637 | C | 021/0.10 | 3.7(1.96.9) 4.2E-05
20 | q13.2 eviovle Intergen | rs210068 | G | 044/027 | 2.2(15-33) 6.0E-05
2 | g132 TTLL1 Intergen | rs13057591 | T | 0.32/016 | 3.7(2.26.2) 8.9E-07
e intron | rs3788599 | T | 029014 | 3.7(2.1-6.5) 5.1E-06
inton | rs5758972 | T | 031016 | 3.3(1.9-5.5) 6.4E-06
inton | rs9607961 | T | 031016 | 3.2(1.9-5.5) 7.4E-06
inton | rs738536 | A | 0.310/0.17 | 3.0(1.8-5.0) 2.0E-05
ARFGAP3 inton | rs5758965 | A | 031016 | 3.3(1.9-5.6) 6.4-E-06
inton | rs2273142 | G | 031016 | 3.2(1.9-5.5) 7.3E-06
inton | rs5758951 | G | 031016 | 3.1(1.8-5.1) 1.0E-05
Intergen | rs4820483 | A | 0300016 | 3.2(1.9-55) 1.0E-05
intron | rs2024645 | T | 030016 | 3.2(1.9-5.5) 1.1E-05
intron | rs4822203 | C | 030015 | 3.3(1.9-5.8) 2.2E-05
inton | rs5758962 | A | 0420027 | 2.3(15-3.6) 6.4E-05
TTLL1 Sinénimo | rs1132079 | T | 0320017 | 3.1(1.95.2) 8.1E-06
PACSIN2 inton | rs1076117 | A | 031017 | 3.0(1.8-5.1) 1.5E-05
Intergen | rs5759002 | G | 031017 | 3.0(1.85.1) 2.0E-05
inton | rs9607973 | G | 031017 | 3.0(1.85.1) 2.0E-05
Intergen | rs4822208 | T | 031017 | 3.0(1.85.1) 2.1E-05
inton | rs5750042 | T | 0.30/0.18 | 3.0(1.8-5.0) 2.4E-05
Sinénimo | 5750013 | A | 030017 | 3.0(1.8-5.0) 2.4E-05
inton | rs2017874 | A | 030017 | 3.0(1.7-4.9) 2.8E-05
intron | rs12166809 | A | 030017 | 3.0(1.7-4.9) 3.0E-05
intron | rs4820494 | C | 030017 | 3.0(1.7-4.8) 3.6E-05
inton | rs7288133 | T | 030017 | 3.0(1.7-4.8) 3.8E-05
inton | rs13433641 | C | 030017 | 3.0(1.7-5.1) 3.9E-05
inton | rs1071960 | C | 030016 | 3.0(1.7-4.8) 4.3E-05
inton | rs737782 | G | 032020 | 3.0(1.7-4.8) 4.E-05
inton | rs2179260 | A | 030017 | 3.0(1.7-4.5) 7.26-05
inton | rs5759081 | C | 031019 | 3.0(1.-4.5) 7.9E-05
inton | rs713717 | T | 030018 | 3.0(1.7-4.5) 9.1E-05
23 | p213 AR 8 Intergen | rs5944125 | T | 022042 | 0.3(0.2-05) 3.3E-05
p21.1 DMD intron | rs5972688 | G | 0120026 | 0.3(0.1-0.5) 8.8E-05

MAF=Alelo de menor frecuencia,OR=0dds ratio,IC=Intervalo de confianza, Beta=Coeficiente Beta, P=Valor de P.
En negritas se sefalan las variantes seleccionadas para el andlisis de validacion. Se considero la presion arterial
alta cuando el individuo presentaba 2130/85 mmHg o tomaba tratamiento.

45



A)

rs2842352(RREB1)

~logial(p)

15 16 17 18

2

10 —

—logyo(p-value)

rs2842352

l’2

0.8
0.6
0.4
0.2

RREB1— < SSR1 RIOK1—> DSP—
- AT e
< CAGE1 SNRANP48—
H——H—HHH H-HE
T T T T
7 7.2 7.4 7.6

Position on chré (Mb)

23

100

80

(an/io) etel uoneuIquiodey
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Tabla 10.6.- Analisis de asociacion con circunferencia de cintura elevada (obesidad central) en

la CoDe.
Frec.
Chr | Locus Gen Loc. SNV MAF | FTeC | OR(Ces%) P BETA(IC95%) P
CSF3R. rs16823299 | C | 059/0.41 | 2.4(1536) | 2.6E-05 | 2.5(1.0-4.1) | 1.1E-03
1 | p343 GRIK3 Intergen | rs16823301 | C | 0.39/0.56 | 0.4(0.2-0.6) | 4.9E-05 | -2.6(-4.2-1.0) | 1.4E-03
r$219002 | A | 0420026 | 2.3(1.5-35) | 8.3E-05 | 3.1(1.5-46) | 1.6E-04
013 LINCODST0- | intergen | rs11918732 | T | 0.33/0.18 | 2.6(1.64.1) | 46E-05 | 32(14-50) | 4.0E-04
3
423 eRYT: Intergen | rs2681689 | C | 0.46/0.34 | 2.2(1534) | 86E-05 | 2.4(0.83.9) | 2.4E-03
rs6855501 | T | 0.05/0.16 | 0.2(0.1-0.4) | 4.7E-05 | -5.0(-7.4--25) | 9.9E-05
rs4835063 | T | 0.05/0.16 | 0.2(0.1-0.4) | 5.6E-05 | -4.8(-7.4-2.4) | 1.5E-04
TTC29-EDNRA. rs1911589 | T | 0.05/0.16 | 0.2(0.1-0.4) | 5.6E-05 | -4.8(-7.3-2.3) | 1.5E-04
4 q31.22 MIR548G Intergen
rs10034640 | G | 0.05/0.17 | 0.2(0.1-0.4) | 6.7E-05 | -4.8(-7.3-2.4) | 1.2E-04
(s7667695 | C | 0.06/0.16 | 0.2(0.1-0.4) | 9.0E-05 | -4.6(-7.1-22) | 1.8E-04
(s4356896 | A | 0.06/0.17 | 0.2(0.1-0.4) | 9.1E-05 | -4.2(-6.6--1.8) | 7.1E-04
PELO-ISL1-
g2 | ELOISLT o | Intergen | rs16879232 | C | 05034 | 25(1639) | 26E05 | 27(1.1-44) | 10E-03
423.2 Cgﬁgggf' Intergen | rs3902446 | T | 0.40/025 | 2.4(16-3.7) | 3.9E-05 | 1.7(01-33) | 3.4E-02
5 PELO-ISL1- - ) - )
g2 | CELOISLT o | Intergen | 110223268 | A | 047032 | 26(153.5) | 62E05 | 22(0638) | 56E03
EA159. rs6888159 | G | 057/0.41 | 2.2(153.2) | 7.1E-05 | 2.8(1.3-4.2) | 2.0E-04
q12.3 RGS7BP Intergen
(6873572 | C | 057/041 | 2.2(1533) | 7.6E-05 | 2.7(1.2-4.1) | 3.8E-04
rs556495 | T | 0.44/029 | 2.4(1.6-38) | 56E-05 | 3.4(1.7-50) | 7.8E-05
MIR4643-
6 | q16.1 IR0 Intergen | rs677242 | T | 0.43/029 | 2.4(1537) | 7.7E-05 | 3.2(154.8) | 1.5E-04
rs592633 | G | 043029 | 24(1537) | 7.7E-05 | 3.2(1.5-4.8) | 1.5E-04
8 022 MTUS1 intron | rs6982255 | T | 0.5/0.33 | 2.7(1.7-42) | 5.3E-06 | 3.5(1.9-5.1) | 1.8E-05
rs6981668 | A | 0.49/0.33 | 2.6(1.7-4.0) | 7.5E-06 | 3.2(1.7-4.8) | 4.4E-05
rs4921559 | A | 0.49/0.33 | 2.6(1.7-3.9) | 8.7E-06 | 3.2(1.7-4.8) | 5.1E-05
r$3862100 | T | 0.48/032 | 2.6(1.7-4.0) | 9.8E-06 | 3.2(1.7-4.8) | 5.4E-05
KHDRBS3-
qaa23 | [HDRSSS Intergen | rs7813464 | G | 0.41/0.24 | 2.3(15-36) | 56E-05 | 3.4(1.850) | 4.9E05
rs11166614 | T | 0.41/025 | 2.4(1536) | 56E-05 | 3.4(1.7-5.0) | 55E-05
rs4243852 | C | 0.40/024 | 2.3(1536) | 8.7E-05 | 3.4(1.7-5.0) | 5.6E-05
10 | p13 FRMD4A intron | rs7903598 | T | 0.59/0.38 | 2.2(1.5-3.4) | 8.4E-05 | 2.1(0.5-37) | 7.7E-03
PCDH20-
13 | q2131 | SCPHZ | intergen | rs965038 | T | 0340021 | 25(16-4.0) | B6E05 | 24(0.7-4.2) | 6.3E-03
SALL1-
16 | g12.1 Nl Intergen | rs7500385 | A | 0.17/0.07 | 3.7(1.9-7.1) | 6.9E-05 | 3.3(0.85.9) | 9.5E-03
p13.3 RBFOX1 Intron | rs17139899 | C | 0.47/0.31 | 2.2(1.5-3.4) | 7.7E-05 | 1.6(0.1-32) | 3.8E-02
SALLI-
q12.1 ALy Intergen | rs7500931 | C | 0.18/0.07 | 3.5(1.86.7) | 9.2E-05 | 2.9(0.5-5.4) | 1.8E-02
18 | q21.2 RS Intergen | rs17663145 | A | 0.4/055 | 0.4(0.2-0.6) | 6.1E-05 | -2.7(-4.3-1.1) | 8.9E-04
2 | q11.1 HSFY1P1 Exon | rs16981741 | G | 0.250.11 | 3.0(1.7-52) | 4.8E-05 | 3.6(1.6-56) | 3.8E-04

MAF=Alelo de menor frecuencia, OR=0dds ratio,IC=Intervalo de confianza, Beta=Coeficiente Beta.
Se considerd un inviduo con circunferencia de cintura elevada cuando 2102 cm en hombres 288cm

en mujeres.
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Tabla 10.7.- Genes/SNV asociados con obesidad en la CoDe.

Frec. o

Chr Locus Gen Loc. SNV MAF Caso/Ctrl OR(IC95%) P

1 | p36.21 KAZN- || orgen | rs820621 c 0.15/0.04 | 49(22-11) | 8.9E-05
: PRDM2 15/0. 9. :
rs10211458 T 053/03 | 2.5(16-38) | 2.9E-05
2 p16.3 FSHR intron

rs10199118 G 0.53/0.30 | 2.4(1.6-38) | 3.7E-05
rs12477795 T 0.52/0.29 | 2.4(153.7) | 5.0E-05
3 423 TFDP2 intron rs9877536 G 0.20/0.05 | 4.3(2.1-85) | 2.3E-05
q11.1 PARPS- | intergen |  rs7708902 A 027011 | 3.3(1.859) | 3.6E-05

5 KIAA0947- ] ]
p15.32 | IAROMT | intergen | rs2025698 T 0.28/0.12 | 3.0(1.7-5.1) | 6.1E-05
P 2;‘;8' Intergen | rs10058578 c 0.26/0.11 | 3.2(1.85.8) | 64E-05
q11.1 HCN1- rs494974 G 0.26/0.11 3.2(1.8-5.6) | 6.7E-05

EMB Intergen
rs578636 A 0.26/0.11 | 3.2(1.85.6) | 6.7E-05
, rs11980050 G 0.59/0.37 | 2.6(1.64.2) | 3.6E-05
COBL-
p121 | o08L | intergen | rs1729837 T 0.32/051 | 03(0.2-0.6) | 6.3E-05
rs1629716 G 0.32/051 | 03(0.2-0.6) | 7.8E-05
. NRG1 intron rs1481628 A 0.18/0.02 | 7.4(2.7-19.9) | 6.6E-05
012 | MIR54802- (7001042 A 0.33/0.16 | 2.7(1.6-4.4) | 7.4E-05
RBPMS- Intergen
AS1 4509276 c 0.33/0.16 | 2.6(1.6-4.2) | 8.6E-05
LINC00347-
13 | qe22 | LNCOD3ET | intergen | rso318318 A 0.13/0.02 | 9.5(3.6-24.8) | 4.1E-06
rs4243315 c 0.35/0.16 | 3.3(1.9-5.6) | 8.1E-06
18 q22.2 DOK®6 intron
rs4399633 G 0.31/0.13 | 3.2(1.854) | 1.4E-05
q21.2 ";I’”’Zg' Intergen |  rs6508036 A 0.12/0.04 | 5.9(2.4-14.2) | 6.2E-05
MACROD2-

20 | pi2.1 RODZ | Intergen | rs2180444 c 0.16/0.38 | 0.2(0.1-0.5) | 3.0E-05
q13.33 CDH4 intron (7274761 G 0.28/0.13 | 3.4(1.86.2) | 65E-05

MAF=Alelo de menor frecuencia,OR=0dds ratio,IC=Intervalo de confianza ,P=Valor de P.
En negritas se sefialan las variantes seleccionadas para el analisis de validaciéon. Se consideré un individuo con
obesidad cuando su IMC>30.
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Tabla 10.8.- Genes/SNV asociados a SMet en la CoDe.

