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RESUMEN

Introduccién: La obesidad se define como una acumulacion anormal o excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud. Segun la OMS, en 2014, mas de 600
millones de adultos cursaban este padecimiento y alrededor de 41 millones de nifios
menores de cinco afos presentaban sobrepeso u obesidad, representando un

problema de salud publica.

Justificacion. La obesidad es una enfermedad multifactorial de alta prevalencia y
con estrecha relacion con diversas comorbilidades, tales como diabetes tipo 2 vy
cancer. Una de las vias mas importantes en la fisiopatologia de esta entidad es la
que regula la saciedad. La leptina, una hormona producida principalmente por el
tejido adiposo, es parte del sistema fisiolégico regulador del peso corporal, a través
de su efecto anorexigénico. Se ha documentado que variantes en genes codificantes
de los componentes de la via de la leptina confieren riesgo al desarrollo de obesidad

en distintas poblaciones.

Objetivo. Determinar si SNPs localizados en los genes LEP, LEPR, JAK2, STAT3y
SOCS3, se asocian con la susceptibilidad a padecer obesidad en poblacion

mexicana.

Material y métodos. Se incluyeron 1225 mestizos y 1978 amerindios no
relacionados en un estudio de asociacién. Se clasificaron segun su indice de masa
corporal en normopeso (IMC<25 Kg/m?), sobrepeso (252IMC<30 Kg/m?) y obesidad
(IMC>30 Kg/m2). En una primera etapa se genotiparon 11 SNPs de los genes LEP,
LEPR, JAK2, STAT3 y SOCS3 en un grupo de mestizos, y, posteriormente, se
analizaron las variantes de LEPR y SOCS3 en un grupo de amerindios. La técnica
utilizada para el analisis fue discriminacion alélica mediante el ensayo de TagMan a
partir de ADN obtenido de sangre periférica. La asociacion de las variantes con
sobrepeso u obesidad se realizé mediante ji cuadrada y regresiones logistica y lineal
ajustadas por edad, género y corregidas por Bonferroni. El nivel de confianza fue de
0.05.




Resultados. La distribucion de los genotipos se encontré en equilibrio de Hardy-
Weinberg. En la poblacion mestiza se observo asociacion significativa de las
variantes LEP rs7799039/A con riesgo a desarrollar las formas mas graves de la
enfermedad (IMC235 Kg/m?): OR=1.30 IC[1.03-1.65], p=0.025; y LEPR rs1137100/G
con proteccion a IMC mayor 25 Kg/m?: OR=0.79 1C[0.65-0.96], p=0.036. El haplotipo
GG, conformado por los alelos menores de rs1137100 y rs1137101 del gen receptor
de la leptina también mostré asociacion con proteccion a obesidad (OR=0.81 1C[0.66-
0.99], p=0.04). Por otro lado, de los SNPs replicados en la poblacion amerindia, no
se observo asociacion con el IMC, pero si variabilidad interétnica significativa en la

frecuencia de los SNPs.

Conclusiones. La asociacion de SNPs en los genes LEP rs7799039A y LEPR
rs1137100, apoyan el papel de la via de la leptina en la fisiopatologia de la obesidad,

principalmente en la gravedad de esta.

La distribucion de los polimorfismos analizados muestra la variabilidad inter e

intrapoblacional de la poblacion mexicana.

Nuestros resultados sugieren que, en mestizos y amerindios mexicanos existe
asociacion diferencial de los factores genéticos con la obesidad, aunque no podemos
descartar que estos resultados sean el reflejo de la baja proporciéon de obesidad

grave en amerindios.




ABSTRACT

Introduction. Obesity is defined as abnormal or excessive fat accumulation that may
impair health. According to WHO, in 2014, over 600 million adults were suffering this
condition and about 41 million children under five were overweight or obese,

representing a worldwide public health problem.

Background. Obesity is a complex disease of high prevalence and a close
relationship with other comorbidities, such as type 2 diabetes and cancer. One of the
most important pathways involved in the pathophysiology of obesity is the regulation
of satiety. Leptin, a hormone produced by adipose tissue, is part of body weight
regulation through its anorexigenic effect. It has been documented that variants in
genes encoding components of leptin pathway confer risk to develop obesity in

different populations.

Objective. To determine if SNPs localized in LEP, LEPR, JAK2, STAT3 and SOCS3
genes are associated with susceptibility to develop obesity in Mexican Mestizo and

Amerindian populations.

Material and Methods. We included 1225 unrelated Mexican Mestizos and 1978
Amerindians in an association study. They were classified according to its body mass
index in normal weight (BMI<25 Kg/m?), overweight (252BMI<30 Kg/m?) and obesity
(BMI=30 Kg/m?). In Mexican Mestizos were genotyped 11 SNPs located on LEP,
LEPR, JAK2, STAT3 and SOCS3 genes, while in Amerindian were analyzed 4
variants of LEPR and SOCSS3. Genotyping of DNA obtained from peripheral blood
was performed using the TagMan® Genotyping Assay. Association was performed
using chi-square and logistic and linear regression adjusted for age, gender and
corrected by Bonferroni. The confidence level was 0.05.

Results. The distribution of all genotypes was in Hardy-Weinberg Equilibrium. In
Mestizo population LEP rs7799039/A variant showed significant association with risk
to develop the most severe form of the disease (BMI=35 Kg/m?), while LEPR
rs1137100/G showed association with protection to IMC=25: OR=0.79 CI[0.65-0.96],




p=0.036. The haplotype GG, constituted by minor alleles of rs1137100 and
rs1137101 of the leptin receptor gene also showed association with obesity protection
(OR = 0.81 CI[0.66-0.99], p = 0.04). On the other hand, variants associated with
obesity in Mestizos were no associated in Amerindians. Notably, a significant
interethnic variability of SNPs frequencies was observed among the different

indigenous groups.

Conclusions. Association of SNPs in genes LEP and LEPR, support the role of the

leptin pathway in the pathophysiology of obesity, especially in its severity.

Distribution of the analyzed polymorphisms, shows inter and intra variability of the

Mexican population.

Although we cannot discard that the absence of association in Amerindian population
could be a reflect of the low rate of severe obesity in amerindians, these results show
that there is a differential genetic association with obesity among the different
populations, displaying the complex genetic structure of the Mexican population given

by the mix of multi-ethnicities.




INTRODUCCION

Actualmente, el sobrepeso y la obesidad constituyen uno de los retos mas
importantes de la salud publica del mundo, debido a su prevalencia, su dificil control
y al impacto que esta tiene en el riesgo a padecer enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT), tales como Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), hipertension

arterial (HTA), dislipidemias y ciertos tipos de cancer, entre otras."!

Anteriormente se consideraba al sobrepeso y a la obesidad como un problema
exclusivo de los paises de ingresos altos; sin embargo, actualmente estos trastornos
estan aumentando en los paises de ingresos medianos y bajos sobre todo, en
entornos urbanos. Los datos mas recientes de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), indican que en 2014, 1900 millones de adultos tenian sobrepeso u obesidad,
de los cuales mas de 600 millones eran obesos. Entre 1980 y 2014, la prevalencia

mundial de obesidad se ha mas que duplicado.”?

Dentro de los paises miembros de la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdmicos (OCDE), México ocupa el segundo lugar de prevalencia
mundial de obesidad, después de Estados Unidos de Américal®. Siete de cada diez
personas cursan sobrepeso u obesidad en México®. Esto representa un problema de
salud publica prioritario que requiere la puesta en marcha de una politica nacional en

todos los niveles, que establezca y atienda el origen multifactorial del problema.

Dada la complejidad de la estructura genética de la poblacidn mexicana, que es
resultado de un mestizaje entre amerindios, europeos y en menor proporcion de
africanos®, determinar de qué manera aporta el componente amerindio en la
etiologia genética de la obesidad podria contribuir a incrementar el conocimiento
sobre la fisiopatologia de la enfermedad, asi como a identificar blancos terapéuticos
potenciales para abordar el manejo de este padecimiento con mayor certeza.




ANTECEDENTES

Definicién y causas de la obesidad
La obesidad se define como una acumulacion anormal o excesiva de grasa corporal,
originada por un balance energético positivo mantenido en el tiempo, que puede ser

perjudicial para la salud.®

En las ultimas décadas, los cambios sociales y econdmicos, resultado del proceso de
globalizacion, han puesto a disposicion productos comestibles con alto contenido en
grasa, ademas de favorecer el sedentarismo en la poblaciéon urbanizada, generando

un ambiente obesogénico y el incremento de su incidencia.!®

Antecedentes genéticos

Estudios en familias, gemelos e hijos en adopcion, confirman que en la etiologia de la
obesidad, ademas de los factores ambientales, existe una importante contribucion
genética en el desarrollo de este padecimiento. Actualmente, se ha establecido que
la obesidad es una enfermedad multifactorial compleja que se desarrolla por la
interaccion de mutiples alelos de susceptibilidad y el medio ambiente. Se ha
documentado que el riesgo a desarrollar obesidad entre los hermanos de pacientes
morbidos, es hasta 7-8 veces mas alto que el de la poblacion general y que la
heredabilidad (fraccién de la enfermedad que puede ser atribuida a los genes) oscila
entre el 40 y 70%.1%7!

Clasificacion clinica de la obesidad

El parametro mas utilizado para el diagnéstico de obesidad es el indice de masa
corporal (IMC) —el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en metros
(Kg/m?) — este es un indicador avalado por la OMS para definir el sobrepeso y la
obesidad en los adultos. Se ha establecido que el IMC ideal oscila entre 18.5 y 24.99
Kg/m?; el sobrepeso en un IMC igual o mayor a 25 Kg/m?y a la obesidad como un
IMC igual o mayor a 30 Kg/m?, el IMC de la obesidad grado | es de 30 a 34.99 Kg/m?,
el de la obesidad grado Il de 35.0 a 39.99 Kg/m?, y de la obesidad morbida cuando el
IMC superior a 40.0 Kg/m?.[2#!




Clasificaciéon genética de la obesidad

Con base en la contribucion de los factores genéticos, la obesidad se puede clasificar
en: a) obesidad monogénica, la cual es muy rara, muy grave y generalmente inicia
durante la nifiez; b) obesidad sindromatica, donde la obesidad es una de las
manifestaciones clinicas de algun sindrome mendeliano y tiene una incidencia muy
baja; y c) obesidad multifactorial, la cual se desarrolla como consecuencia de la
interaccién de multiples genes de susceptibilidad con factores ambientales, este tipo
de obesidad es la mas comun, puede manifestarse en la infancia o en la adultez y

presenta una expresividad muy variable.™

Polimorfismos de un solo nucleétido

El abordaje genémico de la obesidad se ha favorecido por el desarrollo de tecnologia
novedosa capaz de analizar a gran escala las variaciones genéticas, principalmente
los polimorfismos de un soélo nucléotido (SNPs por sus siglas en inglés: single
nucleotide polymorphisms) que causan susceptibilidad a padecer ciertas
enfermedades. Generalmente, se habla de polimorfismo cuando la presencia de la
variacidn genética es comun en la poblacion y es estable. Por convenio se dice que
un locus es polimérfico cuando la variabilidad se presenta en mas de 1% de la
poblacion. Los SNPs representan el tipo de polimorfismo mas abundante, de tal
manera se presume que pueden existir mas de 10 millones de variantes comunes a

lo largo del genoma humano.!'%"]

Fisiopatologia de la obesidad

El balance entre la ingesta caldrica y el gasto energético se regula por un complejo
sistema fisiolégico que requiere la integracién de varias sefiales periféricas y una
coordinacion en el cerebro. Es aqui donde el hipotalamo funciona como un regulador
central de este sistema. Uno de los primeros genes implicados en la obesidad fue el
gen LEP, codificante de la hormona leptina, que forma parte del complejo mecanismo
de sefiales que alcanzan el hipotalamo. Esta hormona es secretada, principalmente,
por el tejido adiposo, por ende sus niveles plasmaticos estan proporcionalmente

correlacionados con el numero de adipocitos y el contenido de grasa en un individuo,




donde su funcion principal es regular el balance energético en los nucleos del

hipotalamo, a través de su efecto anorexigénico.l'21314.1

Inicialmente, se pens6 que los efectos de la leptina eran soélo a nivel central; sin
embargo, actualmente se conoce que esta proteina tiene una pleiotropia funcional
diversa y que al igual que otras hormonas, es capaz de estimular una variedad de

respuestas fisioldgicas en distintos tipos celulares, figura 1.

Del estudio de los procesos fisiologicos donde esta hormona participa, se han
logrado elucidar algunos de los mecanismos mediante los cuales regula diversas
funciones. La leptina actua a través de sus receptores transmembranales, estos
pertenecen a la superfamilia de los receptores de citocinas clase | y existen en varias
isoformas, tales como la forma larga, la corta y la soluble. La forma larga se expresa
casi exclusivamente en el hipotalamo. Los receptores de leptina carecen de actividad
enzimatica intrinseca, por lo que sus dominios citosolicos estan estrechamente
asociados con proteinas tirosina-cinasas tales como las cinasas Janus (JAK por sus

siglas en inglés: Janus Kinase)."




