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RESUMEN

La poblacion mexicana presenta una prevalencia particularmente alta de obesidad y
complicaciones metabolicas. Los estudios de asociacion realizados a nivel genoma
completo (GWAS, por sus siglas en inglés) han identificado variantes genéticas,
tanto polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, por sus siglas en inglés) como
variantes en numero de copias (CNVs, por sus siglas en inglés) en mas de 100 /oci
asociados con la obesidad, principalmente en la poblacion adulta de origen europeo.
Sin embargo, la contribucion de estos loci en la poblacidn mexicana, no se ha
evaluado de manera exhaustiva. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
la asociacion de 18 SNPs y 5 CNVs con la obesidad y sus complicaciones
metabdlicas, particularmente el higado graso no alcohdlico (HGNA). El estudio se
realizd en tres etapas. La primera comprendié el analisis de 18 SNPs en una
muestra de 1,156 adultos mexicanos (473 delgados y 683 sujetos con obesidad).
Ademas, los SNPs asociados con la obesidad, se probaron con parametros
metabdlicos relacionados con la adiposidad, en 3 grupos poblacionales: 1,218 nifios,
945 adultos y 543 indigenas seris, nahuas, totonacas y zapotecos. La segunda etapa
consistié en analizar 5 CNVs en 920 nifios y 921 adultos. Finalmente, la tercera
etapa comprendié el analisis de 13 variantes de riesgo para la obesidad y 5 SNPs
candidatos para el HGNA en un grupo de 130 sujetos con obesidad clase Il/lll. En la
primera etapa 7/18 SNPs se asociaron significativamente (P<0.05) con un mayor
riesgo de obesidad (rs9939609/FTO, rs6548238/TMEM18, rs7566605/INSIG2,
rs7138803/FAIM2-BCDIN3, rs6265/BDNF, rs17782313/MC4R y rs7498665/SH2B1).
Ademas, 5 de estos SNPs también se asociaron con un mayor IMC y CC en la
poblacién infantil y adulta (P<0.05), explicando cerca del 5% de la variabilidad del
IMC. En contraste, en la muestra de poblacion indigena sélo el SNP rs9939609/FTO
se asoci6 significativamente con el IMC (P=0.045). El analisis de CNVs presentd
unicamente asociacion de la CNV 1p31.1/AMY1A con un mayor riesgo de obesidad
en nifos y adultos (P<0.05). Ademas, el numero de copias de esta CNV también se
asocié con una mayor abundancia de la especie Prevotella stercorea de la

microbiota intestinal (P<0.05). Por otra parte, la CNV 11g11 se asocié con la



obesidad solo en nifios, en tanto la CNV 16p12.3 se asocid solo en adultos (P<0.05).
Finalmente, el analisis de estos SNPs con el HGNA unicamente present6 la
asociacion del SNP rs7498665 en el gen SH2B1 (P=0.050), previamente asociado
con la obesidad en este estudio. Ademas, 4 de las 5 variantes evaluadas
especificamente para el HGNA (rs738409/PNPLA3, rs4240624/PPP1R3B,
rs780094/GCKR y rs12137855/LYPLAL1) presentaron asociacion significativa con
un mayor contenido de triglicéridos (TG) hepaticos (P<0.05). En conclusion, los
hallazgos de este estudio sugieren que 7 SNPs y 3 CNVs asociadas con la obesidad
en poblacién de origen europeo, también confieren riesgo para este fenotipo en
nifos y/o adultos mexicanos. Sin embargo, en conjunto explican menos del 5% de la
varianza del IMC en estas poblaciones. Por ello, se requieren estudios gendmicos
adicionales para identificar la heredabilidad faltante. De manera interesante, la
mayoria de las variantes de riesgo para la obesidad no tienen un efecto sobre el
HGNA, sugiriendo que los genes asociados con la obesidad no estan directamente

implicados en la acumulacion de TG hepaticos.