Frec.
Chr | Locus Gen Loc SNV MAF Caso/Ctrl OR(IC95%) P
1| p223 | oprar. ntergén rs7526097 | G | 0.11/0.20 | 0.2(0.1-0.5) | 8.4E-05
p22.3 | COL24A1 rs1108396 | A | 0.10/0.18 | 0.2(0.1-0.5) | 9.1E-05
p31.3 NFIA intron rs12567014 | C | 0.17/0.32 | 0.3(0.2-0.6) | 9.1E-05
2 q13 | TMEMS7B intron rsd632347 | G | 0.19/0.08 | 4.0(2.1-7.9) | 4.7E-05
3 q28 LPP intron rs6762217 | G | 0.22/0.09 | 3.3(1.8-6.1) | 7.3E-05
RNF7- ., 0.16/0.07
q23 RASA intergén rs9881266 | T 1 3.8(1.9-7.4) | 9.7E-05
4 161 | JWDRI- Intergén rs7435841 | G | 0.25/0.42 | 0.4(0.2-0.6) | 9.8E-05
p1o. ZNF518B 9 20l0. 4020, :
MIR4634- .
0352 | g ety Intergén | rs10052887 | A | 0.44/0.25 | 2.6(1.6-4.1) | 1.9E-05
rs1553530 | C | 0.39/0.53 | 0.4(0.2-0.6) | 5.3E-05
5 q23.1 SEMAGA intron
rs154577 A | 036051 | 0.4(0.2:06) | 6.4E-05
intron rs17522861 | C | 0.24/0.39 | 0.4(0.2-0.6) | 9.4E-05
934 | GABRB2
intron rs12187676 | G | 0.24/0.39 | 0.4(0.2-0.6) | 9.4E-05
6 | q233 | PDE7B intron rsd527728 | A | 0.42/029 | 2.3(1.5-3.5) | 9.7E-05
p12.32 | CACNB2 intron rs16917194 | C | 0.46/0.30 | 2.5(1.6-3.9) | 2.2E-05
ADRAZA. Intergén rs1335711 A | 007/0.16 | 0.2(0.1-04) | 5.2E-05
g25.2
10 GPAM intergén rs4917597 | A | 0.07/0.16 | 0.2(0.1-0.4) | 5.4E-05
SMNDC1- )
a252 | picps Intergén | rs17824180 | C | 0.35/0.51 | 0.4(0.2-0.6) | 9.6E-05
PAX2- .
2431 | e Intergén rs2489014 | G | 0.32/0.19 | 2.4(1.5-3.9) | 9.7E-05
11 | q23.3 | APOC3 UTR-3 rs5128 G | 0.38/0.23 | 2.5(1.5-3.9) | 7.7E-05
ADAD2- Intergén | rs13336576 | G | 0.30/0.48 | 0.3(0.2-0.5) | 1.1E-05
16 | qo41 | KCNG4 intergén rs7204128 | G | 0.19/0.35 | 0.3(0.2-0.5) | 1.4E-05
KCNG4 Intergén rs7202808 | T | 0.21/0.35 | 0.3(0.2-0.5) | 3.1E-05
DIAPH2- .
23 | q2133 | ypocems | Intergén rs6620359 | A | 0.39/0.23 | 2.7(1.6-4.5) | 6.4E-05

MAF=Alelo de menor frecuencia, OR=0dds ratio, IC=Intervalo de confianza, En negritas se muestra la variante
seleccionada para la replica en la poblacion total.
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Resultados del estudio de asociacion en las variantes seleccionadas a partir del GWAS

para el estudio de validaciéon (CoRe).

A partir de los resultados del GWAS se realiz6 el estudio de validacion replicacién en 1551
individuos AM no incluidos en el GWAS. El analisis se ajustd por IMC, sexo y edad. Se

obtuvieron los siguientes resultados:

rs2423366_A en el gen PLCB1

La asociacion de la variante rs2423366_A en el gen PLCB1 con niveles elevados de glucosa y
DT2 fue replicado en el resto de la poblacion [OR=1.18; IC 95% (1.004-1.4); P=0.04].
Adicionalmente, esta SNV se encontré asociada a proteccion a presion arterial [OR=0.85; IC
95% (0.74-0.98); P=0.03], a presion arterial sistélica [OR=0.86; IC 95% (0.75-0.99); P=0.04] y a

SMet [OR=0.85; IC 95% (0.74-0.98); P=0.02]. (Tabla 11).

rs1355597_T en el gen TSHZ2

La asociacion de la variante rs1355597_T que se encuentra en el gen TSHZ2 mostré una
asociacion con hipertrigliceridemia en el GWAS, sin embargo, ésta no se mantuvo en el estudio
de replicacidén, aunque ésta mostro asociacion con niveles bajos de C-HDL [OR=1.23; IC 95%

(1.05-1.44); P=8.74E-03] (Tabla 11).

rs4766660_A en el gen RPH3A

En el GWAS, se encontr6 una asociacion de rs4766660_A en RPH3A con niveles bajos niveles
de triglicéridos, sin embargo, este resultado no se logré replicar en el resto de la poblacion,
pero interesantemente, esta variante se encontré asociada a niveles elevados la presion arterial

diastolica [OR=1.22; IC 95% (1.05-1.42); P=9.48E-03] (Tabla 11).
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rs7165728_C en el gen ATP10A

La asociacion del SNV rs7165728 C en ATP10A con proteccion a de C-HDL en el GWAS.
Cuando se realiz6 la validacion del estudio de asociacion en el resto de la poblacién AM para
SMet y todos sus componentes, solo logro resplicarse cuando la poblacion se estratificod por
regiones geograficas, resultando asociada a niveles bajos de triglicéridos en la region Centro
Este [OR=0.74; IC 95% (0.56-0.98); P=0.03], y a niveles altos de C-HDL en la regiéon Norte
[OR=0.43; IC 95% (0.19-0.91); P=0.02] (Tabla 12). Por otra parte, rs7165728_C también se

asoci6 con presion arterial elevada [OR=0.82; IC 95% (0.69-0.98); P=0.03] (Tabla 11).

rs2842352_T en el gen RREB1

La asociacion de la variante rs2842352_T del gen RREB1 con proteccion hacia niveles de
presidn arterial, resulto replicada solamente en la la regién Sureste [OR=0.71; IC 95% (0.51-
0.98); P=0.03] (Tabla 12). Sin embargo, esta variante se encontr6 asociada con niveles

normales de circunferencia de cintura [OR=0.85; IC 95% (0.74-0.99); P=0.04] (Tabla 11).

54



Tabla 11.- Resultados del estudio de replicacion de las variantes seleccionadas del GWAS en

la poblacion total AM.

Frec.
Fenotipo Gen SNV MAF OR (IC 95%) P
Caso/Ctrl
DT2 PLCB1 | rs2423366 A 0.57 -0.53 1.18 (1.004 — 1.4) 0.04
» . PLCB1 | rs2423366 A 0.52-0.54 0.85 (0.74 — 0.98) 0.03
Presion arterial
elevada ATP10A | rs7165728 C 0.20-0.24 0.82 (0.69-0.98) 0.03
Presion arterial
PLCB1 | rs2423366 A 0.52-0.54 0.86 (0.75-0.99) 0.04
sistolica elevada
Presion arterial
RPH3A | rs4766660 A 0.34-0.29 1.22 (1.05-1.42) 9.48E-03
diastélica
SMet PLCB1 | rs2423366 A 0.52-0.55 0.85 (0.74-0.98) 0.02
C-HDL TSHZ2 | rs1355597 T 0.66 — 0.61 1.23 (0.05-1.44) 8.74E-03
Circunferencia
de cintura RREB1 | rs2842352 T 0.29 -0.32 0.85 (0.74-0.99) 0.04
elevada

MAF=Alelo de menor frecuencia, OR= Odds ratio, IC = Intervalo de confianza, P= Valor de P
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Tabla 12.- Resultados del estudio de replicacion en la poblacion AM estratificando por regiones

geograficas.
Region Frec.
glor Fenotipo GEN SNV MAF | Caso/Ctrl OR (IC 95%) P
geografica
Presién
arterial | PLCB1 | rs2423366 | A | 048-053 | 0.70 (0.55-0.89) | >:92E03
elevada
SMet | PLCB1 |rs2423366| A | 048-054 | 072(0.56-092) | S74E03
Centro Este Presién
arterial 6.31E-03
e | PLCB1 [rs2423366 | A | 048-053 | 0.71(0.56-0.91)
elevada
Triglicéridos
nOI0erOS | ATP10A | rs7165728 | C | 0.19-0.24 | 0.74(0.56-0.98) 0.03
C-HDL bajos | ATP10A | rs7165728 | C | 0.10-0.21 | 0.43(0.19-0.91 0.02
Norte Cint
N pj cB1 |rs2423366 | A | 0.56-0.47 | 2.94 (1.21-7.14) 0.01
elevada
C-HDL bajos | TSHZ2 |rs1355597 | T | 0.67-058 | 1.40(1.02-1.9) 0.03
sur Glucosa | TSHZ2 |rs1355597 | T | 0.57-068 | 0.61(0.46-0.81) | ©-36E04
DT2 TSHZ2 |rs1355597 | T | 0.58-0.69 | 0.63(0.45-0.88) | ©12E-03
C-HDL bajos | TSHZ2 |rs1355597 | T | 0.65-0.56 | 1.40(1.0-1.9) 0.03
RREB1 |rs2842352 | T | 0.25-0.32 | 0.68 (0.48-0.96) 0.02
Glucosa
levad
CIeVada | ATP10A | rs7165728 | C | 0.29-0.23 | 1.42(1.01-2.0) 0.04
Sureste RREB1 |rs2842352 | T | 020-034 | 0.48(029-082) | ©78E-03
DT2  |ATP10A|rs7165728 | C | 0.33-0.21 | 1.8(1.11-2.88) 0.01
PLCB1 |rs2423366 | A | 0.69-051 | 2.05(1.3-3.3) 2.95E-03
Hipertension | RREB1 | rs2842352 | T | 0.26-0.32 | 0.71(0.51-0.98) 0.03

MAF=Alelo de menor frecuencia, OR= Odds ratio, IC = Intervalo de confianza, P= Valor de P

56



Analisis de las frecuencias alélicas y genotipicas de las seis variantes seleccionadas a

partir del GWAS.

Todas las SNVs analizadas se encontraron en equilibrio de Hardy Weinberg. La variante
rs2423366_A en el gen PLCB1 presentd una frecuencia elevada del alelo de riesgo en la
poblacion AM (53%) en comparacion con los MXL 42%, CEU 34% y YRI 18%. Este
incremento, solo fue significativo cuando se compararon las frecuencias de los AM con los CEU
y YRI (P<0.05, Tabla 13). En el analisis por grupo étnico, observamos un enriquecimiento de
este alelo en los Nahuatl de Puebla (71%), en los Zapotecos (69%) y en los Mazahuas (69%)
(Figura 11).

Respecto a la variante rs1355597_T en TSHZ2, también presentd un enriquecimiento
significtativo en la poblacion AM (65%) en relacion a lo previamente reportado en los MXL
(48%), CEU (35%) y YRI (27%) (P<0.05, Tabla 13). Por grupos étnicos, el analisis revelé una
mayor frecuencia en la etnia Kanjobal (80%), por el contrario, los Popoluca de la Sierra
mostraron la menor frecuencia (44%) y por regiones geograficas, la frecuencia alélica mostro
un rango entre 57-69%, siendo el alelo de riesgo mas representado en el Norte (Figura 12).

En el gen RPH3A, la variante rs4766660_A mostré la frecuencia mas baja en los AM (31%),
similar a la reportada por los YRI (37%), siendo significativamente mas elevada en los MXL
(47%) y enlos CEU (58%) (P<0.05, Tabla 13). En los grupos indigenas, la mayor frecuencia del
alelo de riesgo se encontrd en los Pame (60%) y los Mayos (55%) y como era de esperarse la
region Norte (44%) (Figura 13).

La frecuencia de rs7165728_C en el gen ATP10A no mostré diferencias significativas entre la
poblacién de estudio y las poblaciones continentales (Tabla 13), sin embargo, hay variaciones
interétnicas encontrandose en mayor frecuencia en los Zoque y Chuj (33%), contrastando con

los Tarahumaras y los Purépechas que mostraron una frecuencia del 7%. Como era de
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esperarse, en el Norte y Centro Oeste del pais las MAF fueron bajas (13 y 6% respectivamente)
mientras que en las regiones del Centro Este, Sur Este y Sur, se encontraron las mas elevada
(21, 25y 27% respectivamente, Figura 14).

Finalmente, la MAF de la variante rs2842352 T en RREB1 se encontré enriquecida en la
poblaciéon AM (31%) en comparacion a las poblaciones MXL (24%), CEU (16%) y YRI (26%),
sin embargo, solo el incremento fue significativo en relacion a los CEU (P<0.05, 16%) (Tabla 8).
Por grupos étnicos, se observé que los Mam (51%), los Pames (50%) y los Mazahuas (50%)
presentaron la frecuencia mas alta, en contraste con los Tojolabales y Tarahumaras que
mostraron mas baja (13%). En promedio, las etnias del Norte (region Norte, 16%) fueron las
que presentaron la menor frecuencia y las etnias del Centro Este, la frecuencia mas elevada

(34%) (Figura 15, Tabla 13).
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Tabla 13.- Frecuencias del alelo menor en la poblacion Amerindia y su comparacion con

diferentes poblaciones continentales.

Gen SNV MAF AM MXL CEU YRI
PLCB1 rs2423366 A 0.53 0.42 0.34* 0.18*
TSHZ2 rs1355597 T 0.65 0.48* 0.35% 0.27*
RPH3A rs4766660 A 0.31 0.47* 0.58* 0.37

ATP10A rs7165728 C 0.23 0.20 0.24 0.20
RREB1 rs2842352 T 0.31 0.24 0.16* 0.26

AM = Amerindios, MXL= Mexicanos residentes de los Angeles, CA. CEU= Residentes de Utah con ancestria
Europea, YRI= Yorubas de Africa.

*= P<0.05 en comparacioén con los AM. Los valores de P fueron determinados utilizando la prueba de xz.
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Figura 11.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs2423366 en el gen PLCB1 en poblacién indigena
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Figura 12.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs1355597 en el gen TSHZ2 en poblacién indigena.
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Figura 13.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs4766660 en el gen RPH3A en poblacion indigena
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Figura 14.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs7165728 en el gen ATP10A en la poblacion indigena.
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Figura 15.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs2842352 en el gen RREB1 en la poblacion indigena
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Estudio de asociacion en las variantes del grupo de genes de lipoproteinas APOC3/A5.

Como se menciond en la metodologia, se incluyd en el estudio de replicacion a rs5128 G en el
gen APOC3 debido a que se asocio a niveles bajos de C-HDL, hipertrigliceridemia y SMet en la
CoDe por el método de GWAS, asi mismo las variantes rs2266788_ G, rs2072560 T,
rs651821_C que se encuentran en el gen APOAS fueron incluidas debido a reportes previos de
asociacion de estas variantes con las patologias mencionadas, las cuales, interesantemente
son las mas prevalentes en la poblacion de estudio. Por otra parte, tanto APOC3 como APOAS
forman parte del grupo de genes relacionados con apolipoproteinas localizados en la region
cromosomica 11g23.3. Estos genes desempeinan un papel importante en la etiologia de las
dislipidemias (Bai et al., 2019).