Figura 1. Regulacion fisiolégica del balance de energia.
El hipotalamo funciona como un regulador central que recibe informacién

acerca del balance de la ingesta y gasto energético a través de senales
neuronales y hormonales, las cuales a su vez producen efectos anorexigénicos
u orexigénicos, de acuerdo a los requerimientos del organismo.
Modificada de Bell, et al ',




Via JAK2-STAT3

Cuando la leptina se une a la isoforma larga del receptor (LEPRb, por sus siglas en
inglés Leptin Receptor b), se genera un cambio conformacional que induce la
formacion de dimeros del receptor que activan a la cinasa JAK2, la cual se
autofosforila en varios residuos de tirosina, al mismo tiempo que fosforila residuos de
tirosina en sitios especificos del receptor. Algunos de estos residuos fosforilados
actuan como sitios de fijacion de proteinas transductoras de sefales y activadoras de
la transcripcidn (STAT, por sus siglas en inglés Signal Transducer and Activator of
Transcription), donde la proteina STAT3 presenta mayor afinidad, para dar lugar a
una cascada de sefalizacion. Cuando STAT3 esta unida al receptor, el dominio C-
terminal de esta proteina se fosforila por JAK2, lo que induce la disociacion de
STAT3 del receptor y a su posterior dimerizacion. Este dimero se transloca al nucleo,
donde se une a secuencias promotoras especificas e induce la transcripcién de los

genes blanco de la leptina.l'"1213.14.15.16.17.18, 19]

Existen dos grupos de moléculas que participan en la regulacion de las vias de
sefalizacion activadas por los receptores de citocinas. Entre las primeras se
encuentran las fosfatasas de residuos de tirosina (PTPs, por sus siglas en inglés
Phosphotyrosine Phosphatases). Estas a través de la eliminacion de grupos fosfato
pueden desactivar proteinas como JAK2. El segundo grupo son las llamadas
proteinas SOCS (Supresoras de la Senalizacion de Citocinas por sus siglas en
inglés, Suppressor of Citokine Signal), que como su nombre lo indica, son
reguladores negativos de la transduccién de sefiales. Estas, a su vez, pueden inhibir
la sefalizacion de dos maneras: la primera bloquea la union de otras proteinas de
sefalizacion (por ejemplo los STAT) con el receptor de leptina activado, (figura 2). La
segunda es a través de un dominio denominado Caja SOCS que todas las proteinas
SOCS contienen, este les permite reclutar componentes de ligasas de ubiquitina,
mediante los cuales se induce la degradacion de proteinas interrumpiendo las vias

de sefalizacion mediadas por las JAKs.!"61720]
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Figura 2. Esquema de senalizacién intracelular de la leptina en el hipotalamo.
Una vez unida a su receptor, la leptina genera una cascada de senalizacién que

culmina en la transcripciéon de genes blanco, cuyo efecto a su vez,
retroalimenta la cascada. Modificada de Friithbeck, et al.[?"
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Existe la propuesta en la que la sobreactivacion de la via de retroalimentacion
negativa mediada por JAK2/STAT3, podria participar en la resistencia a la leptina. El
fundamento de esta propuesta es que la hiperleptinemia que acompana a la
obesidad incrementa la expresion hipotalamica de SOCS3, y como consecuencia, un

bloqueo constante del efecto anorexigénico de la leptina.l'#1721:22

Entre los estudios que apoyan la existencia de alteraciones genéticas como una de
las causas de la obesidad, se encuentran los casos de obesos con mutaciones de un
solo gen, en pacientes obesos con trastornos mendelianos, modelos animales
transgénicos o knock-out, experimentos de loci de rasgos cuantitativos (QTL por sus
siglas en inglés: Quantitative Traits Loci), estudios de asociacion de genes
candidatos y escaneos amplios del genoma (GWAS por sus siglas en inglés Genome
Wide Association Study), que vinculan la obesidad con determinados genes a partir
de la consideracion de diferentes variables fenotipicas tales como; el peso corporal,

el IMC, porcentaje de grasa corporal, entre otros.??®!

El conocimiento generado del proyecto del Genoma Humano ha permitido la
identificacion de variaciones genéticas comunes, involucradas en la etiologia de
diversas patologias, entre ellas obesidad. El meta-analisis del Mapa Genético de la
Obesidad %, reporté hasta el 2005, 22 genes sustentados con al menos 5 estudios
positivos para obesidad, ademas de otros 105 genes candidatos. Dentro de estos
genes se encontraron algunos implicados en rutas metabdlicas que regulan el
equilibrio energético. Mas recientemente, en un estudio publicado en 2013, se
analizaron 355 variantes en 30 genes candidatos implicados en siete vias de
sefalizacion distintas que participan en la regulacion de la ingesta y gasto
energético®. Nueve SNPs de los genes, GHRL, AGRP, CPE, GLP1R, HTR2A, NPY,
SOCS3 y STATS3, resultaron asociados a IMC en poblacion caucasica de Estados
Unidos. Sin embargo, diversos estudios han documentado que las asociaciones no

se pueden transporlar de una poblacion a otra.

En 2013 se analizaron genes previamente estudiados en otras poblaciones: PPARG,
ADRB3, ADRB2, LEPR, GNB3, UCP3, ADIPOQ, UCP2, INSIG2, FTO, MCA4R,

TMEM18, BDNF, SH2B1, entre otros, en poblacion mestiza mexicana. Doce de estos
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SNPs resultaron asociados'®, aunque el tamafio de muestra fue de bajo poder

estadistico.

Talbert et al. (2009), analizaron 28 SNPs localizados en el gen SOCS3, en 90
familias hispanoamericanas y afroamericanas con arterosclerosis y resistencia a la
insulina. En este estudio, las variantes rs7221341, rs8069976, rs4969168 vy

rs8070204 mostraron asociacion con diversas medidas de adiposidad.[?®!

Recientemente se publicd un trabajo de investigacion en el que se analiza el efecto
de los polimorfismos en las concentraciones séricas de leptina, de su receptor y de
marcadores de inflamacion en 382 muestras de mexicanos del occidente del pais.??”!
Se observo que en los individuos obesos homocigotos, la variante rs1137101/G de
LEPR se asocié a mayor concentracion sérica de receptor de leptina pero menor
concentracion sérica de leptina (p<0.05). Mientras que los homocigotos para el alelo
de menor frecuencia del SNP rs7799039: AA de LEP, presentaron un porcentaje de
grasa corporal significativamente menor comparado con los homocigotos del otro

alelo y a los heterocigotos.

La mayoria de los estudios realizados en la via de la leptina en distintas poblaciones,
se han enfocado principalmente a los que codifican para la leptina y su receptor.
Mientras que los genes que regulan la transduccion de estas sefales como JAKZ2,
STAT3 y SOCS3, han sido muy poco analizados respecto a su asociacién con la

(28]

obesidad™, (cuadro1).
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Cuadro 1. Estudios de asociacion con obesidad de SNPs en genes de los
componentes de la via de la leptina.

Gen Descripcion Asociacion a Ano de Ref
P obesidad publicacion
Meta-analisis LEP/rs7799039. Sj
2988 adultos caso/control.
. L 2014 29
Subpoblaciones caucasica y (Sudamericanos)
sudamericana.
15 SNPs en 6184 Caucasicos
Sl:lIZOS. Parametros dg peso, Si (Género) 2011 30
circunferencia de la cintura,
LEPR rs1137101y 25 No 2013 31

variantes en genes candidato
LEPR en 1156 mestizos mexicanos.

LEPR: rs113701 y rs1805096.
103 adolescentes mexicanos Si 2005 32
con y sin obesidad.

LEP rs7799039 y LEPR
rs1137101 en 382 mexicanos Si 2015 33
de occidente.

1425 hispanos y
afroamericanos con
arterosclerosis y resistencia a

SOCS3 la insulina de San Antonio, Si 2009 26
Texas y San Luis Valley,
Colorado.
1982 individuos caucasicos. Si
Via 355 variantes en 30 genes . 2013 o4
JAK2/STAT3 candidatos en 7 vias de STAT3y SOCS3

sefializacion.




JUSTIFICACION

La obesidad se ha convertido en un serio problema de salud publica que afecta a
millones de personas. En México, mas del 70% de los adultos y alrededor de un
tercio de la poblacion infantil y adolescente tiene sobrepeso u obesidad, ademas de

sefialar que existe una tendencia a incrementarse!®.

El origen multifactorial de la obesidad, donde mecanismos fisiologicos y factores
ambientales interactuan, hacen de esta patologia un fenébmeno complejo que debe

atenderse desde diversos enfoques.

En los ultimos afios se ha demostrado que los factores genéticos desempefian un
papel preponderante en la etiologia de la obesidad, por lo tanto la identificacion de

estos es sin duda una excelente alternativa para su mejor abordaje.

A través de estudios de asociacion se han logrado identificar un gran numero de
SNPs involucrados en la homeostasis energética y se ha detectado la existencia de
diferencias en la asociacién de los genes identificados entre los diferentes grupos
etnicos, lo que sugiere que los genes candidatos se deben estudiar con detalle en

cada una de las poblaciones.

Dado lo anterior, se hace impostergable la caracterizacion de los genes involucrados
en la ganancia de peso. En este proyecto se propuso identificar polimorfismos
asociados con la susceptibilidad a padecer obesidad en poblacion mexicana, lo cual
contribuira a incrementar el conocimiento de los factores genéticos que intervienen
en la etiopatogenia de esta enfermedad y a mejorar las estrategias de prevencion y
diagnostico mediante la identificacion de marcadores genéticos de la enfermedad

que conlleven a la disminucion de su alto costo social y econdmico.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar si SNPs localizados en genes que participan en la via de sefalizacion de

la leptina se asocian a la susceptibilidad a padecer obesidad en poblacion mexicana.

Objetivos Particulares
Determinar si existe asociacién entre polimorfismos en los genes LEP, LEPR, JAK?2,

STAT3 y SOCS3 con obesidad, de manera independiente o como haplotipos.

Conocer la frecuencia de los polimorfismos analizados en poblacion mexicana

mestiza y amerindia.

Determinar la posible interaccién génica entre los genes LEP, LEPR, JAK2, STAT3 y
SOCS3.
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HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Existe asociacion entre los polimorfismos identificados en los genes LEP, LEPR,
JAK2, STAT3 y SOCSS3, y la susceptibilidad a padecer obesidad en poblacién

mexicana.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

Este es un estudio de caracter observacional porque no se realiza ninguna
intervencién sobre el factor de estudio, transversal porque soélo se analiza la
prevalencia de la enfermedad en un periodo determinado, comparativo por la
presencia de grupo control, prolectivo por el recabado de informacion, y retrospectivo

por la direccionalidad de la asociacion.

Poblaciéon de estudio

Mestiza

Se captaron 1225 individuos adultos mexicanos atendidos en el Hospital Regional 1°
de Octubre, Hospital Regional Lic. “Adolfo Lépez Mateos” y en la Clinica de
Deteccién y Diagnoéstico Autorizado del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de
los Trabajadores del Estado, ISSSTE.

Amerindia

Se incluyeron 1978 voluntarios adultos de origen indigena invitados a participar en la
Unidad de Salud de su comunidad, de 25 entidades federativas de la Republica
Mexicana: Baja California, Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua,
Ciudad de México, Durango, Estado de Meéxico, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis

Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz y Yucatan.

Un médico evalud a los participantes del estudio. A aquellos que aceptaron firmar el
consentimiento informado, se les formulé la hoja de captacion de datos que contiene
los antecedentes familiares, la informacion demografica de los pacientes, las

medidas antropométricas y los parametros bioquimicos.

Disefio y tamaiio de la muestra
Se realiz6 el calculo de la muestra a través del software QUANTO®. Se tomd en
cuenta un poder estadistico del 80%, un nivel de significancia de 0.05 a dos colas, la

18



frecuencia alélica mas baja de los polimorfismos a analizar (SOCS3 rs9914220:
0.125)4 y un intervalo de OR de 1.5 a 2.5.

Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusion

Mestizos. Se incluyeron individuos mexicanos mayores de 18 afos con diagnostico
clinico de obesidad realizado con base al IMC segun los parametros de OMS: el
sobrepeso, con un intervalo de IMC entre 25 y 29.9 Kg/m?; obesidad grado | cuando
el IMC se encuentra entre 30 y 34.9 Kg/m?; obesidad grado Il cuando es de 35.0 a
39.9 Kg/m?y obesidad grado Il aquellos que presentan un IMC mayor de 40 Kg/m?.
Para el grupo control se seleccionan individuos mayores de 30 afios con un indice de
masa corporal entre 18.5 y 24.9 Kg/m?% y que no refirieran antecedentes personales
de enfermedades crénicas. Los casos y los controles se captaron en la ciudad de

México, con antecedentes familiares de padres y abuelos nacidos en el pais.

Amerindios. Individuos mayores de 18 afos, no relacionados que se auto
reconocieron como indigenas y sus padres y/o abuelos hablaban la lengua de su

etnia.

Criterios de exclusion

Se excluyeron todos aquellos casos de obesidad causada por disfuncion
endocrinolégica, sindromes geneéticos, sindrome metabdlico o secundaria a
tratamiento farmacolégico, ademas de individuos trasfundidos en los ultimos tres

meses.
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Variables

Cuadro 2. Definicion de las variables de estudio

Variable

Definicion

Tipo de variable

Edad

Numero de anos cumplidos al
momento de la entrevista.

Variable numerica

discreta

Género

La totalidad de las caracteristicas
de la estructura reproductiva,
funciones, fenotipo y genotipo
que diferencian a los individuos
en masculinos y femeninos.

Variable cualitativa

dicotdmica

1. Femenino

2. Masculino

indice de Masa
Corporal (IMC)

Indicador de la densidad corporal
definido por la relacién entre peso
corporal de la persona en
kilogramos dividido entre el
cuadrado de su talla en metros
(Kg/m?).

Variable numérica

continua

SNPs

Variantes de un solo nucledétido
en la secuencias de ADN, que se
encuentran presentes en al
menos 1 % de la poblacion y que
por si solo no son causales de
enfermedades.