ABSTRACT

The Mexican population has a very high prevalence of obesity and metabolic related
complications. Genome wide association studies (GWAS) have identified genetic
variants, both single nucleotide polymorphism (SNPs) and copy number variants
(CNVs) in more than obesity-associated 100 /oci, mostly in European adults.
However, the contribution of these loci in the Mexican population has not been
thoroughly assessed. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the
association of 18 SNPs and 5 CNVs with obesity and its metabolic complications,
particularly non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). This study was conducted in
three stages; the first comprised the analysis of 18 SNPs in a sample of 1,156
Mexican adults (473 lean and 683 obese). Afterwards, SNPs associated with obesity
were tested for associations with adiposity-related metabolic parameters in 3
population groups: 1,218 children, 945 adults and 543 seris, nahuas, totonac and
zapotec indigenous. The second stage consisted in the analysis of 5 CNVs in 920
children and 921 adults. Finally, the third stage included the analysis of 13 risk
variants for obesity and 5 candidate SNPs for NAFLD in a group of 130 class Il/llI
obesity subjects. In the first stage 7/18 SNPs were found to be significantly
associated with an increased obesity risk (rs9939609/FTO, rs6548238/ TMEM18,
rs7566605/INSIG2, rs7138803/FAIM2-BCDIN3, rs6265/BDNF, rs17782313/MC4R
and rs7498665/SH2B1; P<0.05). In addition, 5 of these SNPs were associated with a
higher BMI and WC in children and adults (P<0.05), accounting for about 5% of BMI
variability. Moreover, in the Indigenous population only the rs9939609 (FTO gene)
was significantly associated with BMI (P=0.045). The CNV analyses showed that only
1p31.1/AMY1A CNV was associated with an increased obesity risk in both children
and adults (P<0.05). Moreover, the copy number of this CNV was also associated
with greater abundance of the Prevotella stercorea specie in the intestinal microbiota
(P<0.05). On the other hand, 11g11 CNV was associated with obesity only in
children, while 16p12.3 CNV was associated in adults (P<0.05). Finally, the analysis
of obesity-related SNPs with NAFLD only showed association of the rs7498665 SNP
in the SH2B1 gene (P=0.050), previously associated with obesity in this study. Four



of 5 variants evaluated particularly for NAFLD (rs738409/PNPLAS,
rs4240624/PPP1R3B, rs780094/GCKR y rs12137855/LYPLAL1) showed a
significant association with higher hepatic TG content (P<0.05). In conclusion, our
findings suggest 7 SNPs and 3 CNVs previously associated with obesity in European
populations were also associated with this phenotype in Mexican children and/or
adults. However, altogether the variants account for less than 5% of BMI variance in
these populations. Therefore, additional genomic studies to identify missing
heritability are necessary. Interestingly, most obesity risk variants have no effect on
NAFLD, suggesting that obesity-associated genes are not directly implicated in the

accumulation of hepatic TG.



1. INTRODUCCION

En décadas recientes, la prevalencia del sobrepeso y la obesidad se ha
incrementado alrededor del mundo y hoy en dia se reconoce como un grave
problema de salud publica tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias
de desarrollo. México es uno de los paises con las prevalencias del sobrepeso y la
obesidad mas altas en el mundo. En este sentido, se ha argumentado que la
obesidad representa una pandemia, la cual a nivel sociedad, puede ser responsable
de serias consecuencias medicas, psicologicas, sociales y econdmicas, incluyendo
el incremento en las tasas poblacionales de comorbilidades aunado a la disminucién
en la calidad y esperanza de vida, lo cual a su vez se traduce en mayores costos de
los sistemas de salud. En tanto a nivel individual, la obesidad se asocia fuertemente
con una multitud de problemas clinicos como son la presencia de diabetes tipo 2

(DT2), dislipidemia, hipertension y alteraciones cardiovasculares, entre otras.

Por otra parte, el incremento precipitado en la prevalencia de la obesidad, coincide
con la abundancia de alimentos con alta densidad energética, asi como con menores
niveles de actividad fisica y un estilo de vida sedentario (“ambiente obesogénico”), lo
cual demuestra la sustancial contribucion de los factores ambientales al desarrollo
de la obesidad. No obstante, una proporcion considerable de la poblacion se ha
mantenido en un peso corporal adecuado a pesar de vivir en un ambiente
obesogénico, sugiriendo que la medida en que las personas o las poblaciones
responden a las influencias ambientales puede estar determinada por factores
innatos, tales como el componente genético. A este respecto tanto la obesidad como
el indice de masa corporal (IMC) tienen una heredabilidad particularmente alta, la
cual varia entre un 40 a un 80% y recientemente, estudios de escaneos del genoma
completo realizados en poblaciones de origen caucasico han identificado nuevas
variantes genéticas asociadas con el IMC y al riesgo de obesidad. Ademas, en
estudios recientes de mapeo de mezcla étnica se ha demostrado que la obesidad
presenta una alta correlacion con el porcentaje de ancestria derivada de grupos

étnicos con alta prevalencia de obesidad como es la poblacién mexicana.