La asociacién de la SNV rs5128 con hipertrigliceridemia, observada en la CoDe, fue replicada
en la CoRe; APOC3: rs5128: [OR=1.39, IC 95% (1.19 — 11.64); P=5.63E-05], [Beta=18.17; IC
95% (8.85-27.47); P=4.9E-04]. Interesantemente, las tres variantes de APOAS5 también
mostraron asociacion con el riesgo para desarrollar hipertrigliceridemia; APOAS: rs2266788_G:
[OR=1.58, IC 95% (1.32 — 1.88); P=6.1E-07], [Beta=27.29; IC 95% (17.24 — 37.34); P=7.8E-07],
rs2072560_T: [OR=1.55, IC 95% (1.30 — 1.84); P=9.14E-07] [Beta=29.21; IC 95% (19.43 —
38.98); P=3.49E-08] y rs651821_C [OR=1.57, IC 95% (1.32 — 1.88); P=4.07E-07], [Beta=29.5;
IC 95% (19.67 — 39.98); P=4.28E-08] (Tabla 14).
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Tabla 14.- Estudio de asociacion de las variantes en los genes APOC3/A5 en poblacion

indigena.
. Frec o o
Fenotipo Gen SNV MAF Cacarotrl OR (IC 95%) P BETA (IC 95%) P
rs2266788 | G 0.27-0.19 1.58 (1.32-1.88) | 6.18E-07 | 27.29 (17.24 —37.34) | 7.8E-07
A APOAS | 155072560 | T 0.29-0.19 155(1.30—1.84) | 9.14E-07 | 29.21 (19.43 —38.98) | 3.49E-08
Triglicéridos rs . : 55 (1. -84) . 21 (19. -98) .
elevados
rs651821 C 0.29-0.19 1.57 (1.32-1.88) | 4.07E-07 | 29.5(19.67 —39.98) | 4.28E-08
>150 mg/dI
APOC3 | rs5128 G 0.33-0.26 1.39 (1.19 - 11.64) | 5.63E-05 | 18.17 (8.85—27.47) | 4.9E-04

MAF=Alelo de menor frecuencia, OR= Odds ratio, IC = Intervalo de confianza, Beta= coeficiente Beta, P= Valor de

P.
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Analisis de las frecuencias alélicas y genotipicas de SNVs en APOC3/AS.

El analisis de las frecuencias alélicas y genotipicas mostré que el grupo de genes APOC3/A5
en esta poblacién se encuentran en equilibrio de Hardy Weinberg. La Tabla 15 muestra las
frecuencias de los MAFs en la poblaciéon de AM asi como en las poblaciones de referencia del
proyecto de los 1000 genomas YRI, CEU y MXL. Interesantemente, las 4 variantes mostraron
un enriquecimiento en nuestra poblacion (AM) en comparacion con el resto de las poblaciones.
Estas diferencias fueron significativas para todas las MAFs al comparar con los CEU y YR,
mientras que para los MXL, solo las variantes rs2072560 y rs651821 fueron significativamente
diferentes. Entre los diferentes grupos indigenas las frecuencias presentaron un rango que va
desde 9-36%, siendo las regiones Centro Oeste y Sur este en la que se observaron las

frecuencias mas elevadas (Tabla 15) (Figura 16).

Tabla 15.- Frecuencias alélicas de las SNVs en APOC3/A5 en la poblacion AM y su

comparacion entre las distintas poblaciones continentales.

Gen SNV MAF AM MXL CEU YRI
rs2266788 G 0.24 0.16* 0.09* 0*
APOA5 rs2072560 T 0.24 0.18 0.08* 0*
rs651821 Cc 0.24 0.18 0.08* 0.18
APOC3 rs5128 G 0.30 0.19* 0.08* 0.23*

AM = Amerindios, MXL= Mexicanos residentes de los Angeles, CA. CEU= Residentes de Utah con ancestria
Europea, YRI= Yorubas de Africa. *= P<0.05 en comparacion con los AM. Los valores de P fueron determinados

utilizando la prueba de .
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Figura 16.- Distribucion geografica de las frecuencias del haplotipo del grupo de genes APOC3/APOAS5 en la
poblacion indigena. El haplotipo GTCG esta compuesto por los alelos de riesgo.
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Analisis de desequilibrio de ligamiento en SNVs en APOC3/A5.

Notablemente, solo las SNVs rs2266788, rs2072560 y rs651821, localizadas en el gen APOAS,
se encontraron en fuerte desequilibrio de ligamiento (LD por sus siglas en inglés) (r> >97), sin
embargo, la variante rs5128 en el gen APOCS3, se encontr6 excluida del bloque de ligamiento

(r>>38-39) (Figura 17 ).

APOA5 APOC3
[ 1
o
<] 0 —
r~ w ~
¥} ~ o0 o0
o ~ — o~
~ (=] wy -
~ ~ w0 [T,
I o 2 4
Block 1 {1 khk)

on

Figura 17.- Desequilibrio de ligamiento de los SNVs en los genes APOA5y APOC3 en la poblacion AM. Los cuadros
de color negro representan alto desequilibrio de ligamiento, representado por el valor de r? .
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Estudio de asociacidon en haplotipos en APOC3/A5.

El analisis con los haplotipos formados por los alelos de riesgo para las variantes en APOC3/A5
mostro que el haplotipo GTC en APOAS, se asocidé con hipertrigliceridemia (>150 mg/dl)
[OR=1.57, IC 95% (1.34 — 1.83); P=1.34E-08; Beta=27.4, IC 95% (18.20 — 36.60); P=6.28E-09],
niveles bajos de C-HDL [Beta=-1.44, IC 95% (-2.33 —-0.55); P=1.57E-03] y SMet [OR=1.20, IC
95% (1.0 — 1.6); P=0.04]. Interesantemente, el haplotipo GTCG formado por los MAFs de
APOC3/A5, ademas de encontrarse asociado con hipertrigliceridemia [OR=1.67, IC 95%(1.40
— 1.99); P=7.05E-09; Beta=28.5, IC 95% (-54.46 - -57.26); P=3.25E-08] y SMet [OR=1.2, IC
95%(1.0 — 1.6); P=0.04], también se encontro asociado a riesgo a hiperglucemia [OR=1.19, IC
95% (1.01 — 1.40); P=03] (Tabla 16).

Tabla 16.- Estudio de asociacion de los haplotipos en APOC3/A5 en la poblacion AM.

Fenotipo Gen Haplotipo OR (IC 95%) P BETA (IC 95%) P
Triglicéridos APOA5 GTC 1.57(1.34—1.83) | 1.34E-08 | 27.4(18.20-36.60) | 6.28E-09
elevados APOAS/APOAC3 | GTCG 167(1.40-1.99) | 7.05E-09 | 28.5(-54.46 —57.26) | 3.25E-08
Cb-:jl(l)DSL APOA5 GTC 1.16(0.96 — 1.40) 0.12 1.44(-2.33--055) | 1.57E-03
Glucosa
APOA5/APOAC3 | GTCG 1.19(1.01 — 1.40) 0.03 1.01(-3.10 - 5.12) 0.63
elevada
APOA5 GTC 1.20 (1.0 - 1.6) 0.04
SMet
APOA5/APOAC3 | GTCG 1.22 (1.04 — 1.44) 0.02

OR= Odds ratio, IC = Intervalo de confianza, Beta= coeficiente Beta, P= Valor de P.
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Estudio de asociacion de SNVs en los genes candidato AKT71, GCKR y SOCS3.

Como ya se menciond anteriormente, se realizo un estudio de asociacion de genes previamente
relacionados con dislipidemias y almacenamiento de glucosa en poblaciones mestizas (MEZ) y
amerindias mexicanas (AM). Las variantes seleccionadas fueron en GCKR: rs780094 y
rs1260326, en AKT1 rs1130214, rs10141867 y rs33925946 y en SOCS3: rs4969168,
rs7221341 y rs9914220 . El analisis de las frecuencias alélicas mostr6 diferencias significativas
entre MEZ y AM, excepto para rs1260326 en GCKR. Los AM mostraron frecuencias alélicas
mas elevadas de los alelos rs4969168_ A y rs9914220_T en SOCSS3. En contraste, los MEZ
mostraron frecuencias mas elevadas de los alelos rs1130214_T, rs10141867_T vy
rs33925946_A de AKTT; rs7221341_T de SOCS3 y rs780094_T de GCKR. (Cid-Soto et al.,

2018) .

Los AM y MEZ presentaron diferencias en la estructura de haplotipos en AKT1 (Figura 18) . El
analisis de haplotipos en AM reveld solo dos haplotipos en el gen AKT1 (GCC y TTA),
previamente descritos como H1y H2 (Devaney et al., 2011), mientras que en los MEZ, ademas
de los haplotipos H1 y H2, se encontraron otros tres haplotipos (GTA, GCA and TCC) con una

frecuencia del 1%.

Para GCKR 'y SOCSS3, las dos poblaciones estudiadas (AM y MEZ) presentaron una estructura
similar en los haplotipos. En  GCKR las dos variantes presentaron un LD moderado (MAs,
r’=0.66 y MEZs, r’=0.68), revelando los haplotipos CC, CT, TC y TT, cada uno con frecuencias
23%. Las variantes en SOCS3 no presentaron el mismo LD entre AM (r’=0.45) y MEZ (r?=0.43)
las dos poblaciones presentaron siete haplotipos con una frecuencia 21%: CGC, CAT, CGT,

TAC, CAC, TGC, TAT (Tablas 20 y 21. Figura 18).
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Las comparaciones de las frecuencias alélicas de AM y MEZ con las poblaciones continentales
de referencia del proyecto de los 1000 genomas, mostro diferencias significativas con las
poblaciones ancestrales europea (CEU) y YRI. Las frecuencias alélicas en los MEZ fue similar
a la de los MXL, excepto para la variante rs7221341_T en SOCS3, la cual tiene una frecuencia
significativamente mas baja en MEZ. Como era de esperarse, las frecuencias de los SNVs se
encuentran intermedias entre las principales poblaciones parentales (AM y CEU).
Interesantemente, las frecuencias de las variantes analizadas son muy heterogéneas entre las
poblaciones indigenas, ya que algunos alelos son monomoérficos en algunas etnias y muy
frecuentes en otras (Figuras 19 — 26) (Tabla 22).

El analisis de asociacion de estas SNVs mostré que en AM, las variantes en el gen AKT1 no se
asociaron con ninguno de los rasgos estudiados. Sin embargo en MEZ, las tres variantes se
asociaron con riesgo a hipertension bajo un modelo recesivo (rs1130214_T: [OR=4.3, IC 95%
(1.7-10.6), P<0.01]; rs10141867_T: [OR=4.4, IC 95% (1.9-10.0), P<0.01]; rs33925946_A:
[OR=3.7, IC 95% (1.6-8.3), P<0.01]. El haplotipo TCC en AKT1 se encontr6 ausente en AM, sin
embargo, en la poblacion de MEZ se asocid con el riesgo de desarrollar SMet [OR=5.7, IC 95%
(1.8-18.4), P<0.05] e hipertension [OR=3.7, IC 95% (1.4-9.7), P<0.05]. Con respecto al gen
GCKR, la variante rs780094_T se asoci6 con proteccion tanto para DT2 [OR=0.6, IC 95% (0.5
- 0.8), P<0.01] como para hiperglucemia [OR=0.6, IC 95% (0.4-0.8), P<0.01; Beta=-12.5, IC
95% (—-21.3 - 3.6), P=0.02] bajo un modelo dominante en AM. En MEZ, las variantes de GCKR
se asociaron a niveles elevados de triglicéridos bajo un modelo dominante (rs1260326_T:
[OR=1.6, IC 95% (1.2-2.2), P<0.01; Beta= 24.2, IC 95% (4.8-43.5), P=0.04]; rs780094_T:
[OR=1.5, IC 95% (1.1-2.0), P<0.05]. Ademas se observo en la poblacion MEZ una asociacion
de proteccion hacia niveles bajos de C-HDL bajo un modelo recesivo (rs1260326_T: [OR=0.5,
IC 95% (0.3-0.9), P<0.05], rs780094_T: [OR=0.5, Cl (0.3-0.8), P<0.05]. EI haplotipo formado

por los MAFs (TT) en GCKR revela un efecto consistente de asociacion a proteccién hacia DT2
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e hiperglucemia en AM y asociacion con hipertrigliceridemia en MEZ. Finalmente se observo
una asociacion entre la variante rs7221341_T en el gen SOCS3 a niveles bajos de presion
arterial bajo un modelo recesivo en AM [OR=0.1, IC 95% (0.04-0.5), P<0.01]. Interesantemente
el haplotipo CAT en el gen SOCSS3 contiene el alelo ancestral de la variante rs7221341 y los
MAFs de rs4669168 y rs9914220 y se asocio en la poblacion AM a DT2 [OR=1.47, IC 95%
(1.08-2), P<0.05] y a niveles altos de circunferencia de cintura [OR=1.92, IC 95% (1.16-3.17),
P<0.05; Beta=1.1, IC 95% (0.3-1.9), P=0.02], pero también estuvo asociado con riesgo a
sindrome metabdlico en MEZ [OR=1.7, IC 95% (1.15-2.63), P<0.05] (Tablas 18 - 21) (Cid-Soto

etal., 2018)
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A)

B)

Figura 18.- A) Desequilibrio de ligamiento de los SNVs en los genes AKT17 GCKR y SOCS3 en la poblacién AM.
B) Desequilibrio de ligamiento de los SNVs en los genes AKT1 GCKR 'y SOCS3 en la poblacion MEZ.
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Tabla 18.- Asociacion de SNVs AKT1, GCKRy SOCS3 en poblacion AM.