Homocigoto o
heterocigoto segun los
alelos.
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Estrategia general

El algoritmo metodoldgico utilizado para este estudio, se esquematiza en la figura 3.

Consideraciones éticas

El riesgo para los participantes en este estudio fue minimo, ya que sélo se requirio
una puncion venosa para la toma de sangre, la cual se realizd por personal
capacitado. Todo paciente fue evaluado por médicos especializados, quienes les
informaron sobre los objetivos del estudio y después de aceptar participar
voluntariamente en el mismo, firmaron el consentimiento informado y llenaron la hoja
de captacion de datos. Las mismas consultas y procedimientos se realizaron para los
controles. La informaciéon de cada participante es resguardada por los investigadores
responsables del proyecto en el INMEGEN, a fin de garantizar la privacidad vy

confidencialidad de los participantes.

Consideraciones de bioseguridad

La toma de muestras de sangre se realizO en las instalaciones médicas
correspondientes, por el personal capacitado en la atencion del paciente a través de
la técnica estandar de venopuncion. La muestra se guarddé de 4-8°C hasta su
traslado al INMEGEN. El transporte de las muestras se realiz6 por personal del
INMEGEN en equipo termo sellado con distintivos de contener material biolégico y
con proteccidén para asegurar su llegada al instituto sin dafios. En el laboratorio el
manejo de las muestras se realizé con base en los procedimientos establecidos por

la comision de bioseguridad del Instituto.

Extraccion de ADN
Se extrajo ADN gendmico a partir de la lisis de leucocitos de sangre periférica con el
kit de extraccién de QIAGEN®, con lo cual se constituy6 el banco de ADN. El analisis

molecular se describe a continuacion.

Seleccion de polimorfismos
De acuerdo a lo reportado en la literatura se escogieron algunos de los loci
polimorficos estudiados en otras poblaciones con obesidad o fenotipos asociados,

(cuadro 3).
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Seleccidon de
polimorfismos de
un solo nucleétido

Genotipificacion
de SNPs por
Tagman

Analisis y discusion
de resultados

Figura 3. Estrategia general (Algoritmo metodolégico).
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Cuadro 3. Caracteristicas de los SNPs analizados.

GEN SNP LOCALIZACION REGION FUNCION
LEP rs7799039 Chr7: 128238730 5 UTR Sitio de union del FT
rs1137100 Chr 1: 65570758 Region SNP no sinénimo
Codificante

LEPR

rs1137101  Chr 1: 65592830 Region SNP no sinénimo
Codificante
rs966871 Chr 9: 5121070 Intrénico -

JAK?2
rs3780365 Chr 9: 5068520 Intrénico -
rs2293152 Chr 17: 42329511 Intrénico -

STAT3 rs8069645 Chr 17: 42342884 Intrénico -
rs744166 Chr 17: 42362183 Intrénico -
rs7221341 Chr 17: 78335390 3’ SOCS3 -

SOCS3 rs4969168 Chr 17: 78357712 3UTR miRNAs
rs9914220 Chr 17: 78366809 5 SOCS3’ -

Chr, Cromosoma. FT, Factor de transcripcion.UTR, Untranslated region
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Genotipificacion de polimorfismos
La genotipificacion se realizé a través de la metodologia Tagman, (figura 4). Esta
consiste en una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en

inglés Polymerase Chain Reaction), en donde ocurre lo siguiente:

+ Cada sonda TagMan alinea especificamente con su secuencia
complementaria.

+ Cuando la sonda de oligonucleétido esta intacta, la proximidad entre el
reportero y el apagador resulta en la represion de la fluorescencia del
reportero.

* La ADN polimerasa AmpliTaq Gold® extiende la unién de los cebadores hacia
el ADN templado.

+ La ADN polimerasa AmpliTaq Gold® escinde sdélo las sondas hibridan con el
blanco.

« Cuando el fluorocromo reportero se escinde del apagador ocurre un
incremento en la sefial de fluorescencia.

« El aumento en la sefal de fluorescencia se produce cuando las sondas que
han hibridado con la secuencia complementaria de ADN, se escinden. Asi, la
senal de fluorescencia generada por la amplificacion por PCR indica los
alelos que estan presentes.

+ Posterior a la amplificacién, se realizé la discriminacién alélica por medio del
software SDS version 2.2 de Applied Biosystems®, en el equipo ABI 7900 HT
Fast Real Time PCR System. Segun la fluorescencia emitida, en un grafico

cada muestra se posiciona en el eje “x” (homocigotos para un alelo), en el eje

[1P1}

y“ (homocigotos para el otro alelo) o entre ambos (heterocigotos), (figura 5).
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Figura 4. Analisis de discriminacion alélica por metodologia de Tagman.
Modificado de [35].
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Figura 5. Grafico de discriminacion alélica generado por el software SDS 2.2 ®.
La fluorescencia emitida después de la PCR, resulta en la agrupacion de las

muestras con base en el genotipo.
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DISENO ESTADISTICO
Se realizé estadistica descriptiva de las variables en las poblaciones de estudio.
El equilibrio de Hardy-Weinberg se confirmo con un valor p >0.05 en controles.

La asociacion de las caracteristicas antropométricas a sobrepeso u obesidad se
evaluo6 con la prueba no paramétrica de Kuskal-Wallis, por medio del programa IBM
SPSS Statics 21®.

Se reportan las frecuencias de los SNPs analizados y sus porcentajes. El analisis de
asociacion en casos y controles se realizd con prueba estadistica de ji cuadrada y
regresion logistica. El riesgo es estimado por razén de momios (OR) con intervalos
de confianza del 95%. En cada prueba de hipdtesis se considera como significativo
un valor de p< 0.05 a dos colas. Las variantes donde se observo asociacion, también
se analizaron por regresion lineal. Estos analisis, asi como el de interaccion génica,

se realizaron a través del programa PLINK® versién 1.07.

Las diferencias entre poblaciones se obtuvieron por test exacto G en el software

GenePop® version 4.4.

Los parametros bioquimicos se evaluaron por anadlisis de regresidén lineal para

determinar si se asociaban al genotipo con el programa IBM SPSS Statistics 21®.

Para determinar si estos polimorfismos contribuyen de manera independiente o como
haplotipos a la presencia y a la gravedad de la obesidad se utilizé el programa
HAPLOVIEW ® y EPIINFO 7 ®.
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RESULTADOS

Caracteristicas generales de la poblacién de estudio
Se incluyeron un total de 3203 individuos adultos no relacionados, de los cuales 1225

fueron mestizos y 1978 indigenas.

Las caracteristicas generales de ambas poblaciones se presentan en la tabla 1.
60.4% de los mestizos y 70.4% de los amerindios con indice de masa corporal mayor
a 25, fueron mujeres (Figuras 6 y 7). En los casos de obesidad (IMC=30) en
poblacion mestiza, la media aritmética del indice de masa corporal en mujeres
corresponde a obesidad grado Il (IMC 36.7 +5.8 Kg/m?), mientras que en hombres
corresponde a obesidad grado | (IMC 34.4 +4.9 Kg/m?). La poblacién mestiza se
encuentra en la quinta década de vida (valor de media de 40 afios para normopeso y
45 afios para sobrepeso y obesidad). En contraste, los casos de la poblacion
amerindia muestran valores de IMC correspondientes a obesidad grado I, tanto para
casos hombres como mujeres (32.9 y 34.1 Kg/m? respectivamente). La edad

promedio varia entre la quinta y sexta década de vida para esta poblacion.

Se observo que la media de los parametros hemodinamicos y bioquimicos obtenidos:
tensién arterial, glucosa, colesterol y triglicéridos en ambas poblaciones, ademas de
HDL y circunferencia de cintura en amerindios, es significativamente distinta entre

casos y controles (p<0.001; glucosa en poblacién amerindia p=0.012).

28



Tabla 1. Caracteristicas clinicas y antropomeétricas de las poblaciones analizadas

Mestizos n= 1225

Amerindios n= 1978

Normopeso Sobrepeso Obesidad p Normopeso Sobrepeso Obesidad p

n (mujeres) 401(54%) 403(30%) 427(31%)
n (hombres) 209(43%) 222(36%) 119(19%)

Mujeres (media td.e.) 36.7(x5.8) <0.001 | 22.8(x1.6) 34.1(x3.6) <0.001
IMC (kg/m?)

Hombres (media +d.e.) 34.4(+4.9) <0.001 | 22.6(x1.6) 32.9(£2.7) <0.001
Edad (afios) (media td.e.) 45(1£9.7) <0.001 53(x18.1) 48(£12.7)  <0.001
Gluc (mg/dL) (media +d.e.) 89.1(x11.2) 100.3(£29.9) 108.2(+36.4) <0.001 | 103.2(+x49.0) 109.3(x57.3) 107.4(+48.8) 0.012
Col (mg/dL) (media td.e.) 172.8(x27.7) 181.9(x40.2) 191.1(x36.9) <0.001 | 175.0(x40.1 180.9(+36.2) 0.001
Tg (mg/dL) (media td.e.) 123.6(£57.9) 183.3(x131.3) 209.4(x145) <0.001 | 166.1(+93.4) 203.5(x109) 204.1(x104.1) <0.001
TAS (mmHg) (media td.e.) 109.8(x11.6) 118.8(x14.4) 125.3(x16.5) <0.001 | 124.8(x23.5) 129.4(+23.2) 130.5(x20.4) <0.001
TAD(mmHg) (media d.e.) 83.1(x10.8) <0.001 | 70.3(x11.8) 74.2(x12.6) 77.0(x10.2) <0.001
HDL(mg/dL) (media td.e.) 42.3(£13.4) 38.2(x11.3) 37.7(x11.0) <0.001

(Mujeres) (media +d.e.) 81.6(x6.7) 102.9(x9.1) <0.001
Cintura (cm)

(Hombres)(media td.e.) 84.6(x6.0) 106.1(x8.4) <0.001

Los valores de p corresponden a la comparaciéon entre el grupo de normopeso y obesidad. Fueron analizados usando test de ji cuadrada y Kruskal-
Wallis. Los resultados son mostrados en media * desviacion estandar. Los parametros bioquimicos corresponden a una submuestra de 587 mestizos y
1918 amerindios. Gluc: Glucosa, Col: Colesterol, Tg: Triglicéridos, TAS: Tension arterial sistélica, TAD: Tension arterial diastélica, HDL: High density

lipoprotein.
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Figura 6. Porcentaje de hombres y mujeres con IMC225 Kg/m? en la poblacién
mestiza

Figura 7. Porcentaje de hombres y mujeres con IMC225 Kg/m? en la poblacién
amerindia.
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Poblaciéon mestiza

Cuando se estratificd la poblacion mestiza por género y gravedad de la enfermedad,
se observd que los hombres se ven porcentualmente mas afectados por sobrepeso y
obesidad grado | que las mujeres (sobrepeso: 37% hombres vs 21% mujeres;
Obesidad I: 42.8% hombres vs 36.5% mujeres) y que las mujeres se ven afectadas
por las formas mas graves de obesidad que los hombres, con una diferencia del 10%

para obesidad Il y 12% para obesidad moérbida (figura 8).

Al realizar un analisis por grupo etario se observé que el grupo de sobrepeso tenia
una media de edad cuatro aios mayor en ambos sexos comparando con el grupo
control, tabla 2. Sin embargo, conforme aumenta la gravedad de la enfermedad se
observé una disminucion en la media de edad de los hombres, habiendo un punto de
inflexién para obesidad grado Il y Ill, de 45 a 42 afios, mientras que en las mujeres la

edad se incrementa en paralelo con la gravedad (figura 9).

Figura 8. Distribucion del IMC al estratificar por género en la poblacién mestiza
analizada.
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Tabla 2. Media de edad de la poblacién mestiza de estudio segun el grado de
obesidad.
CONTROLES SP OBI OBl oBlil

MUJERES 42+89 46 +8.3 45+93 43+109 42+8.8

HOMBRES 40 + 8.1 44+94 45+93 46+10.2 47 +10.1

D.E: Desviacion estandar, SP: Sobrepeso, OB I: Obesidad grado I, OB Il: Obesidad
grado 2, OB lll: Obesidad grado 3.

Figura 9. Media de edad de la poblacion mestiza segun el grado de obesidad
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Poblacion amerindia

La poblacion amerindia analizada en este proyecto esta conformada por 55 etnias
indigenas de 24 estados de la Republica Mexicana (tabla 3). Esto abarca el 80% del
total de pueblos indigenas reportados por la Comision Nacional para el Desarrollo de

los Pueblos Indigenas (CDI).

Las familias linguisticas a las que pertenecen los individuos indigenas analizados en
este estudio son: Chontal, Cochimi-Yumana, Huave, Maya, Mixe-Zoque, Oto-
Mangue, Seri, Tarasca, Totonaco-Tepehua y Yuto-Nahua, figura 10. Las etnias mejor
representadas, es decir en las que se cuenta con al menos 50 individuos son:
Chinanteco, Huasteco, Maya, Mazateco, Mixe, Mixteco, Nahuatl, Otomi, Tarahumara,

Totonaco y Zapoteco (figura 11).
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Tabla 3. Etnias analizadas en la poblacion amerindia.

Baja California Chihuahua Michoacan Totonaca Tlaxcala
Paipai Tarahumara Purépecha Popoluca Nahuatl
Kiliwa Ciudad de México Morelos Chocholteco Veracruz

Cochimi Nahuatl Nahuatl Mexicano Popoluca
Kumiai Mixteco Nayarit Querétaro Totonaca
Campeche Mexicano Cora Otomi Nahuatl
Maya Zapoteco Oaxaca Quintana Roo Otomi
Chiapas Otomi Tacuate Maya Chinanteco
Mame Matlaltzinca Mixe San Luis Potosi Huasteco
Popticaljeco Durango Mazateco Nahuatl Zapoteco
Kaqchiquel Huichol Chinanteco Huasteco Zoque
Mocho Guerrero Zapoteco Pame Yucatan
Maya Mixteco Huave Sinaloa Maya
Zoque Otomi Chontal Mayo Estado de México
Tzotzil Amuzgo Zoque Sonora Otomi
Chuj Nahuatl Ixcateco Mayo Tlahuica
Tojolabal Tlapaneco Chatino Seri Mazahua
Kanjolabal Hidalgo Cuicateco Yaqui Mexicano
Tzetzal Otomi Puebla Cucapa Guatemala
Lacandon Nahuatl Mazateco Tabasco Kanjobal
Chol Jalisco Nahuatl Chontal Chuj
Nahuatl Tzeltal Ixil
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Figura 10. Familias linglisticas representadas en la poblacién amerindia de
estudio

Figura 11. Etnias de la poblacién amerindia analizada con 50 o mas individuos
voluntarios.
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Por su parte en la poblaciéon amerindia se observé que 1% de la poblacion analizada
padece desnutricion, 40.4% sobrepeso y 27.3% cursa con algun tipo de obesidad
(figura 12). De esta poblacién se estimé que 70.4% de las personas con IMC mayor a
25 Kg/m?son muijeres (figura 7).

Al estratificar a la poblacion amerindia por grupos etarios, género e IMC, se observo
que la media de edad es distinta entre géneros; se encontré que las mujeres con
obesidad son en promedio mas jovenes que las mujeres con normopeso y con
sobrepeso; mientras que en los hombres, la distribucion de este parametro entre los

tres grupos fue muy similar (tabla 4 vy, figura 13).

Figura 12. Distribucion del estado nutricio de la poblacién amerindia total.
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Tabla 4. Media de edad de la poblaciéon amerindia de estudio seguin el grado de
obesidad.
CONTROLES SP OB

MUJERES 591176 55+14.6 49z 12.1

HOMBRES 511176 49+156 49+129
SP: Sobrepeso, OB: Obesidad.

Figura 13. Media de edad de la poblacion amerindia segun el grado de
obesidad.
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Analisis genotipico
La distribucion de los genotipos de los polimorfismos analizados se observo en
equilibrio de Hardy-Weinberg, excepto la variante SOCS3 rs9914220 en mestizos, la

cual fue excluida del analisis para dicha poblacion.

El analisis de asociacion de cada SNP se realiz6 mediante un estudio de casos y
controles, y por analisis de regresion logistica, se ajustd por las covariables edad y
género de manera independiente. Se utilizaron el modelo alélico y los modelos de
herencia; ademas se realizé el analisis de haplotipos para los genes con dos 0 mas
SNPs asi como el anadlisis de interaccion génica entre las variantes analizadas en
este estudio: rs7799039 (LEP), rs1137100 y rs1137101 (LEPR), rs966871 y
rs3780365 (JAK2), rs8069645, rs2293152 y rs744166 (STAT3), rs7221341,
rs4969168 y rs9914220 (SOCS3). Los valores de significancia que se reportan para
los modelos de herencia, corresponden al modelo que presentd el valor “p” mas
pequefio para cada SNP, aun cuando esta no fuera estadisticamente significativa. Se

realizd correccion de Bonferroni para las asociaciones independientes.
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Poblaciéon mestiza

Gen de la leptina

En este estudio se analizé el polimorfismo rs7799039(G/A) del gen de la leptina,
localizado en el extremo 5’ del gen. La frecuencia del alelo menor para esta variante
fue de 40%. El analisis de asociacion mostré asociacion a las formas mas graves de
la obesidad: IMC235 Kg/m? OR=1.23 IC[1.01-1.57], p=0.043 (tabla 5).
Interesantemente, esta significancia se acentua al incluir a la edad y el género como
covariables en el analisis de regresion logistica, OR= 1.30 IC[1.03-1.65], p= 0.025.

El analisis por modelos de herencia evidencié que, para esta variante el modelo
recesivo es el que presenta un mayor riesgo para IMC mayor a 35: OR=1.70 IC[1.12-
2.58], p=0.013 (tabla 6).
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Tabla 5. Analisis de asociacion alélica del SNP rs7799039 del gen LEP en la

poblacion mestiza de estudio.

. . . ez Analisis de

Frecuencia Analisis de asociacion . e
asociacion

SNP alélica Caso-control . . o
Regresion Logistica
0,
Casos (n)/Control (n) [95% IC] [95% IC]
SP + OB

p*=0.794 p**=0.662

rs7799039 (G/A)

0.41 (659)/ 0.40 (298)

OR= 1.02 [0.86-1.22]

OR= 1.04 [0.87-1.24]

SP

rs7799039 (G/A)

p*=0.552
0.38 (165)/ 0.40 (298)

OR= 0.93 [0.73-1.19]

p**= 0.567
OR= 0.93 [0.72-1.19]

OB |

rs7799039 (G/A)

p*=0.427
0.38 (245)/ 0.40 (298)

OR= 0.92 [0.74—1.14]

p**= 0.436
OR= 0.91[0.73-1.14]

OBII + O8BllI

rs7799039 (G/A)

p*=0.043
0.46 (251)/ 0.40 (298)

OR= 1.23 [1.01-1.57]

p**= 0.025
OR= 1.30 [1.03-1.65]

OB TOTAL

rs7799039 (G/A)

p*=0.533
0.42 (496)/ 0.40 (298)

OR= 1.06 [0.88—1.28]

p**= 0.467
OR= 1.07 [0.89-1.30]

*Ajustado por edad y género. **Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni. SP:
Sobrepeso, OB: Obesidad, OB I: Obesidad grado |, OB II: Obesidad grado 2, OB Ill: Obesidad

grado 3.
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Tabla 6. Analisis de asociacion por modelo de herencia del SNP rs7799039 del
gen LEP en la poblacion mestiza de estudio.

Frecuencia . . Analisis de
Analisis de asociacion N
. asociacion
SNP genotipica Caso-control .. e
Regresion Logistica
Casos (n)/Control (n) [95% IC] [95% IC]
SP + OB
017 (1401 016 (58 AA vs (GG,GA) p**= 0.320
rs7799039 (G/A)  0.17/(140)/0.16 (58) p=0.476 OR= 1.19 [0.85-1.67]
SP
0.15 (33)/ 0.16 (58 AA Vs (GG,GA) pr=0.979
rs7799039 (G/A) 15 (33)/0.16 (58) o 01 OR= 0.99 [0.62-1.6
OB
0.14 (46)/0.16 (58 AA Vs (GG,GA) pr=0.725
s7799039 (G/A) - 0.14 (46)/0.16/(38) p=0.610 OR= 0.93 [0.60-1.42]
OBII + OBIII
0.22 (61)/0.16 (58 AA Vs (GG,GA) p™=0.013
rs7799039 (G/A) 22(61)70.16 (58) b= 0.032 OR= 1.70 [1.12-2.58]
OB TOTAL
0.18 (107)/0.16 (58 AA Vs (GG,GA) p=0.219
rs7799039 (G/A)  0.18(107)/0.16 (58) p= 0.345 OR= 1.25 [0.88-1.79]

**Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni. SP: Sobrepeso, OB: Obesidad, OB I:
Obesidad grado I, OB II: Obesidad grado 2, OB lll: Obesidad grado 3.
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Para estimar el aporte de esta variante al riesgo de aumentar el IMC, se realizd
analisis de regresion lineal. En este se encontré6 que la variante rs7799039/A
aumenta la susceptibilidad de padecer sobrepeso u obesidad, incrementando el
indice de masa corporal con un valor 3=0.597 IC[0.04 a 1.16], y que es el modelo de

herencia recesivo, bajo el que esta asociacion se replica (tabla 7).

Tabla 7. Analisis de regresion lineal del SNP rs7799039 (G/A) del gen LEP en la
poblacién mestiza de estudio.

Analisis de Regresion Lineal

Alélico Modelo de herencia
Avs G Recesivo
[95% IC] [95% IC]
p*=0.038 p**= 0.040
B=0.59 [0.04 a 1.16] B=1.1[0.05 a 2.16]

*Ajustado por edad y género. **Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni.
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Gen receptor de la leptina

En el estudio caso-control, el polimorfismo rs1137100 (A/G) del gen que codifica para
el receptor de la leptina (LEPR), presentd asociacion alélica con proteccion a
obesidad: OR=0.79 IC[0.64-0.97], p=0.049 (tabla 8). Al igual que el SNP del gen de
la leptina es con las formas mas graves de esta entidad (IMC=35 Kg/m?) donde esta
asociacion se acentua: OR=0.71 1C[0.55-0.92], p=0.016.

Al observar que la asociacidn a proteccion a obesidad grave se mantiene con los
ajustes de edad y género, realizados en la regresion logistica: OR=0.70 1C[0.54-
0.91], p=0.015 (tabla 8), y que esta asociacion se mantiene bajo un modelo de
herencia dominante OR=0.64 IC[0.46-0.89], p=0.018 (tabla 9); se efectud el analisis
de regresion lineal, (tabla 10). Este mostré sélo una tendencia a la asociacion de la
variante con la forma mas grave de la obesidad. El anadlisis de la otra variante
propuesta para el mismo gen: LEPR rs1137101(A/G), no mostré asociacion ni como

alelo ni como genotipo (p=0.05).
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Tabla 8. Analisis de asociacion alélica de los SNPs de estudio del gen LEPR en
la poblaciéon mestiza.

. e s .. Analisis de
Frecuencia Analisis de asociacion R .
egresion
SNP alélica Caso-control Logisti
ogistica
Casos (n)/Control (n) [95% IC] [95% IC]
SP + OB
p*=0.037 p**=0.036
rs1137100 (A/G) 0.27 (417)/ 0.31 (226)
OR=0.79 [0.65-0.96] OR=0.79 [0.65-0.96]
p*= 1 p**= 1

rs1137101 (A/G)

0.43 (673)/ 0.44 (312)

OR= 0.95[0.79-1.14]

OR= 0.97 [0.81-1.16]

SP

rs1137100 (A/G)

rs1137101 (A/G)

0.27 (112)/ 0.31 (226)

0.43 (183)/ 0.44 (312)

p*=0.225

OR= 0.81 [0.62—1.05]
p*=1

OR= 0.94 [0.74-1.2]

p**= 0.248
OR= 0.81 [0.61-1.06]
= 1
OR= 0.95 [0.74-1.21]

rs1137100 (A/G)

rs1137101 (A/G)

0.28 (178)/ 0.31 (226)

0.42 (264)/ 0.44 (312)

OB
p*=0.447
OR= 0.86 [0.68-1.09]
p*=0.927

OR= 0.92 [0.74—1.15]

p™=0.319

OR= 0.84 [0.66-1.07]
p**=0.948

OR= 0.92 [0.74-1.15]

rs1137100 (A/G)

rs1137101 (A/G)

0.25 (129)/ 0.31 (226)

OBII + OBIII
p*=0.016
OR= 0.71 [0.55-0.92]
p*=1

0.44 (228)/ 0.44 (312)

OR= 0.99 [0.79-1.25]

p**=0.015

OR= 0.70 [0.54-0.91]
= 1

OR= 1.03 [0.82-1.30]

OB TOTAL
p*=0049 p**= 0.039
rs1137100 (A/G)  0.27 (307)/ 0.31 (226)
OR= 0.79 [0.64-0.97] OR= 0.78 [0.64-0.96]
p*=1 p**: 1

rs1137101 (A/G)

0.43 (492)/ 0.44 (312)

OR= 0.95 [0.79-1.15]

OR= 0.97 [0.81-1.18]

*Ajustado por edad y género. **Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni. SP:
Sobrepeso, OB: Obesidad, OB I: Obesidad grado I, OB II: Obesidad grado 2, OB lll: Obesidad

grado 3.
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Tabla 9. Analisis de asociacion por modelo de herencia de los SNPs de estudio
del gen LEPR en la poblacién mestiza.

Frecuencia Analisis de
Analisis de asociacion ...
o asociacion
SNP genotipica Caso-control . e
Regresion Logistica
Casos (n)/Controles (n) [95% IC] [95% IC]
SP + OB
0.46 (361)/ 0.51 (185 (AAAG) vs GG pr= 0144
1137100 (A/G) 046 (361)/0.51 (185) p=0.096 OR= 0.79 [0.61-1.02]
0.18 (143)/ 0.22 (76 GG vs (AAAC) pr= 0721
s1137101 (A/G)  0.18(143)/0.22 (76) p=0.195 OR= 0.86 [0.63-1.19]
SP
0.48 (99)/ 0.51 (185 (AAAG) vs GG p= 0659
1137100 (W/G) 048 (99)/0.51(185) p=0.384 OR= 0.84 [0.59-1.20]
0.17 (36)/0.22 (76 GG vs (AAAC) p= 0398
1137101 (WG)  0.17/(36)/0.22(76) p=0.170 OR= 0.74 [0.47-1.17]
OB
0.49 (154) / 0.51 (185 (AAAG) vs GG p=0.799
rs1137100 (A/G) 049 (154)/0.51 (185) p= 0.544 OR= 0.87 [0.63-1.18]
0.16 (49) / 0.22 (76 GG vs (AAAC) pr= 0216
1137101 (WG)  0.16(49)/0.22 (76) p= 0.053 OR= 0.71 [0.47-1.06]
OBII + OBIII
0.42 (110)/ 0.51 (185 (AAAG) vs GG b™=0.018
1137100 (W/G)  0-42(110)/0.51 (185) b= 0.018 OR= 0.64 [0.46-0.89]
0.23 (58) / 0.22 (76 GG vs (AAAC) pr= 0854
1187101 (WG) 023 (58)/0.22(76) p=0.788 OR= 1.18 [0.79-1.77]
OB TOTAL
0.46 (264) / 0.51 (185 (AAAG) vs GG p= 0106
1137100 (A/G) 046 (264)/0.51 (185) p=0.088 OR= 0.76 [0.58-1.00]
0.19 (107)/ 0.22 (76 GG vs (AAAC) pr= |
rs1137101 (A/G) .19 (107) /0.22 (76) p=0.305 OR= 0.91 [0.65-1.28]

**Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni. SP: Sobrepeso, OB: Obesidad, OB I:
Obesidad grado I, OB II: Obesidad grado 2, OB lll: Obesidad grado 3
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Tabla 10. Analisis de regresion lineal del SNP rs1137100 (A/G) del gen LEPR en

la poblacién mestiza de estudio.