g;r\'ll MOD SMet oB DT2 HTA HTG C-HDL Gluc TA g::ﬁ
OR (IC 95)
AKT1
rs1130214 DOM 1.1(0.8-1.6) 1(0.7-1.5) 1.2(0.9-1.7) 0.8(0.6-1.1) 0.9(0.6-1.2) 1.3(0.9-1.9) 1.1(0.8-1.6) 0.9(0.6-1.2) 1.3(0.8-2.1)
REC 1(0.4-2.8) 1.5(0.5-4.8) 0.8(0.3-2.1) 0.6(0.2-1.8) 0.5(0.2-1.3) 3.3(0.7-14.8) 0.7(0.3-1.9) 1.6(0.6-4.6) 0.8(0.2-3.3)
rs10141867 DOM 1(0.7-1.5) 1.1(0.7-1.5) 1.1(0.8-1.5) 0.8(0.6-1.2) 0.8(0.6-1.1) 1.4(0.9-2.0) 1(0.7-1.4) 0.8(0.6-1.1) 1.2(0.7-2.0)
REC 1.4(0.5-4.3) 1.5(0.5-4.8) 0.8(0.3-2.1) 0.5(0.2-1.7) 0.7(0.3-1.6) 2.6(0.6-11.7) 0.8(0.3-2.0) 1.6(0.6-4.7) 1.3(0.3-4.9)
rs33925946 DOM 1(0.7-1.4) 1.1(0.8-1.6) 1.1(0.8-1.5) 0.8(0.6-1.3) 0.8(0.6-1.1) 1.3(0.9-1.9) 1(0.8-1.4) 0.8(0.6-1.1) 1.2(0.7-2.0)
REC 1.1(0.4-3.3) 1.9(0.6-6.3) 0.8(0.3-2.2) 0.7(0.2-2.2) 0.6(0.2-1.4) 2.9(0.6-12.8) 0.8(0.3-2.1) 1.5(0.5-4.3) 1.2(0.3-4.5)
GCKR
rs1260326 DOM 1(0.8-1.4) 0.9(0.6-1.2) 0.8(0.6-1.1) 0.8(0.6-1.1) 1.1(0.8-1.4) 0.9(0.6-1.3) 0.8(0.6-1.0) 1(0.8-1.3) 1(0.6-1.6)
REC 0.9(0.5-1.4) 1.2(0.7-2.0) 0.8(0.5-1.3) 1.2(0.7-1.9) 0.7(0.5-1.1) 1(0.6-1.6) 0.8(0.5-1.2) 1.1(0.7-1.7) 1.5(0.7-3.1)
rs780094 DOM 0.8(0.6-1.0) 0.9(0.7-1.3) 0.6(0.5-0.8)2 | 0.7(0.5-1.0) 1(0.8-1.3) 0.8(0.6-1.1) 0.6(0.4-0.8)20 0.9(0.6-1.2) 0.8(0.5-1.3)
REC 0.8(0.4-1.3) 1.4(0.8-2.4) 0.6(0.3-1.0) 1(0.6-1.7) 0.8(0.5-1.2) 1(0.6-1.8) 0.5(0.3-0.9) 0.9(0.5-1.4) 1.5(0.6-3.3)
socs3
rs7221341 DOM 0.8(0.5-1.2) 1.1(0.7-1.7) 0.7(0.5-1.0) 0.6(0.4-0.9) 0.8(0.5-1.1) 1(0.6-1.5) 0.7(0.5-1.1) 0.9(0.6-1.4) 1(0.5-1.8)
REC 0.4(0.1-1.4) 0.9(0.2-4.0) 0.5(0.1-1.8) 0.6(0.2-2.2) 0.9(0.3-2.6) 1.9(0.4-9.1) 0.7(0.2-2.2) 0.1(0.04-0.5)2 0.3(0.1-1.8)
re4969108 poM 1-2081.7) 110.7-15) 100.8-14) | 08(06-1.2) 1(0.8-1.4) 1.1(0.8-1.6) 1(0.7-1.3) 0.9(0.7-1.2) 1.6(1.0-2.5)
REC 0.9(0.5-1.7) 1.2(0.6-2.4) 0.9(0.5-1.7) 1.2(0.6-2.2) 1(0.6-1.8) 1(0.5-2.0) 0.9(0.5-1.6) 1.3(0.7-2.3) 0.8(0.3-2.1)
rs9914220 DOM 1.1(0.8-1.5) 1.4(1.0-2.0) 1.3(0.9-1.8) | 0.9(0.6-1.2) 1(0.7-1.4) 0.8(0.6-1.2) 1.2(0.9-1.7) 0.8(0.6-1.1) 1.7(1.0-2.8)
REC 0.8(0.3-2.2) 1.8(0.7-4.5) 2(0.9-4.7) 1.7(0.7-4.2) 1.1(0.4-2.8) 1.3(0.4-4.1) 1.9(0.8-4.3) 1(0.4-2.7) 0.8(0.2-3.1)

MOD=Modelo de herencia; SMet=Sindrome metabolico; OB=0besidad; DT2= Diabetes tipo 2; HTA;Hipertension arterial; HTG=Hipertrigliceridemia; C-

HDL=Colesterol HDL; Gluc=Glucosa;TA=Tension arterial;Circ. Cint; Circunferencia de; 2 P<0.05, " P<0.01, “Beta -12.5, IC 95% [-21.3—3.6], P=0.02.
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Tabla 19.- Asociacion de SNVs AKT1, GCKRy SOCS3 en poblacion MEZ.

g;'\‘,' MOD SMet oB DT2 HTA HTG C-HDL Gluc TA g::“:
OR (IC 95)
AKT1
rs1130214 DOM | 1.3(0.9-1.8) 1.6 (0.5-5.2) 1.8 (1.0-3.4) 1.5 (0.9-2.4) 1.1(0.8-1.6) 1.3 (0.9-1.9) 1.4 (1.0-1.9) 1.5 (1.0-2.2) 0.9 (0.6-1.3)
REC 1.0 (0.4-2.4) 1.4 (0.02-106) 3.6 (0.9-15) 4.3 (1.710.6) 0.9 (0.4-2.0) 1.1(0.5-2.7) 1.9 (0.8-4.3) 2.7 (1.1-6.2) 0.4 (0.1-1.2)
rs10141867 DOM | 1.0(0.7-1.5) 1.4 (0.4-4.6) 1.5 (0.8-2.7) 1.2 (0.7-2.0) 1.1(0.8-1.5) 1.5(1.1-2.2) 1.3 (0.9-1.8) 1.2 (0.8-1.7) 0.8 (0.6-1.2)
REC | 0.8(0.317) 1.4 (0.06-35) 3.4 (1.0-11) 4.4 (1.9410.0)° 0.7 (0.4-1.5) 1.6 (0.7-4.1) 1.5 (0.7-3.2) 2.2(0.9-4.7) 0.6 (0.3-1.5)
rs33925946 DOM | 1.1(0.8-1.5) 1.5 (0.4-5.1) 1.7 (0.9-3.1) 1.3 (0.8-2.1) 1.1(0.8-1.4) 1.5 (1.0-2.1) 1.2 (0.9-1.7) 1.2 (0.8-1.7) 0.9 (0.6-1.3)
REC | 0.8(0.3-17) 1.3 (0.05-36) 3(0.8-11) 3.7 (1.6-8.3)° 0.7 (0.3-1.4) 1.6 (0.7-4.0) 1.2 (0.6-2.4) 2.8 (1.4-6.0)2 0.5 (0.2-1.2)
GCKR
rs1260326 DOM | 1.3(0.9-1.7) 1.2 (0.4-3.6) 1.0 (0.6-1.9) 0.8 (0.5-1.4) 1.6 (1.2:2.2)P¢ 0.8 (0.6-1.1) 1.2 (0.9-1.6) 0.9 (0.6-1.3) 1.3 (0.9-1.8)
REC | 0.9(0515) 1.6 (0.2-10.5) 0.8(0.22.7) 1.5 (0.7-3.2) 1.4 (0.9-2.4) 0.5 (0.3-0.9)2 1.0 (0.6-1.7) 1.7 (0.9-3.1) 1.9 (1.0-3.4)
rs780094 DOM | 1.2(0.9-1.7) 1.3 (0.4-3.9) 0.7 (0.4-1.3) 0.9 (0.6-1.5) 1.5 (1.1-2.02 0.7 (0.5-1.0) 1.1 (0.8-1.5) 1.0 (0.7-1.5) 1.0 (0.7-1.4)
REC 1.0 (0.6-1.7) 1.6 (0.2-10.6) 1.4 (0.4-4.5) 1.7 (0.8-3.6) 1.6 (0.9-2.6) 0.5 (0.3-0.8)2 1.1(0.7-1.8) 1.6 (0.9-2.8) 1.7 (0.9-3.1)
socs3
rs7221341 DOM | 0.7 (0.5-1.0) 0.6 (0.2-1.9) 1.0 (0.5-1.9) 0.8 (0.4-1.3) 0.9(0.7-1.2) 0.9 (0.6-1.2) 0.9 (0.6-1.2) 1.3 (0.8-1.9) 0.7 (0.5-1.1)
REC 1.3 (0.5-3.7) 19.1 (0.9-422) 0.4 (0.03-4.7) 0.001 (0-/) 1.9 (0.7-5.2) 1.3 (0.4-3.9) 0.6 (0.3-1.6) 0.2 (0.02-1.4) 1.1 (0.4-3.6)
rs4969168 DOM | 1.0(0.8-1.5) 0.4 (0.1-1.2) 1.3 (0.7-2.4) 0.9 (0.6-1.5) 1.0 (0.7-1.3) 1.2 (0.8-1.6) 1.3 (0.9-1.7) 0.9 (0.6-1.3) 1(0.7-1.4)
REC 1.5 (0.6-3.7) 0-5(0.06-4.5) 1(0.1-7.9) 1(0.3-3.4) 0.9 (0.4-2.0) 1.0 (0.43- 2.1 (0.9-5.0) 1.3 (0.5-3.2) 0.9 (0.3-2.6)
rs9914220 DOM | 1.2(0.8-1.7) 0.4(01-1.3) 1.2 (0.6-2.4) 0.9 (0.5-1.5) 1.1(0.8-1.5) 1.4 (0.9-2.0) 1.4 (1.0-1.9) 0.8 (0.5-1.2) 0.8 (0.5-1.3)
REC | 1.2(0.4-3.3) 1(002-432) 2 (0.4-11) 1.02 (0.2-4.8) 1.3 (0.5-3.5) 0.9 (0.3-2.6) 1.3 (0.5-3.5) 0.8 (0.2-2.8) 1.6 (0.5-4.8)

MOD=Modelo de herencia; SMet=Sindrome metabolico, OB=Obesidad; DT2= Diabetes tipo 2; HTA;Hipertension
HDL=Colesterol HDL; Gluc=Glucosa;TA=Tension arterial;Circ. Cint; Circunferencia de cintura; 2 P<0.05, ®P<0.01, *Beta 24.2, IC 95% [4.8—43.5], P=0.04.

arterial; HTG=Hipertrigliceridemia; C-
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Tabla 20.- Asociacion de haplotipos en AKT1, GCKR y SOCS3 en poblacién AM.

Genl | prec SMet oB DT2 HTA HTG C-HDL Gluc TA Cire
Hap Cint
OR (IC 95%)
AKT1
GCC 85 0.9(0.6-1.2) 1.000.7-1.3) | 0.9(0.6-1.1) | 1.2(0.9-1.7) 1.2(0.9-1.5) 0.6(0.4-09) | 0.9(0.7-1.2) 1.1(0.8-1.4) 0.8(0.5-1.2)
TTA 13 1.1(0.7-15) 1.1(0.8-1.6) | 1.1(0.8-1.4) 0'?(%6' 0.8(0.6-1.1) 1.2(0.8-1.7) | 1.0(0.8-1.3) 0.9(0.6-1.2) 1.1(0.7-1.7)
GCKR
cc 66 1.000.8-1.3) | 1.0(0.82-1.31) | 1.1(0.9-1.4) | 1.1(0.8-1.3) 1.0(0.8-1.2) 1.1(0.8-1.3) 1.2(1-1.4) 0.9(0.8-1.2) 0.9(0.7-1.3)
cT 3.0 0.6(0.3-14) | 07(0.31-1.73) | 0.9(0.4-1.9) | 0.6(0.2-1.4) 0.9(0.4-1.9) 0.8(0.3-1.9) | 0.9(0.4-1.8) 0.8(0.4-1.7) 0.5(0.2-1.5)
TC 5.0 1.7(1.027) | 0.8(0.52-1.26) | 1.6(1.1-2.3) | 1.2(0.8-1.7) 0.9(0.6-1.4) 1.20.7-1.8) | 1.6(1.1-2.3) 1.5(0.9-2.2) 1.2(0.6-2.1)
™ 26 0.8(0.6-1.1) | 1.1(0.82-1.38) | 0.6(0.2-0.8)> | 0.8(0.6-1.1) 0.9(0.7-1.1) 0.9(0.6-1.1) | 0.6(0.5-0.8)>< 0.9(0.7-1.1) 1.0(0.6-1.5)
socs3
CGC 66 1.0(0.1-1.1) 0.9(0.6-1.1) | 1.010.8-1.1) | 1.2(0.9-1.6) 1.0(0.8-1.3) 1.0(1-1) 1.0(0.8-1.3) 0.7(0.3-1.6) 0.8(0.5-1.1)
CAT 14 1.3(0.9-1.9) 1.200.8-1.7) | 1.4(1.1-20 | 1.0(0.7-1.4) 1.1(0.8-1.5) 0.9(0.6-14) | 1.3(1.0-1.8) 0.9(0.6-1.3) 1.9(1.1-3.1)2.¢
CGT 2.0 0.4(0.1-1.1) 31(1.1-88) | 1.7(0.7-3.8) | 0.5(0.2-1.6) 0.5(0.2-1.2) 0.4(02-1.0) | 1.5(0.7-3.5) 0.7(0.3-1.6) 0.3(0.1-1.6)
TAC 1.0 0.5(0.18-1.1) 0.7(0.15-3.5) | 0.2(0.03-1.1) | 0.2(0.0-1.4) 0.3(0.1-1.2) 1.20.2-5.3) |  0.1(0.03-1) 1.2(0.3-1.6) 0.5(0.1-2.8)
CAC 9.0 1.1(0.1-1.1) 0.8(051.2) | 0.7(0.5-1.1) | 0.8(0.5-1.3) 0.9(0.6-1.4) 1.1(0.7-1.8) | 0.7(0.5-1.1) 1.1(0.3-1.6) 0.8(0.4-1.6)
TGC 6.0 0.8(0.1-1.1) 1.0(0.5-1.6) | 0.8(0.5-1.2) | 0.6(0.3-1.0) 0.8(0.5-1.3) 1.0(0.6-1.6) | 0.8(0.5-1.3) 0.8(0.3-1.6) 1.1(0.5-2.2)
TAT 3.0 0.5(0.2-1.2) 1.3(0.5-3.1) | 0.4(0.2-1.1) | 0.6(0.2-1.6) 0.7(0.3-1.5) 110.4-2.7) | 0.5(0.2-1.2) 0.6(0.2-1.2) 0.6(0.2-2.1)

Hap=Haplotipo; Frec=Frecuencia; SMet=Sindrome metabdlico; OB=Obesidad; DT2= Diabetes tipo 2; HTA;Hipertension arterial; HTG=Hipertrigliceridemia; C-
HDL=Colesterol HDL; Gluc=Glucosa;TA=Tension arterial;Circ. Cint; Circunferencia de cintura; 2 P<0.05, ®P<0.01, ‘Beta -10.7, 95% CI [-17.7—3.7], P=0.01. 9Beta 1.1,

95% CI [0.3—1.9], P=0.02.
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Tabla 21.- Asociacion de haplotipos en AKT1, GCKR y SOCS3 en poblaciéon MEZ.