Analisis de Regresion Lineal

Alélico Modelo de herencia

GvsA Dominante

[95% IC] [95% IC]
p**=0.063 p**=0.064

B=-0.74[-1.422a-0.07]  B=-0.96[-1.82 a -0.84]

**Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni.
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El analisis de haplotipos formado por los dos SNPs analizados del gen LEPR,
documento la presencia de tres combinaciones con frecuencias mayores al 1%,
donde el haplotipo conformado por los dos alelos de menor frecuencia (GG) replica la
asociacion a proteccion a obesidad observada para el SNP rs1137100: OR=0.81
IC[0.66-0.99], p=0.040 (tabla 11), con correlacion de 0.44 para el desequilibrio de

ligamiento, figura 14.

Al investigar con cual tipo de obesidad presenta la asociacion del haplotipo GG, se
observo proteccion a obesidad total y, particularmente, a partir de IMC igual a 35
Kg/m% OR=0.70 IC[0.54-0.92], p=0.009 (tabla 12). Interesantemente, en la
estratificacion por gravedad de la enfermedad el haplotipo AG, se asocid a riesgo en
los mismos subgrupos: obesidad total OR=1.32 IC[1.01-1.72], p=0.038; obesidad Il y
[l OR=1.63 IC[1.20-2.21], p=0.002.
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Tabla 11. Analisis de asociacion de haplotipos del gen LEPR en la poblaciéon

mestiza de estudio.

SNPs FRECUENCIA OR p
rs1137100 (A/G) Casos Controles [95%IC]
rs1137101 (A/G)
AA 0.56 (844) 0.55(371) 1.06[0.88-1.27] 0.524
GG 0.26 (385) 0.30(202) 0.81[0.66-0.99] 0.040
AG 0.18 (263) 0.14(96) 1.28[0.99-1.65] 0.057
2 S
5 B
2@

Block 1 (22 kh)
1 2

Figura 14. Desequilibrio de ligamiento de las variantes del gen LEPR analizadas

en poblacion mestiza.
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Tabla 12. Estratificacion por grado de obesidad de los haplotipos de LEPR en la

poblaciéon mestiza de estudio.

SP OBl 0OB35 OB Total
Casos/Controles Casos/Controles Casos/Controles Casos/Controles

0.57/0.55 0.57/0.55 0.55/0.55 0.56/0.55

AA p=0.485 p=0.489 p=0.978 p=0.651

OR=1.09 OR=1.08 OR=1.00 OR=1.05
1C[0.85-1.40] IC[0.87-1.35] IC[0.80-1.27] IC[0.86-1.27]

0.26/0.30 0.27/0.30 0.23/0.30 0.25/0.30

GG p=0.193 p=0.346 p= 0.009 p= 0.041

OR=0.833 OR=0.890 OR=0.70 OR=0.80
I1C[0.63-1.10] IC[0.70-1.13] 1C[0.54-0.92] 1C[0.64-0.99]

0.16/0.14 0.15/0.14 0.21/0.14 0.18/0.14

AG p=0.349 p=0.628 p=0.002 p=0.038

OR=1.18 OR=1.08 OR=1.63 OR=1.32
I1C[0.84-1.65] IC[0.79-1.47] IC[1.20-2.21] IC[1.01-1.72]

0.01/0.01 0.01/0.01 0.01/0.01 0.01/0.01

GA p=10.370 p=0.395 p=0.608 p=0.401

OR=0.55 OR=0.62 OR=0.75 OR=0.68
IC[0.15-2.06] IC[0.21-1.87] IC[0.25-2.25] IC[0.27-1.68]

SP: Sobrepeso, OB: Obesidad,

Obesidad grado 3.

OB I: Obesidad grado I, OB Il: Obesidad grado 2, OB Iil:
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Gen STAT3

Por otra parte, los SNPs analizados en el gen STAT3, rs8069645, rs1053005 y
rs744166, no se asociaron a obesidad ni a sobrepeso de manera independiente (se
muestran resultados de andlisis de regresion logistica): rs2293152, OR=0.89 IC[0.74-
1.07], p=0.677. rs8069645, OR=1.06 1C[0.82-1.39], p=1. rs744166, OR= 0.99
IC[0.79-1.23], p=1 (tabla 13). Al estratificar por gravedad de la enfermedad tampoco

se observo asociacion de las variantes (p=0.05).

El analisis de haplotipos incluyendo los tres SNPs del gen STAT3 reveld 5
combinaciones con frecuencias mayores al 1%. De estas, el haplotipo conformado
por los alelos GAG de los SNPs rs2293152 (C/G), rs8069645 (A/G) y rs744166(A/G),
respectivamente, mostro tendencia a la asociacion para proteccion a obesidad
OR=0.71 1C[0.49-1.01], p=0.053 (tabla 14); encontrandose las variantes rs8069645 y
rs744166 con un valor de correlacion para desequilibrio de ligamiento r?=0.57, (figura
15).

Para determinar si los haplotipos del gen STAT3 se asociaban con la gravedad de la
enfermedad, se estratificd la poblacion por tipo de obesidad. El haplotipo GAG
conservo la tendencia a asociacién a obesidad total y mostré significancia estadistica
para proteccion a desarrollar obesidad grado I: OR=0.59 IC[0.37-0.93], p=0.023
(tabla 15). Sin embargo, también se encontré que la variante de menor frecuencia del
SNP rs8069645 cambia la direccion de la asociacion a riesgo, el arreglo GGG resulté
con una asociacion significativa para la misma forma de la enfermedad: obesidad
grado |, OR=1.47 1C[1.03-2.09], p=0.031.
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Tabla 13. Analisis de asociacion alélica y por modelo de herencia de los SNPs

de estudio del gen STAT3 en la poblacién mestiza.

Frecuencia Alélica Modelos de
SNP alélica [95% IC] herencia
Casos (n)/Controles (n) ° [95% IC]
SP + OB
**= 0,677 GG vs (CC,CG
rs2293152 (C/G)  0.42 (627)/ 0.44 (314) OR:S 89 [0.74-1.07] p**=(0 795 )
p* =1 (GG, AG) vs AA
rs8069645 (A/G)  0.15(223)/ 0.13 (95) OR= 1.06 [0.82-1.39] = 1
p**=1 GG vs (AG,GG)
rs744166 (A/G) 0.22(327)/ 0.22 (153) OR= 0.99 [0.79-1.23] = 1
SP
p**=0.792 GG vs (CC,CG)
rs2293152 (C/G)  0.41 (167)/ 0.44 (314) OR= 0.87 [0.67-1.12] p= 1
p* =1 (GG, AG) vs AA
rs8069645 (A/G) 0.12 (49)/ 0.13 (95) OR= 0.89 [0.62-1.29] = 1
p**=1 GG vs (AG,GG)
rs744166 (A/G) 0.19(79)/ 0.22 (153) OR= 0.87 [0.64-1.18] = 1
OB |
= GG vs (CC,CG
52293152 (C/G)  0.43(256)/ 0.44 (314)  o_ o a 0.77-1.20 p**=(0 93 )
**=(.453 GG, AG) vs AA
rs8069645 (A/G)  0.16 (96)/ 0.13 (95) ORe 1 25 10.92-1.70] ( e 0)_ 003
*= 4 GG vs (AG,GG
rs744166 (A/G) 0.22(134)/ 0.22 (153) OR= 1 oﬁ [0.78-1.32] p**:(0.521 )
OBII + OBIII
p**=0.624 GG vs (CC,CG)
2293152 (C/G
rs (C/G)  0.40 (204)/ 0.44 (314) OR= 0.86 [0.68-1.09] = 1
p**=1 (GG, AG) vs AA
8069645 (A/G
rs (A/G) 0.15 (78)/ 0.13 (95) OR= 1.17 [0.84-1.61] p= 1
w1 GG vs (AG,GG)
rs744166 (A/G p
(A/G) 0.23(114)/ 0.22 (153) OR= 1.09 [0.831.44] p= 1
OB TOTAL
**=1 GGvs (CC,CG
rs2293152 (C/G)  0.42 (460)/ 0.44 (314) OR= 0 gﬂ [0.76-1.11] p**=(0_74 )
**= () 48 GG, AG) vs AA
rs8069645 (A/G)  0.16 (174)/ 0.13 (95) OR= 1’0 21 [0.93-1.59] ( p= 0). 467
*hz GG vs (AG,GG)
rs744166 (A/G P
(AG)  0.23 (248)/ 0.22 (153) OR= 1.05 [0.84-1.32] = 1

**Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni. SP: Sobrepeso, OB: Obesidad, OB I:
Obesidad grado I, OB II: Obesidad grado 2, OB Ill: Obesidad grado 3
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Tabla 14. Analisis de asociacion de haplotipos del gen STAT3 en la poblacién

mestiza.

SNPs

rs2293152 (C/G) FRECUENCIA OR

rs8069645 (A/G) Casos Controles [95% IC] P

rs744166(A/G)

CAA 0.55(774) 0.53(340) 1.13[0.94-1.36] 0.197
GAA 0.23(322) 0.26 (166) 0.87[0.71-1.09] 0.243
GGG 0.12(168) 0.10 (64) 1.25[0.92-1.70] 0.149
GAG 0.06 (84) 0.08(54) 0.71[0.49-1.01] 0.053
CGG 0.03 (35) 0.03(19) 0.85[0.48-1.50] 0.581

Figura 15. Desequilibrio de ligamiento de las variantes del gen STAT3

rs2293152
rsB069645 —
rs744166

Block 1 (32 kh)
1 2

analizadas en poblacion mestiza.
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Tabla 15. Estratificacion por grado de obesidad de los haplotipos de STAT3 en

poblacién mestiza.

SP OBl OB35 OB Total
HAPLOTIPOS Casos/Controles Casos/Controles Casos/Controles Casos/Controles

0.57 /0.52 0.54/0.52 0.55/0.52 0.55/0.52
CAA p=0.126 p=0.503 p=0.338 p=0.336
OR=1.22 OR=1.08 OR=1.13 OR=1.10

IC[0.95-1.57] IC[0.86-1.35] IC[0.88-1.43] IC[0.90-1.34]
0.25/0.26 0.24/0.26 0.22/0.26 0.23/0.26
GAA p=0.739 p=0.430 p=0.119 p=0.150
OR=10.95 OR=0.90 OR=0.80 OR=0.84

IC[0.71-1.27] IC[0.69-1.17] IC[0.60-1.06] IC[0.67-1.06]
0.10/0.10 0.14/0.10 0.12/0.10 0.13/0.10
GGG p=0.997 p=0.031 p=0.342 p=0.062
OR=10.99 OR=1.47 OR=1.21 OR=1.35

IC[0.65-1.53] IC[1.03-2.09] IC[0.82-1.78] IC[0.98-1.85]
0.06/0.09 0.05/0.08 0.07/0.08 0.06/0.08
GAG p=0.204 p= 0.023 p=0.364 p=0.056
OR=10.73 OR= 0.59 OR=0.81 OR=0.69

IC[0.44-1.19] 1C[0.37-0.93] IC[0.51-1.28] IC[0.47-1.01]
0.02/0.03 0.03/0.03 0.03/0.03 0.03/0.03
CGG p=0.286 p=0.531 p=0.829 p=0.832
OR=0.64 OR=0.802 OR=1.08 OR=0.94

IC[0.28-1.46] 1C[0.40-1.60] IC[0.55-2.13] IC[0.52-1.69]

0.02/0.01
CAG - - p= 0.347 -
OR=1.68
IC[0.56-5.05]

SP: Sobrepeso, OB: Obesidad, OB I: Obesidad grado I, OB II: Obesidad grado 2, OB IlI:
Obesidad grado 3.
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Gen JAK2

Las dos variantes analizadas en el gen JAK2, rs3780365(T/C) y rs966871(A/T), no
mostraron asociacion a obesidad en la poblacién mestiza (se muestran resultados de
analisis de regresion logistica): rs3780365 OR=0.99 I1C[0.81-1.21], p=0.05; rs966871
OR=0.90 IC[0.74-1.09], p=0.05. Este mismo resultado se observd al estratificar la
poblacién por gravedad de la enfermedad (p=0.05) (tabla 16). Asi mismo, en la
prueba por modelos de herencia se observd que las diferencias entre casos y

controles en la poblacién mestiza de estudio no son significativas (p>>0.05).

El analisis de haplotipos, documenté tres combinaciones que, similarmente al analisis
independiente, no mostraron un valor significativo de asociacion a obesidad (TA
OR=1.01 IC[0.85-1.26], p=0.757; CT OR=0.95 IC[0.77-1.16], p=0.614; TT OR=0.84
IC[0.45-1.56], p=0.581); aunque para estas variantes se evidencio el desequilibrio de

ligamiento mas alto de los hasta ahora obtenidos (r*=0.87), tabla 17 y figura 16.
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Tabla 16. Analisis de asociacion alélica y por modelo de herencia de los SNPs

de estudio del gen JAK2 en poblacion mestiza.

Frecuencia . Modelos de
Alélica .
SNP alélica 195% IC] herencia
Casos(n)/Controles(n) ’ [95% IC]
SP + OB
p**=1 TT vs (CC,CT)
rs3780365(T/C) 0.29 (438)/ 0.29 (199) ok
OR=0.99[0.81-1.21] p**=1
p**=0.602 AAvs (TT,TA)
rs966871(A/T) 0.3 (449)/ 0.32 (223)
OR=0.90 [0.74-1.09] p**=0.687
SP
p**=0.441 TT vs (CC,CT)
rs3780365(T/C) 0.26 (100)/ 0.29 (199)
OR=0.84[0.63-1.11] p**=0.944
p**=0.103 AAvs (TT,TA)
rs966871(A/T)  0.27 (110)/ 0.32 (223)
OR=0.76 [0.57-1.01] p**=0.382
OB |
p**=0.976 TT vs (CC,CT)
rs3780365(T/C) 0.31(187)/ 0.29 (199)
OR= 1.09 [0.86-1.38] p**=0.728
p**=1 AAvs (TT,TA)
rs966871(A/T)  0.33 (196)/ 0.32 (223)
OR= 1.05[0.83-1.33] p**=1
OBIl + OBIII
p**=1 TT vs (CC,CT)
rs3780365(T/C) 0.29 (150)/ 0.29 (199)
OR=0.99 [0.76-1.30] p**=1
p**=0.547 AAvs (TT,TA)
rs966871(A/T)  0.29 (144)/ 0.32 (223)
OR=0.86 [0.66-1.13] p**=0.263
OB TOTAL
p**=1 TT vs (CC,CT)
rs3780365(T/C) 0.30 (337)/ 0.29 (199)
OR=1.051[0.86-1.31] p**=1
p**=1 AAvs (TT,TA)
rs966871(A/T)  0.31 (340)/ 0.32 (223)
OR=0.96 [0.79-1.20] p**=1

**Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni. SP: Sobrepeso, OB: Obesidad, OB I:
Obesidad grado I, OB II: Obesidad grado 2, OB lll: Obesidad grado 3.
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Tabla 17. Analisis de asociacion de haplotipos del gen JAK2 en la poblacién

mestiza.
SNPs FRECUENCIA OR p
rs3780365 (T/C) Casos Controles [95% IC]
rs966871 (A/T) (n) (n)
TA 0.70 (991) 0.69 (457) 1.01[0.85-1.26] 0.757
CT 0.28 (395) 0.29(191) 0.95[0.77-1.16] 0.614
1T 0.02(29) 0.02(16) 0.84 [0.45-1.56] 0.581
x]
] ~
] 2
= &
& &

Black 1 (52 kb
1 2

Figura 16. Desequilibrio de ligamiento de las variantes del gen JAK2 analizadas

en poblacién mestiza.
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Gen SOCS3

Al comparar las frecuencias alélicas y por modelos de herencia entre casos y
controles de las variantes rs7221341(C/T) y rs4969168(G/A) del gen SOCSS3, la
distribucion de los genotipos se observo en equilibrio de Hardy-Weinberg. Las
frecuencias alélicas de las dos variantes del gen SOCS3, con los ajustes de edad,
geénero y la correccion de Bonferroni, no mostraron diferencias significativas entre
casos y controles (se muestran resultados de analisis de regresion logistica):
rs7221341 OR=1.04 IC[0.81-1.32], p**= 1; rs4969168 OR=1.19 1C[0.96-1.49],
p=0.348 (tabla 18).

El analisis de haplotipos incluyendo los SNPs rs7221341 y rs4969168 mostroé cuatro
combinaciones con frecuencias mayores al 1%, pero ninguna de estas se asocié con
IMC en la poblacion total, ni tampoco se observé desequilibrio de ligamiento (tabla 19
y figura 17). Sin embargo, al estratificar la muestra por gravedad de la enfermedad,
se observé que el haplotipo conformado por los alelos de mayor frecuencia de ambos
SNPs, CG se asocio a proteccidon unicamente para sobrepeso: OR= 0.76, 1C[0.59-
0.98], p=0.040 (tabla 20).
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Tabla 18. Analisis de asociacion alélica y por modelo de herencia de los SNPs

de estudio del gen SOCS3 en la poblacién mestiza.

Frecuencia Alélica Modelos de
SNP alélica (95% IC] herencia
Casos (n)/Controles (n) ° [95% IC]
SP + OB
p**=1 (TT,CT) vs CC
rs7221341 (C/T)  0.18 (280)/ 0.17 (124) .
OR= 1.04 [0.81-1.32] p*=1
p**=0.348 AA vs (GG,GA)
rs4969168 (G/A)  0.24 (351)/ 0.21 (148) o
OR= 1.19 [0.96-1.49] p*=0.724
SP
p**=0.447 (TT,CT)vs CC
rs7221341 (C/T)  0.19(83)/ 0.17 (124) .
OR= 1.27 [0.92-1.75] p**=0.441
p**=0.164 AA vs (GG,GA)
rs4969168 (G/A)  0.26 (101)/ 0.21 (148) o
OR= 1.33 [0.99-1.78] p**=0.088
OB |
p**=1 (TT,CT) vs CC
rs7221341 (C/T)  0.18 (109)/ 0.17 (124) .
OR= 1.04 [0.77-1.41] p*=1
p**=1 AA vs (GG,GA)
rs4969168 (G/A)  0.22 (130)/ 0.21 (148) o
OR= 1.09 [0.84-1.44] p*=1
OBII + OBIII
p**=1 (TT,CT) vs CC
rs7221341 (C/T)  0.17 (88)/ 0.17 (124) .
OR= 0.92 [0.67-1.26] p*=1
p**=0.959 AA vs (GG,GA)
rs4969168 (G/A)  0.24 (120)/ 0.21 (148) o
OR= 1.16 [0.87-1.54] p*=1
OB TOTAL
p**=1 (TT,CT) vs CC
rs7221341 (C/T)  0.17 (197)/ 0.17 (124) .
OR= 0.98 [0.76-1.27] p**=1
p**=0.952 AA vs (GG,GA)
rs4969168 (G/A)  0.23 (250)/ 0.21 (148) o
OR= 1.13 [0.89-1.43] p*=1

**Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni. SP: Sobrepeso, OB: Obesidad, OB I:
Obesidad grado I, OB II: Obesidad grado 2, OB lll: Obesidad grado 3
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Tabla 19. Analisis de asociacion de haplotipos del gen SOCS3 en la poblacion

mestiza de estudio.

SNPs FRECUENCIA OR p
rs7221341 (C/T) Casos Controles [95% IC]
rs4969168 (G/A) (n) (n)
CG 0.63 (902) 0.67 (453) 0.85[0.70-1.03] 0.089
CA 0.19 (268) 0.16 (107) 1.22[0.96-1.57] 0.100
TG 0.14 (194) 0.13 (87) 1.06 [0.81-1.40] 0.651
TA 0.05(72) 0.05 (33) 1.03[0.68-1.58] 0.873
- ==}
z ¢
N 2
8 g
s i

Figura 17. Desequilibrio de ligamiento de las variantes del gen SOCS3

Block 1 (22 kb
1 2

analizadas en poblacion mestiza.
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Tabla 20. Estratificacion por grado de obesidad de los haplotipos de SOCS3 en
poblacién mestiza.

SP OBl 0B=35 OB Total
Casos/Controles Casos/Controles Casos/Controles Casos/Controles

0.60/0.67 0.65/0.67 0.63/0.67 0.64/0.67

cG p= 0.040 p=0.510 p=0.148 p=0.218

OR= 0.76 OR=0.92 OR=0.84 OR=0.88
1C[0.59-0.98] IC[0.73-1.17] IC[0.65-1.07] IC[0.72-1.08]

0.20/0.16 0.17/0.15 0.20/0.16 0.18/0.16

CA p=0.082 p=0.594 p=0.067 p=0.171

OR=1.33 OR=1.09 OR=1.33 OR=1.20
IC[0.96-1.84] IC[0.80-1.47] 1C[0.98-1.80] IC[0.93-1.56]

0.14/0.13 0.130/0.125 0.13/0.13 0.13/0.13

1G p=0.498 p=0.780 p=0.832 p=0.753

OR=1.13 OR=1.05 OR=1.04 OR=1.05
IC[0.79-1.63] IC[0.75-1.46] IC[0.73-1.47] IC[0.79-1.40]

0.06/0.05 0.05/0.05 0.05/0.05 0.05/0.05

TA p=0.650 p=0.915 p=10.733 p=0.900

OR=1.14 OR=1.03 OR=0.91 OR=0.97
IC[0.65-1.97] IC[0.62-1.70] IC[0.53-1.57] IC[0.62-1.52]

SP: Sobrepeso, OB: Obesidad,

Obesidad grado 3.

OB I: Obesidad grado I, OB Il: Obesidad grado 2, OB Iil:
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Poblacién amerindia

En este estudio el polimorfismo rs1137100(A/G) del gen LEPR asociado a poblacion
mestiza, se analizé en 1978 individuos correspondientes a 55 etnias indigenas del

territorio nacional.

A diferencia de lo observado en poblacion mestiza, tablas 8, 9 y 10, el analisis de
asociacion alélica no mostré asociacion con sobrepeso ni con obesidad, (se
muestran resultados de analisis de regresion logistica): sobrepeso, OR=1.08 IC[0.92-
1.26], p=0.335; obesidad, OR=0.98 IC[0.82-1.16], p=0.778 (tabla 21).

Interesantemente, aun cuando no se confirmoé asociacion a obesidad en la poblacion
amerindia, la distribucion alélica del SNP rs1137100 evidencié una alta variabilidad
interétnica en la distribucion de sus alelos, (figura 18). Aunque existen ciertas
similitudes agrupando por familia linguistica, se puede observar heterogeneidad en la
frecuencia genotipica de esta variante (tabla 22). Un ejemplo es la familia linguistica
Oto-Mangue donde, a pesar de la cercania geografica de los grupos étnicos
(mixteco, mazateco, chinanteco, zapoteco, otomi), las diferencias en la frecuencia de
los genotipos de rs1137100 son evidentes. Por otro lado los nahuas y los
tarahumaras son muy similares en la distribucién de los genotipos, aun cuando los
nahuas captados para este estudio pertenecen a 10 estados del centro del pais, y los

tarahumaras unicamente a Chihuahua.
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Tabla 21. Analisis de asociacion alélica y por modelo de herencia del SNP
rs1137100 del gen LEPR en la poblacién amerindia de estudio.

Frecuencia . Modelos de
. Alélica .
SNP alélica (95% IC] herencia
Casos(n)/Controles(n) ° [95% IC]
SP + OB
**= 0,581
rs1137100 (G)  0.36 (941)/ 0.35 (433) P (ARLG) 1 OC
OR= 1.04 [0.90-1.20] p**=0.
SP
= 0,335
rs1137100 (G)  0.37 (577)/ 0.35 (433) P (AAAG) Ve e
OR= 1.08 [0.92-1.26] p**=0.
OB
p**=0.699 (AAAG) vs GG
rs1137100 (G)  0.34 (246)/ 0.35 (433 i
(©) (246) 433 oR=0.96 [0.79-1.17] p=0.606
OBII + OBII|
**= 0,872
rs1137100 (G)  0.35 (118)/ 0.35 (433) P (AAAG) o 56
OR= 1.02 [0.80-1.31] pr*=0.
OB TOTAL
p**=10.778 (AA,AG) vs GG

rs1137100 (G)

0.34 (364)/ 0.35 (433)
OR= 0.98 [0.82-1.16]

p**=0.723

**Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni. SP: Sobrepeso, OB: Obesidad, OB I:
Obesidad grado I, OB II: Obesidad grado 2, OB lll: Obesidad grado 3
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Figura 18. Frecuencia alélica del SNPrs1137100 en poblaciones amerindias.

Tabla 22. Frecuencia genotipica del SNP rs1137100 en poblacién amerindia
agrupada por familia linglistica

Genotipo
Familia Linguistica Etnia (N)
AA AG GG
Mixteco (90) 0.52 (46) 0.44 (39) 0.04 (4)
Mazateco (60) 0.51 (30) 0.44 (26) 0.05 (3)
Oto-Mangue Chinanteco (81) 0.36 (28) 0.43 (33) 0.21 (16
Zapoteco (66) 0.32 (21)

Otomi (223) 0.29 (64) 055 (122) 0.15 (34
Maya (251) 0.45(110) 0.46 (111)  0.09 (21
Huasteco (79)  0.43(33) 049(38)  0.08 (6)
Nahuatl (210) 040 (82)  0.44 (92)  0.16 (33)
Tarahumara (92)  0.35(31)  0.48 (42)  0.17 (15)
( )
(

)
0.51(33) 0.17 (11)
)
)

Maya

Yuto-nahua

Totonaco-Tepehua Totonaco (95) 0.29 (27) 0.49 (46) 0.22 (20
Mixe-Zoque Mixe (89) 0.27 (22) 0.51 (42) 0.23 (19)
- AM Total 0.42 (815) 0.45(873) 0.13(256)




Ademas, con el fin de investigar mas sobre la variabilidad de las variantes de la via
de la leptina en la poblacion indigena, se genotipificaron también los SNPs del gen
SOCS3: rs7221341(C/T), rs4969168(G/A) y rs9914220(C/T). En esta poblacion, a
diferencia de la poblacion mestiza, se encontré que la variante rs9914220(C/T) se

presento en equilibrio de Hardy-Weinberg, y por lo tanto se incluyé en el analisis.