Gen/ Frec SMet oB DT2 HTA HTG C-HDL HGluc TA  Cire
Hap Cint Elevad
OR (IC 95)%
AKT1
GCC 79 0.8 (0.6-1.1) 0.7 (0.2-1.8) 0.6 (0.3-0.9) 0.7 (0.5-0.9) 1.0 (0.5-3.3) 0.7 (0.5-1) 0.8 (0.6:0.9) 0.7 (0.3-0.9) 1.2 (0.8-1.5)
GTA 1.0 0.5(0.2-1.4) 1.5 (0.03-65.6) 1.7 (0.3-7.6) 0.8 (0.2-3.4) 0.9 (0.3-2.0) 1.8 (0.6-5.8) 0.5(0.2-1.2) 0.9 (0.3-2.6) 1.1 (0.4-3.1)
GCA 1.0 3.5(0.8-14.1) 1.3 (0-449.5) 1.8 (0.1-26.5) 1.3 (0.4-4.3) 0.7 (0.2-1.8) 1.6 (0.4-6.9) 1.2 (0.4-3.4) 1.3 (0.5-3.6) 1.4 (0.3-5.9)
TCC 1.0 5.7 (1.8-18.4)2 4.5 (0.1-205.7) 2.6 (0.2-23.3) 1.8 (0.5-6.5) 1.3 (0.5-3.3) 0.5(0.2-1.2) 1.5 (0.6-3.9) 3.7 (1.4-9.7) 1.3 (0.4-3.8)
TTA 16 1.0 (0.7-1.3) 1.4 (0.4-4.5) 1.5 (0.8-2.5) 1.6 (1.0-2.4) 1.0 (0.8-1.2) 1.3 (0.9-1.8) 1.3 (1.0-1.7) 1.3 (0.9-1.9) 0.8 (0.5-1.1)
GCKR
cc 64 0.9 (0.7-1.1) 0.8 (0.3-1.8) 1.1(0.7-1.7) 1.1(0.7-1.5) 0.7 (0.5-0.8)° 1.4 (1.1-1.8)2 0.9 (0.7-1.2) 1.0 (0.2-1.4) 0.8 (0.6-1.1)
cT 4.0 1.0 (0.5-1.6) 1.4 (0.2-9.5) 0.6 (0.1-2.1) 0.8 (0.3-1.9) 0.9 (0.5-1.5) 0.7 (0.4-1.1) 0.9 (0.5-1.4) 0.8 (0.4-1.6) 0.6 (0.3-1.2)
TC 3.0 1.0 (0.6-1.5) 1.1(0.1-23.7) 1.3 (0.4-3.7) 0.2 (0.03-1.3) 1.1 (0.6-1.9) 1.0 (0.5-1.9) 0.9 (0.5-1.5) 0.4 (0.2-1.1) 1.7 (0.8-3.5)
s 29 1.1(0.8-1.4) 1.2 (0.5-2.8) 0.9 (0.5-1.5) 1.2 (0.8-1.7) 1.4 (1.1-1.8)%¢ 0.8 (0.6-0.9) 1.1(0.9-1.4) 1.2 (0.9-1.5) 1.2 (0.9-1.6)
socs3
CGC 64 1.1(0.8-1.4) 1.7 (0.7-3.8) 0.9 (0.6-1.5) 1.2 (0.8-1.7) 1.0 (0.8-1.3) 1.0 (0.8-1.3) 0.9 (0.7-1.2) 1.0 (0.7-1.3) 1.1(0.8-1.5)
CAT 10 1.7 (1.1-2.6)2 0.7 (0.16:2.7) 1.2 (0.6-2.7) 1.2 (0.7-2.2) 1.3 (0.9-1.9) 1.7 (1.1-2.7) 1.5 (1.0-2.2) 1.0 (1-1) 1.1(0.7-1.8)
CGT 2.0 0.4 (0.1-0.8) 0.3 (0.02-5.4) 1.8 (0.4-8.4) 0.3 (0.04-2.1) 0.6 (0.3-1.3) 0.7 (0.3-1.4) 0.8 (0.4-1.8) 0.5 (0.1-1.6) 1.0 (0.2-5.3)
TAC 2.0 0.4 (0.1-1.2) 0.4 (0.03-7.8) 3.5(0.6-20.6) 0.2 (0.03-1.9) 0.5(0.2-1.4) 0.6 (0.2-1.7) 0.6 (0.2-1.6) 1.0 (0.3-3.1) 1.4 (0.4-4.7)
CAC 7.0 0.7 (0.4-1.1) 0.4 (0.1-2.2) 0.9 (0.3-2.5) 1.1(0.5-2.3) 0.7 (0.4-1.1) 0.8 (0.5-1.2) 1.2 (0.7-1.8) 1.1 (0.6-1.9) 1.0 (0.5-1.7)
TGC 12 0.9 (0.5-1.2) 2.1 (0.5-9.1) 0.7 (0.4-1.6) 0.8 (0.5-1.5) 1.1 (0.7-1.4) 0.9 (0.6-1.4) 0.8 (0.6-1.1) 1.3 (0.4-1.9) 0.9 (0.5-1.3)

Hap=Haplotipo; Frec=Frecuencia; SMet=Sindrome metabolico; OB=0besidad; DT2= Diabetes tipo 2; HTA;Hipertension arterial; HTG=Hipertrigliceridemia; C-

HDL=Colesterol HDL; Gluc=Glucosa;TA=Tension arterial;Circ. Cint; Circunferencia de cintura; 2 P<0.05, ®P<0.01, ‘Beta -18.4, IC 95% [3.2—33.6], P=0.04.
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Tabla 22.- Analisis de frecuencias de los MAFs entre las poblaciones AM y MEZ con distintas

poblaciones continentales de los SNVs en AKT1, GCKR y SOCS3

Gen SNV MAF | AM | MEZ | MXL CEU YRI
rs1130214 T 0.14 | 0.18 | 0.20* 0.34* 0.41*
AKT1 rs10141867 T 0.14 | 0.18 0.20 0.34* 0.29*
rs33925946 A 0.14 | 0.18 0.20 0.34* 0.29*
rs1260326 T 0.32 | 0.32 0.35 0.43* 0.10*

GCKR
rs780094 T 029 | 03 0.34 0.44* 0.13*
rs7221341 T 0.10 | 0.17 | 0.25* 0.46* 0.41*
SOCS3 rs4969168 A 0.27 | 0.22 0.23 0.13* 0.67*
rs9914220 T 0.18 | 0.15 0.13 0.07* 0.37*

AM = Amerindios, MEZ=Mestizos, MXL= Mexicanos residentes de los Angeles, CA. CEU= Residentes de Utah

con ancestria Europea, YRI= Yorubas de Africa.

*= P<0.05 en comparacion con los AM. Los valores de P fueron determinados utilizando la prueba de X>.
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Figura 19.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs1130214 del gen AKT1 en la poblacién AM.
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Figura 20.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs10141867 del gen AKT7 en la poblacion AM.
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Figura 21.- Distribucién geografica del MAF de la variante rs33925946 del gen AKT1 en la poblacion AM.
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Figura 22.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs1260326 en el gen GCKR en la poblacion AM.
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Figura 23.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs780094 en el gen GCKR en la poblacion AM.
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Figura 24 .- Distribucion geografica del MAF de la variante rs7221341 del gen SOCS3 en la poblacion AM.
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Figura 25.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs4969168 del gen SOCS3 en la poblacion AM.
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Figura 26.- Distribucion geografica del MAF de la variante rs9914220 del gen SOCS3 en la poblacion AM.



DISCUSION

El SMet es una entidad multifactorial, dada por la interaccion de factores genéticos y
ambientales (Kassi et al., 2011). Actualmente esta entidad es un problema de salud publica en
nuestro pais, porque mas del 40% de la poblacién lo padece (Salas et al., 2014). Reportes
previos han mostrado que las poblaciones con un fuerte componente ancestral amerindio como
los mexicanos o latinos, presentan mayor susceptibilidad al desarrollo de enfermedades
metabdlicas (Lorenzo C et al., 2001, Miranda JJ et al., 2013 ). Una teoria que se ha propuesto
para explicar este fendmeno es la del gen ahorrador, la cual sugiere, que en las poblaciones
antiguas, la presencia de variantes genéticas que contribuyen al almacenamiento de energia
fueron claves para la supervivencia de estas poblaciones, sin embargo, en los tiempos
actuales, estas mismas variantes son perjudiciales y pudieran en parte, ser responsables de
la elevada prevalencia de EMets, ya que en los tiempos modernos, los individuos estan

expuestos a un ambiente obesogénico (Neel, 1999).

Las prevalencias de SMet en las dos poblaciones estudiadas en esta tesis (AM y MEZ) fueron
de las mas altas reportadas a nivel mundial (ENSANUT; Marquez-Sandoval et al., 2011). En
este estudio, la presencia de dislipidemias fueron las mas frecuentes en ambas poblaciones,
seguido por los niveles elevados de glucosa y la obesidad central. Estos resultados apoyan las
aseveraciones donde se ha reportado que las poblaciones de origen amerindio presentan
elevadas prevalencias de EMets, cuando se comparan con poblaciones de distintos origenes
étnicos en el mismo ambiente (Mendoza-Caamal., et al 2020).

En lo que respecta a la OB, tanto en MEZ como en AM se encontré un 27% de individuos
afectados, datos que concuerdan con lo reportado previamente para la poblacion mexicana

(ENSANUT). La presencia de individuos con hipertension fue ligeramente mas alta en AM en
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relacion a los MEZ (20% vs. 10%), sorpresivamente, estas cifras son ligeramente mas bajas
que lo reportado por la ENSANUT. Estas pequenas diferencias seguramente estan dadas por
el tamano de la muestra , ya que la ENSANUT tiene un muestreo de 194,923 y no analiza sus
datos estratificando por poblaciones. Interesantemente, observamos una frecuencia mas
elevada de DT2 en los indigenas, que la reportada por la ENSANUT, probablemente porque
las poblaciones indigenas han sido poco estudias y se encuentran aisladas de cualquier
programa de prevencion o cuidado 6ptimo de sus enfermedades.

En resumen y de acuerdo a los datos obtenidos, se observa una elevada prevalencia de EMets
en una gran cohorte de indigenas mexicanos, lo que refleja la importancia de incluir a
poblaciones con una elevada ancestria indigena.

Por otra parte, los estudios de diversidad gendmica en poblaciones mexicanas han permitido
establecer que la poblacibn mestiza presenta porcentajes de componentes ancestrales
(amerindios o indigenas) que varian de acuerdo a la region del pais (Silva-Zolezzi et al., 2009).
Los resultados de este estudio, apoyan reportes previos donde se menciona que los mestizos
tienen una proporcion de ancestria amerindia de alrededor del 61%, mientras que los indigenas
mostraron una ancestria mayor al 90% (Contreras-Cubas et al., 2016, Cid-Soto et al., 2018).
Existen GWAS para enfermedades metabodlicas donde se han incluido poblaciones de origen
latino como el de Slim initiative in Genomic Medicine for the Americas (SIGMA), en el cual se
encontré un haplotipo asociado a DT2 con una frecuencia mas elevada en las poblaciones
derivadas de una ancestria amerindia (Williams et al., 2014).

En el estudio “VIVA LA FAMILIA obesity-diabetes familial risk study”, donde se incluyeron
individuos provenientes de Texas (EUA), la ancestria amerindia fue del 49%, la europea del
45% vy la africana del 6% (Comuzzie AG et al., 2012). Otro estudio, el “Mexican
hypertriglyceridemia study” incluye individuos captados en la ciudad de México, en el cual

reportan una ancestria amerindia de 55%, 41% de ancestria europea y 4% de ancestria
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africana (Weissglas-Volkov D et al ., 2013). Debido a esto, se puede decir que nuestro trabajo
es uno de los GWAS que incluye individuos con mayor componente amerindio, donde se utiliza
una poblacion con mas del 90% de ancestria amerindia. Cuando se compararon la frecuencias
alélicas obtenidas con la de las poblaciones continentales, se observé un enriquecimiento de
las variantes rs2423366_A en el gen PLCB1, rs1355597_T en el gen TSHZ2, de rs2842352_T
en el gen RREB1 en poblacion indigena. Interesantemente, esta poblacion indigena también
presentd frecuencias mas elevadas de los alelos y haplotipos de riesgo en los genes
APOC3/AS5, respecto a las otras poblaciones parentales de la poblacion mestiza mexicana
(https://www.internationalgenome.org). Este resultado puede ser la consecuencia de un
proceso de seleccion.

En cuanto a la variante rs4766660 A en el gen RPH3A, la poblacion AM presenta las
frecuencias mas bajas. Las frecuencias en los MXL se encuentran entre la de los europeos y
los AM por lo que se podria suponer que su contribucidn a los mestizos es principalmente por
su ancestria Europea. En la variante rs7165728 C del gen ATP10A no se encontraron
diferencias entre las frecuencias en las distintas poblaciones continentales y la AM incluida en
este estudio.

Estudios previos habian mostrado asociacion de la variante rs2423366 en el gen PLCB1 con
la regulacion de la cantidad de serotonina en individuos con desorden obsesivo compulsivo
(Qin H et al., 2016), sin embargo, ésta es la primera vez que se reporta la asociacion de esta
variante con diferentes entidades metabdlicas, como con el riesgo a desarrollar DT2 y con
proteccion a niveles elevados de presion arterial y SMet.

Estudios funcionales han mostrado que en este gen existe splicing alternativo que inhibe el
funcionamiento de la proteina, la cual participa en la hidrélisis de fosfatidil inositol 4,5 bifosfato
(P1(4,5P)2) y en la generacion de diacilglicerol y de este modo, en la regulacion de la insulina

(Ramazzotti et al., 2017). El fosfatidil inositol participa en varios procesos celulares como la
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proliferacion, diferenciacién, apoptosis, metabolismo y trafico vesicular, su desregulacion
puede llevar a una falla en la sefalizacion de insulina a través de la via PI3K ocasionando
diferentes patologias como inflamacion cronica, aterosclerosis, obesidad y DT2 (Huang X,
2018).

Por otro lado, se ha demostrado que PLCB1 esta involucrado en la secrecion de insulina
mediante la regulacion de PPAR-y, un factor de transcripcion nuclear que reconoce elementos
activados en condiciones patofisiologicas en células Beta, esto es apoyado por evidencia
experimental en donde se demuestra que silenciando a PLCB17 hay una gran inhibicion de la
secrecion de insulina (Fiume el al., 2012).

El gen TSHZ2 es miembro de una familia de factores de transcripcion que codifican para
proteinas con dominios estructurales de dedos de zinc tipo-C2H2. A partir de estudios in silico,
se predice que la proteina TSHZ2 actua como un represor transcripcional (Yamamoto et al.,
2011) y el gen se ha asociado previamente a la duracion del suefio y narcolepsia en poblacion
norteamericana (Scheinfeldt et al., 2015). En nuestro estudio, el alelo rs1355597_T en TSHZ2
se encontrd principalmente asociado a niveles bajos de C-HDL, un tipo de dislipidemias muy
frecuente en la poblacion mexicana en general, asi como en la poblacién indigena (Mendoza-
Caamal et al., 2020).

Cuando hay presencia de dislipidemias en Emet, estas se caracterizan por un nivel elevado de
triglicéridos y LDL, asi como niveles bajos de C-HDL. Estas anormalidades en el metabolismo
de lipidos se encuentran en el SMet y se sabe que contribuyen a la formacion del ateroma y a
la disfuncion endotelial (Carvajal C., 2014)

La frecuencia elevada del alelo rs1355597_T en las poblaciones indigenas (65%) y su
asociacion con dislipidemias, sugiere que esta variante podria tener una importante
contribucion en el desarrollo de estas patologias, las cuales son los padecimientos mas

frecuentes en las poblaciones estudiadas.
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Esta asociacion fue consistente en las etnias localizadas en la region sur y en la region sureste,

que es donde se encuentra la mayor parte de la poblacion indigena en nuestro pais.