Por otro lado, en el andlisis de asociacion, ninguna de las variantes del gen SOCS3
se asocié a sobrepeso u obesidad en poblacion amerindia (se muestran resultados
de analisis de regresion logistica): rs7221341 OR=1.16 [0.92-1.46], p=0.593;
rs4969168 OR=0.96 [0.82-1.11], p=1; rs9914220 OR=0.96 [0.81-1.14], p=1, similar a

lo observado en poblacion mestiza (tabla 23).

Por su parte, el analisis de haplotipos arrojé siete combinaciones con frecuencias
mayores a 1%; sin embargo, ninguna se encontré6 asociada a obesidad (p>0.05)
(tabla 24). Al igual que en poblacion mestiza, tampoco presentaron desequilibrio de

ligamiento alto: r*=0.46 (figura 19).

De manera similar al SNP analizado en el receptor de la leptina, las variantes de
SOCS3 mostraron heterogeneidad en la distribucion alélica en las distintas etnias de
la poblaciéon indigena, como se puede observar en la figura 20. La variante
rs7221341(T) se presentd en mazatecos con menor frecuencia, mientras que en
otomies la mas alta: 0.02 y 0.16, respectivamente. Por su parte, el SNP
rs4969168(A) presentd menor frecuencia en poblacion chinanteca (0.12) y mayor en
tarahumaras (0.42); mientras que la variante rs9914220(T) mostré su menor valor de

frecuencia en zapotecos (0.08) y el mayor también en tarahumaras (0.35).
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Tabla 23. Analisis de asociacion alélica y por modelo de herencia de los SNPs

de estudio del gen SOCS3 en la poblacién amerindia.

Frecuencia Alélica Modelos de
SNP alélica [95% IC] herencia
Casos (n)/Controles (n) ° [95% IC]
SP + OB
**=0.593 TT, CT)vs CC
rs7221341 (C/T) ~ 0.10 (279)/ 0.09 (109) OR=I1) 16 [0.92-1.46] ( p**= 3,221
**= AA, GA) vs GG
rs4969168 (G/A)  0.26 (714)/ 0.27 (338) OR= 0 56 [0.82-1.11] ( p**i 1
=1 TT, CT)vs CC
rs9914220 (C/T)  0.18 (484)/ 0.19 (230) OR=0 gﬁ [0.81-1.14] ( p**)= ‘QS
SP
=1 TT, CT)vs CC
rs7221341 (C/T)  0.09 (156)/ 0.09 (109) OR= 1 f 1[0.86-1.42] ( p**i?
*r= 1 AA, GA) vs GG
rs4969168 (G/A)  0.26 (425)/ 0.27 (338) OR=0 56 [0.81-1.13] ( p= g 923
=1 TT, CT) vs CC
rs9914220 (C/T)  0.18 (284)/ 0.19 (230) OR= 0 55 [0.78-1.15] ( p**): Vf
OB |
**=0.299 TT, CT)vs CC
rs7221341 (C/T)  0.12(86)/ 0.09 (109) OR=l1) 29[0.95-1.73] ( p**= é_;séo
**= AA, GA) vs GG
rs4969168 (G/A)  0.26 (197)/ 0.27 (338) OR= 0 57 [0.79-1.19] ( p**i 1
=1 TT, CT)vs CC
rs9914220 (C/T)  0.19(143)/0.19 (230)  Rr-= 1 56 [0.83-1.34] ( p**i?
OBII + OBIlI
=1 TT, CT) vs CC
rs7221341 (C/T)  0.09 (34)/ 0.09 (109) OR= 1 gg [0.73-1.65] ( p**): T
*r= 1 AA, GA) vs GG
rs4969168 (G/A)  0.26 (88)/ 0.27 (338) OR=0 gz 0.70-1.21] ( p**i 1
**=0.755 TT, CT) vs CC
rs9914220 (C/T) 0.16 (53)/ 0.19 (230) OR= 5.82 [0.59-1.15] ( p**= ())232
OB TOTAL
**=0.368 TT, CT) vs CC
rs7221341 (C/T) ~ 0.11 (120)/ 0.09 (109) OR=l1) 24 [0.94-1.63] ( p*= 5,526
**= 1 AA, GA) vs GG
rs4969168 (G/A)  0.26 (285)/ 0.27 (338) OR=0 54 [0.78-1.13] ( p**i 1
"= 1 TT, CT) vs CC
rs9914220 (C/T)  0.18(196)/0.19(230)  Rr= 0_58 [0.79-1.21] ( p**i‘q

**Ajustado por edad, género y corregido por Bonferroni. SP: Sobrepeso, OB: Obesidad, OB I:
Obesidad grado I, OB II: Obesidad grado 2, OB lll: Obesidad grado
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Tabla 24. Analisis de asociacion de haplotipos del gen SOCS3 en la poblacion

amerindia de estudio.

SNPs FRECUENCIA OR p

rs7221341 (C/T) [95% IC]

rs4969168 (G/A) Casos Controles

rs9914220 (C/T)
CGC 0.66 (1740) 0.65 (784) 1.02[0.89-1.18] 0.769
CAT 0.14 (361) 0.14 (168) 0.97 [0.79-1.18] 0.774
CAC 0.09 (230) 0.09 (113) 0.91[0.72-1.15] 0.421
TGC 0.06 (169) 0.05 (63) 1.23[0.92-1.66] 0.168
TAT 0.03 (76) 0.03 (32) 1.08 [0.71-1.64] 0.717
CGT 0.02 (44) 0.02 (28) 0.71[0.44-1.14] 0.156
TAC 0.01 (29) 0.01 (13) 1.01[0.52-1.96] 0.970

Figura 19. Desequilibrio de ligamiento de las variantes del gen SOCS3

rs7221341
rs4969168
rs9914220

Block 1 (31 kh)
1 2

analizadas en poblaciéon amerindia.

66



rs7221341(T)

rs4969168(A)

rs9914220(T)

Figura 20. Frecuencia alélica de los polimorfismos del gen SOCS3 en etnias
indigenas del pais.
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En la tabla 25 se muestra el resumen de las variantes con diferencias significativas,
en la distribucién de los alelos de los polimorfismos analizados de los genes LEPR y
SOCSS3, entre las poblaciones indigenas analizadas. De manera general se observa
que la variante rs1137100 de LEPR varia principalmente en las etnias mazateca,
mixteca, huasteca y maya, con respecto a otras etnias, mientras que los

polimorfismos de SOCS3 varian en las etnias chinanteca y mazateca (p<0.05).
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Tabla 25. Diferencias intrapoblacionales en individuos amerindios

Totonaco Otomi Huasteco Tarahumara Mixe Chinanteco Mixteco Zapoteco Maya
rs1137100, rs1137100,

Mazateco  "S1137100, 70015 p=0.015 " 51137100, rs1137100, rs4969168,  rs4969168,

p=0.017 rs7221341, r$9914220. p=0.010 p=0.034 p=0.014 p=0.008
p=0.026 p=0.049

Nahuatl rs7221341, rs4969168,

p=0.015 p=0.004

rs4969168,
Totonaco rs1137100, p=0.001 rs1137100,
p=0.049 rs9914220, p=0.044

p=0.01

rs4969168,
Otomi rs1137100, rs7221341, p=0.032 rs1137100, rs1137100,
p=0.039 p=0.027 rs9914220, p=0.048 p=0.041

p=0.009

Huasteco rs1137100, rs1137100, rs9914220, rs1137100,

p=0.044 p=0.031 p=0.043 p=0.043
rs4969168,

Tarahumara p=0.006 rs1137100, rs1137100,
rs9914220, p=0.032 p=0.038
p=0.004

Mixe rs4969168, rs1137100,
p=0.045 p=0.029
rs4969168,

Chinanteco p=0.048 rs4969168, rs4969168,

rs9914220, p=0.001 p<0.001
p=0.031

Variante del gen LEPR

Variantes del gen SOCS3
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Diferencias Interpoblaciones

Para determinar si la distribucion de los polimorfismos de la via de la leptina
analizados en este estudio, es similar o diferente a lo reportado en otras poblaciones
del mundo, se compararon las frecuencias alélicas obtenidas con los datos
publicados en el Proyecto 1000 Genomas?®¥. Las poblaciones tomadas para este
anadlisis fueron: los asiaticos del este, sudasiaticos, africanos, europeos vy
latinoamericanos que incluyen a los residentes de Los Angeles con ancestria

mexicana.

En este sentido, los polimorfismos del gen de la leptina y su receptor analizados en
mestizos, mostraron diferencias significativas en la distribuciéon de sus alelos con
respecto a las poblaciones asiatica y africana del proyecto 1000 Genomas, pero
mostraron similitudes con las poblaciones europea y latinoamericana del mismo

proyecto (tabla 26).

La variante LEP rs7799039A presenté frecuencia de 0.40 en la poblacién de estudio,
muy similar a la reportada para los europeos (0.44) y latinoamericanos (0.41); sin
embargo, dista de los asiaticos (0.73) y africanos (0.03), quienes poseen la mas alta

y baja frecuencia, respectivamente, de las poblaciones del proyecto 1000 Genomas.

La distribucién del polimorfismo del receptor de la leptina rs1137100G fue también
diversa. En mestizos esta variante se presentd con frecuencia de 0.31 de la
poblacién mostrando similitud en su distribucién con los residentes de Los Angeles
con ancestria mexicana, 0.30 (p=0.757). La diferencia mas grande en la frecuencia
se observa con los asiaticos (p<0.001), quienes presentan frecuencia de 0.80 de este

alelo.

A diferencia de lo observado con las variantes del gen de la leptina y su receptor, la
distribucién de los alelos de menor frecuencia del gen JAK2 en poblacion mestiza
presentaron frecuencias similares a lo descrito para asiaticos, sudasiaticos y
europeos (p=0.05); mientras que, con la poblacién latinoamericana, se encontraron
diferencias significativas: rs3780365, p=0.002 y rs966871, p<0.001.
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Respecto a las variantes del gen STAT3, el SNP rs2293152G mostré un patron
similar a los asiaticos del este, caucasicos, latinoamericanos y residentes de Los
Angeles con ancestria mexicana, pero significativamente diferente de los surasiaticos
y africanos (p<0.05). Los SNPs rs8069645 y rs744166 por el contrario, presentaron
distribucion distinta a todas las poblaciones, con excepcién de los residentes de Los
Angeles con ancestria mexicana (p=0.05). Aunado a lo anterior, en la poblacién
mestiza estas variantes mostraron las frecuencias mas bajas (0.13 y 0.22,

respectivamente) reportadas a la fecha.

Por otro lado, la frecuencia de la variante rs7221341T del gen SOCS3 no mostré
similitudes en su distribucion con ninguna de las poblaciones comparadas (p<0.05).
Particularmente, su frecuencia fue de 0.17 en poblacién mestiza, lo que representa la
segunda frecuencia mas baja soélo arriba de los asiaticos (0.01). Por su parte, la
frecuencia del SNP rs4969168A fue diferente a la observada en los asiaticos del
este, los africanos y los europeos. Su frecuencia es de las mas bajas en poblacién

mestiza (0.21), sélo por arriba de los europeos (0.15).

Los polimorfismos analizados en poblacién amerindia (rs1137100, del gen de la
Leptina, rs7221341, rs4969168 y rs9914220 de SOCS3), mostraron un patrén
cercano al de los mestizos en su distribucién. Su frecuencia fue mayor que la de los
europeos y que la de los mestizos, exceptuando la variante SOCS3 rs7221341T que
fue la mas baja de las reportadas, con 9% solo por arriba de los asiaticos del Este,

en cuya poblacion esta variante es casi nula (1%).
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Tabla 26. Comparacién interpoblacional de la distribucién alélica de los polimorfismos de la via de la Leptina.

Frecuencias del alelo de riesgo

Gen SNP p:’lizlsgge EAS SAS AFR EUR LAM MXL MTZ Amerindios 2P bp °p dp ep [=T] o)

LEP  rs7799039 A 073 051 003 044 041 037 04 <0.001 <0.001 <0.001 0093 0.788 0.493
rs1137100 G 0.8 0.16 015 027 024 03 0.31 0.35 <0.001 <0.001 <0.001 0.049 0.002 0.757 0.085

HEPR rs1137101 G 0.87 05 059 047 044 048 044 <0.001 0.002 <0.001 ‘0.172 0.616  0.375
rs3780365 C 028 0.31 048 0.27 0.37 041 0.29 0.512 0.579 <0.001 0.376 0.002 0.012

AR rs966871 T 027 030 068 029 040 042 0.32 0021 0516 <0.001 0309 <0001 0.027
rs2293152 G 048 037 011 04 049 045 044 0.108 0.002 <0.001 0.133 0.079 0.924

STAT3 rs8069645 G 0.38 04 035 028 0.18 0.2 0.13 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.009 0.057
rs744166 G 040 051 072 041 029 0.26 0.22 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.002 0.242
rs7221341 T 001 025 041 039 027 025 017 009  <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.046 <0.001

SOCS3  rs4969168 A 045 022 067 015 023 023 021 027 <0001 058 <0001 <0.001 0338 0.558 0.002
rs9914220 T 0.37 0.16 0.32 0.06 0.15 0.12 0.23

a MTZ vs EAS, b MTZ vs SAS, ¢ MTZ vs AFR, d MTZ vs EUR, e MTZ vs LAM, f MTZ vs MXL, g MTZ vs Amerindios. EAS: East Asian, SAS: South Asian, AFR:
MTZ: Mestizos del estudio.

Africanos, EUR: Europeos,

LAM: Latinoamericanos,

MXL: Residentes de Los Angeles con ancestria mexicana,
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Analisis de epitasis

Finalmente, se realiz6 el analisis de epistasis incluyendo los 11 SNPs localizados en
los genes LEP, LEPR, JAK2, STAT3 y SOCSS3; sin embargo, a pesar de que estos
genes estan involucrados en la sefalizacion de la via de la leptina, no se observd
interaccion génica significativa entre estas variantes mediante un analisis de casos-
controles (p=0.05) (tabla 27).
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Tabla 27. Analisis de epistasis entre las variantes de estudio en genes de la via
de la leptina.

CHR1 SNP1 CHR2 SNP2 OR_INT p |CHR1 SNP1 CHR2 SNP2 OR_INT p
1 rs1137100 1 rs1137101 0.7687 0.0896| 9 rs3780365 9 rs966871 0.9006 0.5081
1 rs1137100 7 rs7799039 1.125 0.4009| 9 rs3780365 17 rs2293152 0.91563 0.5457
1 rs1137100 9 rs3780365 1.101 0.5316| 9 rs3780365 17 rs8069645 0.7665 0.1705
1 rs1137100 9 rs966871 1.002 0.9871| 9 rs3780365 17 rs744166 0.8908 0.4863
1 rs1137100 17 rs2293152 1.191 0.2078| 9 rs3780365 17 rs7221341 0.8089 0.2672
1 rs1137100 17 rs8069645 0.9968 0.9878| 9 rs3780365 17 rs4969168 1.273 0.1832
1 rs1137100 17 rs744166 1.041 0.819 9 rs3780365 17 rs9914220 1.219 0.3473
1 rs1137100 17 rs7221341 1.108 0.5874| 9 rs966871 17 rs2293152 1.015 0.9187
1  rs1137100 17 rs4969168 0.8184 0.2271| 9 rs966871 17 rs8069645 0.7057 0.08459
1 rs1137100 17 rs9914220 0.8503 0.427 9 rs966871 17 rs744166 0.961 0.8109
1 rs1137101 7 rs7799039 1.105 0.4639| 9 rs966871 17 rs7221341 0.8836 0.5115
1 rs1137101 9 rs3780365 0.9688 0.8293| 9  rs966871 17 rs4969168 1.187 0.3358
1 rs1137101 9 rs966871 0.9765 0.8681| 9  rs966871 17 rs9914220 1.122 0.5829
1 rs1137101 17 rs2293152 1.054 0.6887| 17 rs2293152 17 rs8069645 1.261 0.2615
1 rs1137101 17 rs8069645 0.797 0.2295| 17 rs2293152 17 rs744166 1.054 0.7574
1 rs1137101 17 rs744166 0.9304 0.6559| 17 rs2293152 17 rs7221341 1.061 0.7342
1 rs1137101 17 rs7221341 0.7966 0.1817| 17 rs2293152 17 rs4969168 0.9428 0.7073
1 rs1137101 17 rs4969168 0.7563 0.08443) 17 rs2293152 17 rs9914220 1.013 0.9431
1 rs1137101 17 rs9914220 0.8327 0.3325| 17 rs8069645 17 rs744166 0.6872 0.1371
7 rs7799039 9 rs3780365 0.9524 0.7405| 17 rs8069645 17 rs7221341 0.9566 0.8531
7 rs7799039 9 rs966871 0.9616 0.7881| 17 rs8069645 17 rs4969168 1.091 0.6997
7 rs7799039 17 rs2293152 0.9567 0.733 | 17 rs8069645 17 rs9914220 1.247 0.41
7 rs7799039 17 rs8069645 0.9012 0.5894 | 17 rs744166 17 rs7221341 0.7898 0.2357
7 rs7799039 17 rs744166 0.9646 0.8246| 17 rs744166 17 rs4969168 1.159 0.4404
7 rs7799039 17 rs7221341 1.112 0.543 | 17 rs744166 17 rs9914220 1.196 0.4162
7 rs7799039 17 rs4969168 1.031 0.8471| 17 rs7221341 17 rs4969168 0.7675 0.1702
7 rs7799039 17 rs9914220 1.097 0.6098| 17 rs7221341 17 rs9914220 1.139 0.5856
17 rs4969168 17 rs9914220 0.9079 0.6592

CHR, Cromosoma; OR, Odds ratio.
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DISCUSION DE RESULTADOS

México es uno de los paises con mayores indices de sobrepeso y obesidad en el
mundo. Dado que es una enfermedad de tipo multifactorial, el componente genético

tiene un papel importante en la epidemiologia de esta entidad.

El complejo origen étnico de la poblacion mestiza, resultado de la mezcla ancestral,
ha brindado gran heterogeneidad genética a nuestra poblacion (componente
indigena (49-65%), europeo (30-45%) y africano (3-5%))***"). Con base en lo
reportado por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), 14,9% de la
poblaciéon mexicana estad conformada por mas de 60 grupos amerindios!'®%%. Asi,
analizar las particularidades genéticas de las poblaciones mestiza y amerindia,
permitira sin duda un acercamiento sobre el papel que juega el factor genético en

una enfermedad tan compleja como la obesidad, en la poblacién mexicana.

En este estudio se analizaron 3203 individuos, de los cuales 1225 son mestizos y
1978 amerindios. Se clasificaron, segun su indice de masa corporal, en normopeso
(IMC entre 18.5 y 24.9 Kg/m?), sobrepeso (IMC entre 25 y 29.9 Kg/m?) y obesidad
(IMC mayor a 30.0 Kg/m?). Al realizar una correlacion entre estos intervalos y
diferentes caracteristicas antropométricas y clinicas, se observé una estrecha
correlacion entre el IMC y la alteracion de estos valores. Entre mas grave es la
enfermedad, parametros tales como; glucosa, colesterol, triglicéridos, tensién arterial,
tienen mayor probabilidad de encontrarse alterados; lo cual puede aumentar el riesgo
de desencadenamiento de distintas comorbilidades, tales como diabetes,
dislipidemias, eventos cardiovasculares y cancer, ratificandose la importancia del

estudio.

Por otro lado, concordando con lo publicado en la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricién (2012), encontramos que en la poblacion de estudio los indices de
sobrepeso y obesidad afectan un porcentaje elevado de la poblacion mexicana. Los
hombres resultaron afectados principalmente por sobrepeso y las mujeres por

obesidad predominantemente tipo Il.
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En este estudio se analizaron once variantes en los genes de la via de la leptina:
leptina (LEP), receptor de la leptina (LEPR), cinasa Janus 2 (JAK2), el transductor de
sefal y activador de la transcripcion 3 (STAT3) y el supresor de la sefalizacion de
citoquinas 3 (SOCS3).

El analisis de asociacion de la variante del gen de la leptina, rs7799039, ha mostrado
resultados controversiales®: sin embargo, en este estudio se documenta la
asociacion con las formas mas graves de obesidad. Estas discrepancias pueden
deberse a diferencias étnicas, aunque no podemos descartar que se deban a
diferencias en el disefio de los estudios, tamafios de muestra, entre otras variables.
Particularmente esta variante se asocié a partir de indice de masa corporal mayor a
35 Kg/m?. Al observar que su frecuencia es mayor en casos y correlacionando con
que se conoce que esta variante altera el sitio union del factor de transcripcion, es
probable que esta hormona no se exprese de manera adecuada para causar el
efecto anorexigénico que se le atribuye. Aunado a esto, este polimorfismo también
pertenece a la secuencia codificante para el microRNA mir-129-1; sin embargo, la
literatura solo reporta contribucion de este acido ribonucleico a cancer. La manera en
que se distribuye esta variante respecto a otras poblaciones es muy similar en

europeos y latinoamericanos, pero muy distinta a la de los asiaticos y africanos .

Por su parte, el SNP rs1137100 de LEPR también se encontrd asociado a las formas
mas graves de obesidad, pero en este caso a proteccion, de manera independiente y
como haplotipo con la variante rs1137101. Este polimorfismo produce un cambio no
sinbmino en el aminoacido, dando indicios de que el transcrito podria estar
modificando la funcién del receptor. Resulta interesante observar que el haplotipo
conformado por este SNP y el rs1137101G, mostré proteccién a obesidad en la
poblacién. La distribuciéon de rs1137100G y rs1137101G es alta en asiaticos del este
con 80 y 87%, respectivamente; mientras que la obtenida para los mestizos de este
proyecto es de 31 y 44%. Correlacionando esto con el fenotipo de las poblaciones
asiaticas, quienes tienden a ser esbeltos, podria inferirse que este haplotipo
efectivamente contribuye a la proteccion a obesidad; sin embargo tendria que

analizarse su frecuencia y el desequilibrio de ligamiento en esta poblacion. Aunque
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este SNP no se asocia en amerindios, es de tomarse en cuenta que so6lo el 9.4% de
esta poblacion cursa con obesidad Il o Ill, intervalo de indice de masa corporal en el
que se encontro la asociacion en mestizos y que sea esta una de las razones por las
cuales no se encuentra la asociacion en amerindios. Las diferencias interétnicas en
la frecuencia de estos SNP en amerindios, ofrecen un indicio de la alta variabilidad
genética existente en nuestra poblacidon y de la complejidad del estudio de

enfermedades multifactoriales.

Por otra parte, ninguna de las variantes analizadas en el gen JAK2, que codifica a
una proteina que fosforila al receptor de la leptina, se encontré asociada a obesidad,
ni de manera independiente ni como haplotipo. Es probable que la falta de asociacion
se deba a que las variantes aqui analizadas, son intrénicas y no se les conoce
funcién especifica. Mas aun, la literatura reporta que las cinasas, por su
funcionalidad, tienen dominios altamente conservados!®®. De manera sobresaliente,

las variantes analizadas en JAKZ2 presentan desequilibrio de ligamiento.

Por su parte, aunque las variantes del gen STAT3 no se asociaron
independientemente, si lo hicieron como haplotipo. La combinacién de alelos GAG,
de los SNPs rs2293152, rs8069645 y rs744166, presenta una tendencia a proteccion
para sobrepeso y obesidad. Estratificando por gravedad de la enfermedad, se
encontré otro haplotipo, el GGG, conformado por los alelos de frecuencia menor, que
so6lo se asocian a riesgo con obesidad grado |. Puesto que existen pocas referencias
en la literatura acerca de la funcionalidad de los SNPs de este gen, es dificil explicar
este comportamiento. Se conoce que estas variantes han sido asociadas a otras
enfermedades, tales como cancer gastrico™ y a enfermedad de Crohn®*”, el cual es
un padecimiento autoinmune del tracto gastrointestinal. Ambas entidades son de
origen multifactorial y causan inflamacion del tracto, resultando en una mala
absorcion intestinal. Dado su pleitropia, STAT3 también esta involucrado en vias de
sefalizacion de inflamacion, por tanto es posible que el haplotipo que encontramos
asociado a proteccion esté relacionado a la absorcidn de nutrientes y la fisiopatologia
de la saciedad. Sin embargo, para ello son necesarios estudios funcionales de otra

naturaleza.
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Similarmente, los polimorfismos del gen SOCS3 no se asociaron de manera
independiente, sino como haplotipo a obesidad. La combinacion CG, de los SNPs
rs7221341(C/T) y rs4969168(G/A), respectivamente, se asocid6 a proteccion
unicamente a sobrepeso. Esto podria sugerir que si bien las variantes de SOCS3
podrian evitar el desarrollo de sobrepeso, existiria un punto de indice de masa
corporal en que su efecto no seria suficiente presentandose la sobreactivacion de la
retroalimentacion negativa de SOCS3, mejor conocido como resistencia a la accion
de la leptina. Sin embargo es importante considerar que la asociaciéon de este
haplotipo es solo una pequefia contribucion a la proteccion y que este efecto podria
ser resultado de la interaccion con otras variantes o regiones del genoma. Esto solo
podria ser comprobado con estudios funcionales. Aunque estas variantes no se
mostraron asociadas cuando fueron replicadas en la poblacién amerindia, resalta que
la frecuencia del SNP rs7221341T en esta poblacion es la mas baja a nivel mundial,
siendo los mazatecos quienes interétnicamente tienen la menor frecuencia de este
alelo. Confirmando la importancia de estudios de genes candidato a poblaciones

especificas.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se documenta la existencia de una distribucion heterogénea de las
variantes de genes involucrados en la via de sefalizacidn canonica de la leptina

entre mestizos y diversos grupos de indigenas mexicanos.

Los resultados sugieren que en mestizos y amerindios mexicanos existe asociacion
diferencial de los factores genéticos con la obesidad, aunque no se descarta que
estos resultados sean el reflejo de la baja proporcion de obesidad grave en
amerindios o por el tamafno de muestra de los grupos indigenas y la gran

heterogeneidad de la distribucién de los alelos.

Los resultados de este trabajo apoyan que diferentes variantes en genes de la via de
la leptina participan en el desarrollo de obesidad grave (IMC mayor a 35 Kg/im?), en
poblacién mestiza. Esto, con base en que se documenta que el SNP rs7799039/G
del gen de la leptina se asocia al riesgo de desarrollar obesidad grave, mientras que
la variante rs1137100/A del receptor de la leptina muestra asociacion a proteccion a
las formas mas graves de IMC. La tendencia a la asociacion descrita para el
haplotipo GAG de las variantes rs2293152, rs8069645 y rs744166, respectivamente,
del gen STATS3, sugiere que son necesarios mas estudios para conocer si este gen

contribuye a la susceptibilidad o desarrollo de la obesidad en nuestra poblacion.
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