En este mismo sentido, el alelo rs4766660_A del gen RPH3A mostré asociacion con
hipertension arterial diastdlica en la poblacion indigena. Este alelo fue menos frecuente en la
poblacién indigena que en las poblaciones continentales. Estudios previos han reportado
asociacion de otras variantes en el gen RPH3A con SMet y con baja concentracion de C-HDL
en poblacién Japonesa (Yasukochi Y et al., 2018). Por otro lado se ha reportado que variantes
dentro de este mismo gen se han asociado a microalbuminuria y esta misma se relaciona con
la presencia de diabetes e hipertension, obesidad y resistencia a insulina. RPH3A es una
proteina efectora de RAB3A, proteina G involucrada en las ultimas etapas de la exocitosis de
neurotransmisores, ademas, esta proteina es fosforilada por PKN1, lo que potencia su union
a RAB21 (Yuan Q et al.,, 2017), promoviendo el reclutamiento, adhesion e infiltracion de
neutrofilos durante la inflamacion. Esta ultima se ha correlacionado directamente con
enfermedades metabdlicas como la RI, SMet, obesidad y DT2 (Shirataki et al., 1993,

Gonzales-Chavez A et al., 20006).

Interesantemente, rs7165728 C del gen ATP10A mostrd asociacion con proteccion a niveles
elevados de presion arterial en la poblacién indigena y en el mismo sentido a
hipertrigliceridemia y niveles bajos C-HDL en las etnias de la region centro este y norte. Esta
misma variante se encontrd asociada con riesgo a DT2 y niveles elevados de glucosa en las
etnias de la region sureste. En estudios realizados con anterioridad las variantes rs6576507 y
rs8026527 en este mismo gen ATPA10 han resultado asociadas con elevacion de niveles de

insulina en poblacion afroamericana (Irvin RM et al., 2011).
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Este gen forma parte de la familia de las V-ATPasas, un grupo de proteinas transmembranales
que se encuentran implicadas en la translocacion de fosfolipidos de la capa lipidica
citoplasmica a la exterior de la membrana celular. Este grupo de proteinas juega un papel
importante en la biogénesis de vesiculas involucradas en el trafico intracelular y en la catalisis
de la hidrdlisis de ATP (Folmer, Elferink, & Paulusma, 2009). Este gen se ha relacionado con
obesidad (Dhar et al., 2000). Se han realizado estudios en ratones donde se ha demostrado
que la delecion del gen ATP10A produce Rl y un fenotipo hiperinsulinémico, por lo que se ha
propuesto que este gen juega un papel importante en este tipo de padecimientos (Dhar et al.,

2006).

También se encontrd por primera vez la asociacion de la variante rs2842352 del gen RREB1
con protecciéon a hipertension, hiperglicemia y T2D en las poblaciones mayenses y con
circunferencia de cintura normal en la poblacion total. El gen RREB1 codifica para un factor de
transcripcion que contiene entre 13 y 15 dedos de zinc, esto depende del splicing alternativo
(Finb) (Bonomo., et al 2014). Existen 4 isoformas de la proteina, por lo que la sefalizacion
donde interviene es mecanica y fenotipicamente muy compleja (Nitz, Harding, Smith, Thomas,
& Theodorescu, 2011). Se ha demostrado que RREB1 es un represor de la expresion del gen
AGT (angiotensindgeno), un componente precursor de RAS (sistema renina angiotensina), el
cual regula el balance de fluidos y sales en el cuerpo, asi como la presion arterial (Date et al.,
2004).

En un estudio previo en donde se realizdé la secuenciacion de exomas, se observo una
asociacion con proteccion a hipertension, DT2 y nefropatia diabética de las variantes de baja
frecuencia rs9379084 y rs41302867 en el gen RREB1 en poblacion Afroamericana y en

poblacién Caucasica (Bonomo JA et al ., 2014). En otro estudio de tipo meta analisis multiétnico
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se ha asociado a la variante rs2842895 con proteccion a obesidad y con disminucion del tejido
adiposo visceral (Chu AY et al., 2017).

Posiblemente el alelo rs2842352_T tenga un impacto en el aumento de la actividad del gen y
al ser una variante ubicada en la region UTR-3" puede ser capaz de impactar la proteina
codificada por este gen, teniendo como consecuencia una represion mayor del AGT.

Cuando la presion arterial disminuye, la renina es liberada y la angiotensina | (AG/) es separada
del dominio N-terminal del AGT, posteriormente es convertida en angiotensina Il (AG//) y esta
provoca la liberaciéon de aldosterona y la constriccion de las paredes musculares de las
arteriolas, aumentando la presion arterial. Por lo cual, un aumento en la actividad de RREB1
provocado por la variante rs2842352 T puede conducir a una disminucion en los niveles de la
presion arterial. Por otro lado se ha observado que RREB1 induce la expresién de MT-IIA, una
metalotioneina producida en el higado vy rifidn, la cual protege contra el estrés oxidativo
(Fujimoto-Nishiyama A., et al 2017).

El Gen RREB1 esta también involucrado en la regulacién de la produccion de insulina de las
céluas beta pancreaticas y la insulina, como ya se sabe, es responsable de la regulacién de
los niveles de glucosa en sangre. La proteina codificada por este gen, RREB1 interactua junto
con NeuroD (que es una proteina que participa en la regulacion de insulina y mutaciones en el
gen se han relacionado con DT2) y ocupan el promotor de insulina | e insulina Il en las células
beta pancreaticas, lo que implica una participacion de REEB1 en la regulacion de insulina, por
lo que la activacion del gen RREB1 debido a la variante rs2842352_T podria tener ese efecto
de proteccion contra altos niveles de glucosa y DT2.

En estudios previos de GWAS se ha demostrado que algunos loci asociados a la desregulacion
de glucosa en ayuno, se encuentran también asociados con riesgo a DT2, variantes en el gen

RREB1 son un ejemplo de ello.
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Adicionalmente, las variantes rs5128 en APOC3 vy rs2266788, rs2072560 y rs651821 en
APOAS se encontraron por primera vez asociadas con niveles bajos de C-HDL,
hipertrigliceridemia y SMet en la poblacién indigena. El haplotipo GTCG, conformado con los
alelos de riesgo de los genes APOC3/APOAS, se asocio con hipertrigliceridemia, SMet e
hiperglucemia. Aunque la asociacion de distintas variantes y haplotipos en los genes APO con
dislipidemias y SMet ya habia sido descrita en otras poblaciones, (Wu y et al., 2016; Ou HJ et
al., 2015), cuando se compararon las frecuencias observadas en la poblacién amerindia con
otras poblaciones continentales como las CEU y YRI se observd un enriquecimiento de los
alelos y del haplotipo de riesgo en nuestra poblacion. Asi también los MXL mostraron una
frecuencia intermedia entre CEU y poblacién indigena. Aunado a esto, las asociaciones tienen
una significancia mayor a las reportadas para otras poblaciones (Song Y et al., 2015 ; Bai W

etal., 2019).

El gen APOCS3 codifica para una proteina que es parte de las lipoproteinas ricas en triglicéridos
(TRL, por sus siglas en inglés), que incluyen a los VLDL, LDL, HDL y quilomicrones (Jin JL et
al., 2017). El efecto hipertrigliceridémico de APOC3 se atribuye a su funcién intracelular y
extracelular en el metabolismo de lipidos, el cual consiste en disminuir la eliminacion de restos
de lipoproteinas ricas en trigliceridos a través de la inhibicidn de la lipdlisis mediada por la
lipoproteina lipasa y promueve el ensamblaje y la secrecién de VLDL en el higado (Larsson et
al., 2017). APOAS juega un papel importante en la homeostasis de triglicéridos mediante la
inhibicion hepatica de la produccién de VLDL y aumento de la hidrolisis de triglicéridos
mediante la activacion de la lipoproteina lipasa (Merkel M et al ., 2005). Al menos 40 variantes
en APOAS han mostrado asociacion con aterosclerosis, enfermedad coronaria e infarto al
miocardio y metabolismo de triglicéridos, por lo que se ha propuesto que este gen tiene un

gran impacto en el metabolismo de los triglicéridos (Guardiola & Ribalta, 2017). Este trabajo
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es el primero en describir la frecuencia de estos SNVs en la regidn de genes de
apolipoproteinas y su contribucion al riesgo para el desarrollo de dislipidemias en la poblacion

amerindia mexicana.

Finalmente, algunas variantes previamente asociadas a rasgos metabdlicos en otras
poblaciones se estudiaron en AM y se compararon con una muestra de MEZ, estas son
variantes involucradas en el metabolismo de lipidos y glucosa en los genes: AKT1, GCKR y

SOCSs.

De acuerdo a las frecuencias alélicas obtenidas tanto en AM como en MEZ, se sugiere que la
contribucion de rs4969168 y rs9914220 en el gen SOCS3 a la asociacion a rasgos metabdlicos
es principalmente por su componente amerindio, mientras que la contribucion de las tres
variantes en AKT1, al menos la variante rs780094 en GCKR y la rs7221341 en SOCS3 son

principalmente por la ancestria europea de la poblacién mexicana.

Las frecuencias alélicas de todas las variantes fueron distintas entre AM y MEZ, incluso hubo
diferencias entre los grupos de amerindios, esto de acuerdo a su distribucion geografica.
Interesantemente se encontraron diferencias en los patrones de desequilibrio de ligamiento y
la estructura de haplotipos entre las poblaciones de AM y MEZ, esto se puede explicar por la
gran diversidad genética de las poblaciones y porque los mestizos mexicanos derivan de
poblaciones ancestrales con una variacién en su historia demografica, lo que puede explicar
las disparidades en los resultados de asociacion entre las poblaciones incluidas en el estudio
(Moreno-Estrada et al., 2014; Garcia-Ortiz et al ., 2021). Se identificaron seis haplotipos en
AKT1en MEZ, incluyendo el H1 y H2, reportados previamente asociados a SMet y resistencia
a insulina (Devaney et al., 2011). En contraste, en AM so6lo se encontraron los haplotipos H1'y
H2. A pesar de que no se encontraron asociaciones con H1 y H2, en MEZ se encontré una

asociacion del haplotipo TCC en AKT1 con el riesgo a desarrollar presion arterial elevada y
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SMet. Por otro lado, no se encontré asociacién con los haplotipos de AKT7 en la poblacién
AM, esto es posible por las diferencias en la estructura genética, asi como por la ausencia del

haplotipo TCC en esta poblacién.

En este estudio se asociaron por primera vez las variantes en AKT1 con riesgo a desarrollar
hipertension. En apoyo a estos descubrimientos se han realizado estudios con ratones knokout
para akt1/, indicando que este gen es de gran importancia en la homeostasis cardiovascular
regulada por la insulina (DeBosh et al., 2006). Por otro lado, en un estado de obesidad o de
resistencia a la insulina, la hipertension o la disfuncion arterial ocurre cuando la vasculatura
exhibe una falla en la sefalizacion de insulina via fosfatidilinositol 3 kinasa (PI13K/Akt), esto da
como resultado una disminucion en la produccién de éxido nitrico, lo que podria conducir a
una hipertension arterial (Symons et al., 2009). A pesar de que este gen es considerado factor
clave en la estimulacion de la insulina y en el metabolismo de la glucosa en humanos, se
necesitan mas estudios para elucidar el papel funcional de AKT1 en el desarrollo de la

hipertension.

También se observo una asociacion diferencial entre MEZ y AM con las variantes en GCKR.
En MEZ se observo una asociacion del alelo rs780094_T con niveles altos de triglicéridos y a
proteccion hacia niveles bajos de C-HDL, mientras que en AM esta misma variante se asocio
con niveles bajos de glucosa y proteccion hacia DT2. En este mismo sentido, en otros trabajos
se ha demostrado una asociacion inversa de las variantes de GCKR con niveles altos de
triglicéridos y niveles bajos de glucosa en diversas poblaciones (Shen et al., 2013; de Castro-
Oros et al., 2014; Kitamoto et al., 2014; Orho-Melander et al., 2008). Los resultados en MEZ
fueron similares a hallazgos previos en otros trabajos donde incluyen a mestizos mexicanos,
demostrando que esas variantes estan asociadas con un incremento en los niveles de

triglicéridos (Weissglas-Volkov et al., 2010; Weissglas Volkov et al., 2013 ). Nuestros hallazgos
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indican que las variantes en GCKR pueden estar asociadas a rasgos metabdlicos de una
manera independiente. Otra posible explicacion para este mecanismo inverso puede ser que
el polimorfismo funcional rs1260326 (Pro446Leu) en desequilibrio de ligamiento con el
rs780094 (Orho-Melander et al., 2008) puede incrementar la actividad de GCKR, resultando
en un decremento de los niveles de glucosa y el almacenamiento de triglicéridos (Shen et al.,

2013).

El analisis en SOCS3 reveld que el alelo rs7221341_T se asocia con proteccion a presion
arterial elevada y el haplotipo CAT se asocia con altos niveles de circunferencia de cintura y
DT2 en AM. Este haplotipo se asocié también a riesgo para SMet en MEZ. Diversos estudios
han demostrado que algunas variantes en el gen SOCS3 estan asociadas con obesidad
(Talbert et al., 2009; Li et al., 2014), pero no con DT2 (Fischer Rosinsky et al., 2008). SOCS3
esta implicado en obesidad como un inhibidor de la sefial de leptina. Para respaldar estas
observaciones, se propone que el funcionamiento anormal de SOCS3 es en parte responsable
de la “resistencia a insulina/leptina” observada en la obesidad (Talbert et al., 2009). Ademas la
resistencia a insulina por lo regular se asocia con un incremento en los niveles de leptina y
parece tener un papel importante en la obesidad, DT2 y otros desordenes metabdlicos. De
hecho, se ha visto que la sobreexpresion de SOCS3 en ratones conlleva a la resistencia a la
insulina, mientras que la inhibicion de SOCS3 en ratones obesos y diabéticos mejora la

sensibilidad a la hormona (Yang et al., 2012).

Las diferentes asociaciones encontradas entre las variantes y los distintos parametros, asi
como entre AM y MEZ mexicanos pueden ser explicadas por la gran diversidad genética de

las poblaciones amerindias y la complejidad en la mezcla ancestral de los MEZ.
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CONCLUSION

En este estudio, en donde se analizaron todos los genes incluidos en el genoma para encontrar
variantes asociadas a SMet y sus componentes, se incluye una de las muestras mas grandes
de poblacion indigena. Aqui, se han asociado variantes genéticas con diferentes entidades
metabdlicas por primera vez, lo que permitira profundizar en la fisiopatologia de este tipo de

enfermedades.

Cabe resaltar que la mayoria de los estudios de asociacion amplios de genoma se han
realizado con poblaciones de origen europeo y asiatico, por lo que las poblaciones latinas y de
origen amerindio han quedado rezagadas en este tipo de trabajos, quedando al margen de los

beneficios de la medicina genomica.

Los resultados de esta tesis demuestran las diferencias étnicas en la arquitectura genética y
una asociacion genética diferencial con rasgos metabdlicos entre las poblaciones indigenas y
mestizos. Este tipo de trabajos puntualiza la necesidad de estudiar a cada poblacion, ya que
demuestra que los resultados obtenidos en una poblacion no pueden ser trasladados a otra de
diferente origen étnico, aun cohabitando el mismo pais. Posiblemente, en México este
fendmeno esta relacionado con la estructura genética tan compleja de sus poblaciones debido
a la gran diversidad que existe en ellas. Los analisis de asociacion genética con poblaciones
con diferentes patrones de desequilibrio de ligamiento podrian ser utiles para identificar los loci

involucrados en las distintas enfermedades.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Amerindian ancestry appears to be a risk factor for metabolic diseases (MetD), making Mexicans an ideal po-
Mexican population pulation to better understand the genetic architecture of metabolic health. In this study, we determine the
“-VP"“.‘"“" o association of genetic variants previously reported with metabolic entities, in two Mexican populations, in-
Hypertriglyceridemia cluding the largest sample of Amerindians reported to date.

gzim;m We investigated the association of eigth single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in AKT1, GCKR, and SOCS3
HDL.-Cholesteral genes with different metabolic traits in 1923 Mexican Amerindians (MAs) belonging to 57 ethnic groups, and
Mexican Amerindians 855 Mestizos (MEZs). The allele frequency of 7/8 SNPs showed significant differences between MAs and MEZs.
Mestizos Interestingly, some alleles were monomorphic in particular ethnic groups, and highly frequent in other ones.

With the exception of GCKR 151260326T, as expected, all SNP frequencies in the MEZ population had inter-
mediate values between its two main ancestral populations (MAs and Iberian populations in Spain [IBS]). We
detected ethnic differences in linkage disequilibrium patterns and haplotype structure between MAs and MEZs,
possibly due to the high genetic heterogeneity in these populations. Remarkably, AKT1 was associated with
hypertension in MEZs, but not in MAs. GCKR was associated with protection against type 2 disbetes (T2D) in
MAs, and with hypertriglyceridemia and protection against low HDL Chol ol (HDL-C) levels in MEZs. The
CAT haplotype in SOCS3 was iated with metabolic syndrome (MetS) in MEZs, and comelated with pro-
tection against high blood pressure (HBP) and risk for high waist circumference and T2D in MAs. Our results
show differential genetic associations with metabolic traits between MAs and MEZs, possibly due to the dif-
ferences in genetic structure between these Mexican populations.

Abbreviations: MetD, metabolic diseases MAs, Mexican Amerindiang MEZs, Mestizog T2D, type 2 diabetes; HBP, high blood pressure; MetS, metabolic syndrome;
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1. Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is a major risk factor for the develop-
ment of cardiovascular diseases and type 2 diabetes (T2D), and its
prevalence is increasing globally. In particular, Mexico has shown an
alarmingly rapid increase over recent decades, from 36.8% to 45%,
such that its current MetS prevalence is among the highest worldwide
(Mérquez-Sandoval et al., 2011; Rojas et al,, 2010; Salas et al, 2014).
Evidence indicates that several genetic and environmental factors in-
teract and contribute to the development of metabolic traits. Genetic
factors associated with metabolic disorders exhibit significant ethnic
differences (Martagén et al., 2018).

Individuals of Native American origin show a higher prevalence of
metabolic diseases (MetD), such as T2D and obesity, suggesting that
Amerindian ancestry is a risk factor for these diseases (Below and Parra,
2016). The vast majority of the Mexican population is Mestizo, which
genetic structure is the result of the admixture of Native Americans,
Europeans and a small contribution of African population. Moreover,
Mexico is among the countries with the highest diversity of Native
groups (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia [INEGI] http://
www.censo2010.0rgmyx; Instituto Nacional de Lenguas Indigenas
[INALI], http://www.inali.gob.mx/). Recent studies have reported
several T2D risk alleles, including a SLC16A11 haplotype and the
p.ES08K variant in HFN1A, which are common within populations with
an Amerindian ethnic background (Williams et al., 2014; Estrada et al,,
2014). Although Amerindian ancestry seems to have impact on the risk
of metabolic entities, only few genomic studies has included indigenous
groups.

In this present study, we aimed to investigate whether genes in-
volved with dyslipidemias or glucose energy storage (AKT1, GCKR, and
SOCS3), are associated with different metabolics traits in the
Amerindian and Mestizo Mexican populations. Furthermore, we com-
pared the frequencies of these variants between MEZs and their an-
cestral populations: Amerindians, Europeans (Iberian [IBS]), and
Africans (Yoruba in Ibadan Nigeria [YRI]). To our knowledge, this
study includes the largest sample of Amerindians in a genetic associa-
tion study, and represents an opportunity to better understand the ge-
netic architecture of metabolic health.

2. Materials and methods

2.1. Population

This study was designed in accordance with the Declaration of
Helsinki, and was approved by the local ethics and research commit-
tees. All participants provided informed written consent. For some
participants, informed consent was translated into their native
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language, and some individuals signed with their fingerprint. The study
population comprised a total of 2778 unrelated Mexican volunteers,
including 1923 Amerindians (MA) and 855 Mestizos (MEZ). The MA
participants belonged to the Metabolic Analysis in an Indigenous
Sample (MAIS) cohort that includes members of 57 indigenous groups
from different regions of Mexico. The MAIS cohort was recruited from
73 indigenous communities, and individuals were considered
Amerindian only if they self-identified as indigenous, they were bomn in
the same community as their parents and grandparents, and a native
language was spoken by both of their parents or all four grandparents.
The MEZ population was recruited in Mexico City. Ancestry was con-
firmed in a random sample of 113 MEZs and 1304 MAs, using the 6.0
SNP array (Affymetrix) or Golden Gate genotyping assay (Illumina)
containing 96 previously validated ancestry informative markers
(AIMs) (Kosoy et al., 2009).

2.2. Anthropometric and biochemical characteristics

For each participant, we obtained demographic, anthropometric,
and clinical data. Blood samples were collected after overnight fasting,

and analyzed for fasting glucose (FG), high-density lipoprotein choles-
terol (HDL-C), and triglycerides. For MA and MEZ individuals living
near Mexico City, these biochemical analysis were performed using the
Synchron CX5 Analyzer System (Beckman Coulter Fullerton, CA, USA).
For most of the MAs, these analyses were performed in their commu-
nities using a Cholestech LDX and IN2it Analyzer (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). We analyzed 10% of samples using both systems, showing
high reproducibility.

Obesity, hypertension, T2D, and MetS were diagnosed following
guidelines of the American Heart Association and the National Heart,
Lung, and Blood Institute (AHA/NHILBI; http://www.nhlbinih.gov).
MetS diagnosis was based on the presence of three or more of the fol-
lowing conditions: glucose =100 mg/dL or previous T2D diagnasis,
triglycerides =150mg/dL, HDL< of < 40 in men and < 50 mg/dL in
women, blood pressure =130/=85mmHg or previous hypertension
diagnosis, and waist circumference (WC; measured at the midpoint
between thelast rib and the iliac crest) of =102 cminmen and =88 cm
in women. To obtain average systolic and diastolic blood pressures, we
measured blood pressure three times in the sitting position after resting
for at least 5 min, following Mexican Official Standard NOM-030-SSA2-
1999. MetS controls were considered when individuals had =2 com-
ponents, and MetS cases when individuals exceeded the previous value.

2.3. Genotyping

Genomic DNA was isolated from whole blood samples, using the
QIAamp DNA Blood Maxi kit (Qiagen, Valencia CA, USA) following the

Table 1
Genemal characteristics of 1923 Amerindians and 855 Mestizos populations.
Population
Amerindian Mestizos
Controls Cases Ovenall Controls Cases Overall
Amerindian ancestry (%) - - 95 x5 - - 614 = 119
Age (years) 47.7 = 173 54.11 = 1404 5125 = 1587 413 = 96 453 = 832 4342 = 916
Glucase (mg/dL) 89.56 = 3028 120.22 + 6218 106.98 = 5361 9691 + 1698 12162 + 4555 11006 = 37.54
‘Waist circum ference (em) 86.81 + 968 95.83 + 1022 9188 + 1093 8628 + 9% 98.12 = 11.5% 9258 + 1235
Triglycerides (mg/dL) 14809 *= 9935 24.21 = 11743 195.18 = 12873 14469 = 84.03 2536 + 17332 20265 + 145.08
SPB (mmHg) 11843 = 1962 135.56 = 22 12797 = 226 1094 = 1303 11596 = 145 11289 = 14.2
DPB (mmHg) 69.3 + 1338 77.3 = 10.11 738 = 12.17 7172 + 8.38 7655 = 11.45 7429 * 1041
HDL-C (mg/dL) 43.08 + 1338 3%6.03 = 10.11 3915 = 1217 4554 = 1193 3557 £ 7.75 4023 = 111

The data are shown in mean + SD: standard deviation. Controls: individuals without metabolic syndrome; Cases: individuals with metabolic syndrome; HDL-C:
high-density lipoprotein cholesterol; SPB: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure.
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Table 2
Minor allele frequencies (MAF) of polymorphisms in AKT1, GCKR, and SOCS3
genes in different populations.

Allelic frequencies (%)
Gene/SNPs MAF  Present study 1000 genomes
MAs MEZs MXL BS YRI
n=1923 n=85 n=64 n=107 n=108
AKTI
1130214 T 14 18 20 k2 41+
10141867 T 14 18 20 k2 29
33925946 A 14 18 20 34 29
GCXR
51260326 T 32 32 35 43 10"
780094 T 29 33- 34 M- 13+
S0Cs3
7221341 T 10 17+ 25 % 41+
4969168 A 27 22 23 13- 67
9914220 T 18 15 13 1 34

MAF: minor allele frequency; MAs: Amerindian; MEZs: Mestizos; MXL: Mexican
in Los Angeles, IBS: Iberian, and YRI: Yoruba. *P < 0.05, X test.

manufacturer’s protocol. We performed allelic discrimination of all
eight single-nucleotide polymorphisms (SNPs) (AKTI: rs1130214,
rs10141867, and rs33925946; GCKR: rs1 260326 and rs780094; SOCS3:
rs4969168, rs7221341, and rs9914220) using the TagMan SNP geno-
typing assay on an ABI Prism 7900HT Fast Real-Time PCR system
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The call rate exceeded 97%

rs1130214

- N o T, -
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for all SNPs. For genotyping quality control, we analyzed 5% of samples
in duplicate. To confirm the genotypes, 10% of samples were randomly
selected for direct sequencing using genetic analyzer 3730 xI (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

2.4. Population stratification control

Ancestry percentage was estimated in a random sample of 113 MEZs
and 1304 MAs, using the 6.0 SNP array (Affymetrix) or Golden Gate
genotyping assay (Illumina) containing 96 previously validated AIMs
(Kosoy et al., 2009) by ADMIXTURE software. To avoid false positive
association due population stratification in MA population, all asso-
ciation studies were adjusted by ancestry using analysis of principal
components (PCA) with the EIGENSOFT V5.0 program.

2.5. Statistical analysis

The anthropometric and biochemical characteristics of the studied
populations are presented as mean * standard deviation (SD). We
calculated the allele frequencies for each SNP, and compared them with
values from the 1000 genomes database (http://1000genomes.org)
with a X? test. Association analyses were performed in PLINK v.1.07
software (Purcell et al, 2007) using logistic regression models, as-
suming dichotomous traits in order to evaluate the effect of a risk allele
in homozygous or heterozygous status. We also tested the association of
haplotypes with PLINK v.1.07 software. All analyses were performed
using dominant, additive, and recessive inheritance models, with ad-
justment for body mass index (BMI), age, gender, and medication status
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Fig. 1. Geogmaphic distribution of the allelic frequencies for AKT1 polymorphisms in Mexican Amerindians. Nahuatl from: CDMX = Mexico City; MEX = Mexico
State; MOR = Morelog PUE = Puebla; SLP = San Luis Potosi. The frequencies of the risk alleles are marked in black.
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Fig. 2 Geogmphic distribution of the allelic frequencies for GCKR polymorphisms in Mexican Amerindians. Nahuatl from: CDMX = Mexico City; MEX = Mexico
State; MOR = Morelog PUE = Puebla; SLP = San Luis Potosi. The frequencies of the risk alleles are marked in black.
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Fig. 3. Geographic distribution of the allelic frequencies for SOCS3 polymorphisms in Mexican Amerindi. Nahuatl from: CDMX = Mexico City; MEX = Mexico
State; MOR = Morelog PUE = Puebla; SLP = San Luis Potosi. The frequencies of the risk alleles are marked in black.

for glucose and lipid traits. We computed statistical power using the 3. Results

Genetic Power Calculator program (Purcell et al., 2003), and haplotype

frequencies and linkage disequilibrium (LD, ) using the Haploview 3.1. Demographic data

software (Barrett et al., 2005). The level of significance was defined as

P = 0.05 after Bonferroni correction. Table 1 presents the general characteristics of the 1923 MA and 855
MEZ study participants. Each population was divided into subjects
without metabolic syndrome (controls) and with metabolic syndrome
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Table 3
Minor allele frequencies of polymorphisms in AKT1, GCKR and SOCS3 in 1741 individuals belonging to 27 ethnic groups.
Allelic frequencies (%)
AKT1 GCKR S0Cs3

Ethnic group (1) 51130214 510141867 33925946 51260326 780094 7221341 34969168 59914220
Chinanteco (83) 10 10 8.0 24 -] 6.0 12 10
Chwj (17) 18 18 21 a4 @ 18 S0 a4
Huasteco (77) 16 16 16 22 b-<] 14 18 19
Jalalteko (40) 16 13 11 38 2 %0 28 15
Kanjobal (29) 70 70 9.0 33 B 30 38 28
Kaqchikel (36) 20 23 23 49 ® 70 28 12
Mam (#4) 80 70 7.0 39 38 10 31 17
Maya (251) 17 17 17 40 » 10 24 16
Mayo (29) 9.0 70 7.0 7.0 2.0 14 24 26
Mazasteco (61) 15 15 15 36 2 30 16 11
Mixe (89) 19 19 19 23 2 80 20 15
Mixteco (135) 15 15 15 34 34 6.0 17 12
Mocho (15) 17 17 17 53 0 00 17 10
Nahuatl CDMX (53) 17 15 15 34 2 80 26 14
Nahustl MOR (44) 16 16 16 15 14 15 31 27
Nahuatl PUE (51) 15 14 14 30 B 13 30 15
Nahustl SLP (44) 13 11 11 36 s 80 25 2
Nahuatl MEX (21) 50 9.0 9.0 52 a 20 36 31
Otomi (223) 16 16 16 2 2 16 25 26
Pame (10) 50 50 5.0 10 15 30 90 20
Popaluca de la sierra (35) 19 19 19 23 ] 26 30 22
Seri (19) 30 30 3.0 0.0 0 00 21 21
Tarshumars (93) 50 50 5.0 17 3 6.0 42 35
Tojolobal (45) 12 12 12 40 a 40 11 9.0
Totomco (96) 12 12 12 34 k1] 90 27 21
Yaqui (37) 14 14 14 12 1 19 31 32
Zapoteco (64) 12 12 12 40 © 6.0 19 7.0

Nahuatl from: CDMX: Mexico City; MOR: Morelos; PUE: Puebla; SLP: San Luis Potosi; MEX: Mexico State.

(cases). Ancestry analysis revealed that the average proportion of
Amerindian ancestry was 95 * 5% in MAs and 61.4 *+ 11.9% MEZs.

3.2. Alkele frequency distribution

All genotype distributions were in Hardy-Weinberg equilibrium in
both MA and MEZ groups (P < 0.001). Only the GCKR rs1260326 SNP
was at the limit of significance (P = 0.0018) in MAs. Except for GCKR
rs1260326T, all allele frequencies differed significantly between MAs
and MEZs. Compared to MEZs, MAs showed significantly higher
(P < 0.05) allelic frequencies for SOCS3 variants rs4969168A (27 vs.
22) and rs9914220T (18 vs. 15). In contrast, the MEZ group showed
significantly higher allelic frequencies compared to the MA group
(P < 0.05) with regard to rs1130214T (18 vs. 14), rs10141867T (18
vs. 14), and rs33925946A (18 vs. 14) in AKT1, rs7221341T (17 vs. 10)
in SOCS3 and rs780094T (33 vs. 29) in GCKR (Table 2).

We compared allelic frequencies among MEZs with those reported
in the 1000 Genomes Project (http://1000genomes.org) (Table 2). The
values in the MEZ population differed significantly from thase in the
ancestral populations (IBS and YRI). Allelic frequencies in the MEZ
group did not differ significantly from those in the Mexican in Los
Angeles (MXL), except for the SOCS3 variant rs7221341, which was
significantly lower in our MEZ population compared to MXL (17 vs. 25;
P < 0.05). As expected, the SNP frequencies in the MEZ population
had intermediate values between its two main ancestral populations
(MA and IBS), with the exception of GCKR rs1260326T.

To determine the allele frequency distribution by ethnic group, we
only considered groups containing =10 individuals (27 ethnic groups:
n = 1741). Interestingly, the frequencies of all analyzed polymorphisms
varied broadly among ethnic groups. In fact, same alleles were mono-
morphic in particular ethnic groups and highly frequent in other ones
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(Figs. 1, 2, 3 and Table 3).

3.3. Haplotype structure

Notably, MAs and MEZs exhibited important differences in the
haplotype structure of AKTI SNPs, with greater LD in MAs = 0.91)
than MEZs (r* = 0.71) (Fig. 4). Haplotype analysis in MAs revealed
only the two AKT1 haplotypes (GCC and TTA) previously described as
H1 and H2 (Devaney et al, 2011) (Table 4). However, haplotype
analysis in MEZs revealed that the H1 and H2 haplotypes, as well as
three other haplotypes (GTA, GCA and TCC), had a frequency of 1%
(Table 5).

On the other hand, the MA and MEZ groups showed similar GCKR
and SOCS3 haplotype structures. Haplotype analysis in GCKR revealed
that the rs1260326 and rs780094 SNPs were in moderate LD in both
populations (MAs, r* = 0.66 and MEZs, r? = 0.68), with haplotypes CC,
CT, TC, and TT each having frequencies of = 3%. SOCS3 SNPs were not
in LD among MAs (r* = 0.45) or MEZs (r® = 0.43), with each popula-
tion exhibiting seven haplotypes with a frequency of =1% (Fig. 4 and
Tables 4, 5).

3.4. Association of gene variants with metabolic traits

Remarkably, gene variants were differentially associated with me-
tabolic traits in MAs and MEZs (Fig. 5). In the MA group, AKT1 SNPs
were not associated with any of the analyzed traits (Table 6). However,
in the MEZ group, the three AKTI SNPs were associated with risk for
hypertension ( =140/90 mmHg) under a recessive model (rs1130214T:
OR = 4.3, 95% CI [1.7-10.6], P = 0.01; rs10141867T: OR = 4.4, 95%
CI [1.9-10.0], P = 0.01; rs33925946A: OR = 3.7, 95% CI [1.6-8.3],
P = 0.01) (Table 7). Absent in MAs, the TCC haplotype was present in
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A) Amerindians

B) Mestizos

Fig. 4. Linkage disequilibrium (LD) of AKT1, GCKR, and SOCS3 genes in A)

Amerindians and B) Mesti Dark col indicate higher LD and lighter
colours less LD. Values of the pair-wise (r?).

the MEZ population and was strongly associated with risk for devel-
oping MetS (OR = 5.7, 95% CI [1.8-18.4], P = 0.05) and blood pres-
sure =130/85mmHg (OR = 3.7,95% CI [1.4-9.7], P = 0.05) (Table 5;
Fig. 5).

With regard to GCKR variants and metabolic traits in MAs,
rs780094T was associated with protection against T2D (OR = 0.6, 95%
CI [0.5-0.8], P =0.01) and hyperglycemia (OR = 0.6, 95% CI
[0.4-0.8], P=0.01, Beta= —125, 95% CI [-21.3 to —3.6],
P = 0.02), under a dominant model (Table 6). In contrast, in the MEZ
group, both GCKR SNPs were associated with increased triglyceride
levels in a dominant model (rs1260326T: OR = 1.6, 95% (4 [1.2-2.2],
P=0.01, Beta 242, 95% CI [4.8-43.5], P=0.04; rs780094T:
OR = 1.5, 95% A [1.1-2.0], P = 0.05). Moreover, protection against
low levels of HDL-C under a recessive model was also observed in MEZs
(rs1260326T: OR = 0.5, 95% Q4 [0.3-0.9], P = 0.05, rs780094T:
OR = 0.5, 95% CI [0.3-0.8], P = 0.05) (Table 7). Haplotypes harboring
the GCKR minor alleles (TT) revealed a consistent directional effect,
showing an association with protection against T2D and hyperglycemia
in MAs, and an association with hypertriglyceridemia in MEZs (Tables
4, 5and Fig. 5).

Finally, we only observed a significant association between SOCS3
rs7221341T and decreased risk for high blood pressure (HBP) under a
recessive model (OR = 0.1, 95% CI [0.04-0.5], P = 0.01) in MAs
(Tables 6, 7). Interestingly, the SOCS3 CAT haplotype harboring the
major allele of rs7221341 and minor alleles of rs4669168 and
159914220, was associated with T2D (OR = 1.47, 95% Q [1.08-2],
P = 0.05) and high WC (OR = 1.92, 95% CI [1.16-3.17], P = 0.05;
Beta = 1.1, 95% CI [0.3-1.9], P = 0.02) in MAs, but with high risk of
MetS in MEZs (OR = 1.7, 95% CI [1.15-2.63], P = 0.05) (Tables 4, 5).
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4. Discussion

Global estimates indicate that Mexico is among the countries with
the highest prevalence of MetD (Mérquez-Sandoval et al., 2011; Rojas
et al., 2010; Salas et al,, 2014). Recent studies have identified several
genetic variants associated with MetD susceptibility. However, the re-
lative importance of these alleles may vary among different ethnic
groups. Such differences, along with environmental variations, can be a
determining factor of MetD prevalence in a population. It has been
proposed that Amerindian or African ancestry may confer a higher risk
for metabolic disorder development, possibly due to selective processes
of ancestral variants (Neel, 1962).

Genome-wide association studies (GWAS) have recently revealed
multiple loci involved with T2D in populations of Amerindian origin.
For example, a risk haplotype in SLC16A11 is common among Native
American descendants, but rare or absent in other populations, and the
rare variant p.ESO8K in HFNIA, which is absent in non-Native
American descendants (Williams et al., 2014; Estrada et al, 2014).
However, despite the burden of MetD is substantially higher in popu-
lations of Amerindian origin, such populations have been under-
represented in the association studies over the world, mainly among
indigenous people. In fact, most related genetic studies have been
conducted in populations of European or Asian ancestries, and it is
unclear whether discovered variants will be clinically relevant for fu-
ture predictive algorithms or therapies in ethnic groups with different
genetic structures,

The vast majority of the Mexican population is Mestizo having an-
cestry mainly comprising Amerindian (56%), Caucasian (41%), and
African (3%), and close to 15% are indigenous people distributed into
68 ethnic groups (INEGL 2010; INALL). In this study, we investigated
whether variants associated with metabolic traits in other populations
are also relevant for our population. The present study included both
MA and MEZ populations, where we scrutinized the associations of
eight variants that are located on genes involved in glucose and lipid
metabolism (AKTI, GCKR and SOCS3). Notable aspects of our present
study include the origin and size of the MA sample, and the strict in-
clusion criteria for discriminating between indigenous and MEZ popu-
lations, with confirmation by AIM analysis. In MEZs we obtained the
expected intermediate frequencies between those observed in MAs and
those reported in 1000 genomes database for IBS, according to their
European and Amerindian genetic background. The allele frequencies
suggested that the contribution of rs4969168 and rs9914220 in SOCS3
to metabolic traits is mainly due to their Amerindian heritage, whereas
the contribution of the three SNPs in AKT1, at least rs780094 SNP in
GCKR and rs7221341 in SOCS3, is mainly due to their Caucasian ad-
mixture.

All SNP frequencies significantly differed between the MAs and
MEZs, and even among the different MA groups, despite their shared
geographic identity. Interestingly, we also detected ethnic differences
in LD patterns and haplotype structure between MEZs and MAs, pos-
sibly due to the population high ethnic diversity, and because Mexican
Mestizos are an admixed population derived from ancestral populations
with varying demographic history. These observations could explain
the ethnic disparities in the association analyses between the popula-
tions included in our study. Moreover, genetic structure differences
among ethnic groups could contribute to the observed variations in
MetD prevalences, although we cannot exclude an influence of varia-
tions in environmental conditions. Notably, we identified six different
AKT1 haplotypes in MEZs (including H1 and H2, previously described
by Devaney et al. (2011) (Devaney et al,, 2011), while H1 and H2 were
the only unique haplotypes found in MAs, which displayed a high LD
for the AKTI SNPs in our study. Although we found no associations
with H1 nor H2, MEZs carrying any of the three AKTI alleles, or the
TCC haplotype containing the minor allele of rs1130214, exhibited an
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Fig. 5. Differential association with metabolic traits in both populations. MAs: Amerinidiang MEZs: Mestizos; MetS: Metabolic syndrome; HDL-C: high-density
lipoprotein cholesterol; WC: Waist circumference; T2D: Type 2 diabetes. The arrows indicate risk associations and dotted lines indicate protection associations.

increased risk for high blood pressure or MetS. On the other hand, we
did not observe association with AKT1 within the MA group, possibly
due to differences in genetic structure, such as the absence of the TCC
haplotype in this population. In accordance with our findings, Devaney
et al. (2011) (Devaney et al., 2011) previously reported that the H1
haplotype conferred a doubled risk for MetS compared to hamozygous
individuals for the H2 haplotype. To our knowledge, our present study
is the first to demonstrate that AKTI polymorphisms are associated
with increased risk for developing HBP. Supporting this finding, studies
in akt1™/~ knockout mice indicate that Akt1 is more involved in car-
diovascular homeostasis than in insulin-regulated glucose homeostasis
(DeBosch et al., 2006). Moreover, in an obese or insulin-resistant state,
arterial dysfunction or hypertension occur when the vasculature ex-
hibits impaired insulin signalling via phosphatidylinositol 13-kinase/
AKT1 to endothelial nitric oxide synthase (eNOS) (Symons et al., 2009).
Although this gene is considered a key factor in insulin stimulation and
glucose metabolism in humans, few studies have examined AKTI in
metabolicrelated disorders. Further experiments are needed to eluci-
date the functional effect of AKTI in hypertension development.
Differential associations between MEZs and MAs were also observed
with GCKR SNPs, which correlated with high triglyceride levels and
protection against low HDL-Clevels among MEZs, while the rs780094T
allele correlated with low glucose levels and protection against T2D in
MAs. In accordance with our findings, previous studies demonstrated
an inverse association of GCKR SNPs with higher triglycerides levels
and lower glucose levels in several populations (Shen et al., 2013; De
Castro-Oroés et al, 2014; Kitamoto et al., 2014; Orho-Melander et al,,
2008). Our results in MEZs were similar to previous findings in Mexican
Mestizos, demonstrating that these SNPs are associated with increased
triglycerides levels (Weissglas-Volkov et al., 2010; Weissglas-Volkov
etal., 2013). All together, with the fact that functional variants in GCKR
can inversely modulate glucose levels and serum triglyceride levels, our
present findings indicate that GCKR SNPs may be associated with me-
tabolic traits in an ethnicity-dependent manner. One possible ex-
planation for this inverse mechanism, could be that the functional
polymorphism rs1260326 (Pro446Leu) in LD with rs780094 (Orho-
Melander et al, 2008) may increase GCK activity, resulting in de-
creased glucose levels and maintenance of energy-stored triglycerides

168

(Shen et al,, 2013).

Our analysis of the SOCS3 SNPs revealed that the rs7221341T allele
was associated with protection against high blood pressure, and the
CAT haplotype correlated with high WC and T2D among MAs. Notably,
this haplotype was also associated with risk for MetS among MEZs,
Several studies show that SOCS3 SNPs are associated with obesity
(Talbert et al, 2009; Li et al.,, 2014), but not with T2D (Fischer-
Rosinsky et al., 2008). SOCS3 is implicated in obesity as a feedback
inhibitor of leptin signalling. Supporting our observations, it is pro-
posed that abnormal SOCS3 functioning is partly responsible for the
“leptin/insulin resistance” observed in obesity (Talbert et al, 2009).
Moreover, insulin resistance is often associated with increased leptin
levels, and appears to play a prime role in the pathogenesis of obesity,
T2D, and other metabolic disorders. In fact, socs3 overexpression in
mice leads to insulin resistance, whereas socs3 inhibition in obese T2D
mice improves insulin sensitivity (Yang et al,, 2012).

5. Conclusion

Our present results demonstrate ethnic differences in the genetic
architecture and differential genetic associations with metabolic traits
between MAs and the derived MEZ population, likely related to the
complex genetic structure of the Mexican population produced by the
admixture of multiple ethnicities. Genetic association analyses in po-
pulations with different LD patterns could be useful for highlighting
genetic loci involved in diseases, and potentially identifying causal
variants,
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