1.1. OBESIDAD.

1.1.1. Definicion.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como la
acumulaciéon anormal o excesiva de grasa, suficiente para incrementar el riesgo de
morbilidad o mortalidad (OMS, 2015). La obesidad es el resultado de un balance
energético positivo, en el cual la ingesta calorica supera el gasto energético de
manera cronica, lo que resulta en el almacenamiento excesivo de energia,

principalmente en forma de triglicéridos en los adipocitos blancos (O'Rahilly, 2009).

1.1.2. Diagnéstico.

El IMC es la medida que mas comunmente se utiliza a nivel poblacional para
establecer el diagnéstico clinico de la obesidad debido a que es una manera
accesible y sencilla de evaluar la cantidad de grasa corporal. ElI IMC se calcula

utilizando la siguiente férmula:

IMC = Peso en kg
(Talla en m)?

En individuos adultos, de acuerdo con la clasificacidn internacional propuesta por la
OMS, la obesidad se define clinicamente con un IMC = 30 kg/m? (OMS, 2015) (Tabla
1). Respecto a la poblacion infantil, actualmente no existe un consenso acerca de la
clasificacion internacional para el IMC, debido a que las variaciones en el IMC a
edades tempranas dependen de la edad, el sexo y el estado de desarrollo puberal,
por tanto, para valorar la adiposidad en nifios de 2 afios o mas, se utilizan las tablas
percentilares del IMC para la edad y el sexo del Centro para el Control y prevencion
de Enfermedades de Estados Unidos (CDC, por sus siglas en inglés) y de acuerdo
con los percentiles el diagndstico de obesidad en nifios se establece con un percentil
para el IMC 295 (Barlow et al., 2007) (Tabla 1).



En la poblacién adulta, el IMC es el indicador que mas ampliamente se utiliza para la
deteccion del exceso de adiposidad y el riesgo cardiometabodlico debido a que de
manera general presenta una alta correlacion con el porcentaje de grasa corporal
(Deurenberg et al., 1991). Sin embargo, este representa una medicion indirecta para
valorar la adiposidad, entre las limitantes que presenta es que puede sobre o
subestimar la adiposidad debido a que no considera el porcentaje de grasa corporal
per se, el tipo de grasa, su localizacion o la presencia de alteraciones metabdlicas
(Paniagua et al., 2016). Por lo cual, en la practica clinica ademas de la
determinacién del IMC, existen otras mediciones para estimar la cantidad y la
distribucion de grasa corporal como son la determinacion de la circunferencia de la
cintura, la relacion cintura/cadera y la relacion talla/cintura, las cuales son
indicadores de obesidad central (la obesidad central se caracteriza principalmente
por el exceso de depodsitos de grasa en el area abdominal y dentro de la cavidad
peritoneal y una menor expansion del tejido adiposo periférico). Estas mediciones
correlacionan mejor con la cantidad de tejido adiposo visceral y se ha sugerido que
son mejores predictores de riesgo cardiometabdlico en nifios y en adultos (Savva et
al., 2000; Ashwell et al., 1996), ya que en diversos estudios epidemioldgicos se ha
demostrado que la grasa corporal abdominal presenta una alta correlacion con
niveles elevados de glucosa en ayuno, una reducida sensibilidad a la insulina y un
perfil de lipidos alterado (Despres y Lemieux, 2006). Actualmente el Il panel de
expertos para la deteccion, evaluacion y tratamiento de colesterol sanguineo elevado
en adultos de EUA (2002) y la Federacion Internacional de Diabetes establecen que
la obesidad central o abdominal se puede definir con una CC >90 cm. en hombres 6

>80 cm. en mujeres, de origen latino.

Ademas de las mediciones sefialadas, existen técnicas mas sensibles para estimar
la composicion y distribucion corporal como son la medicidén de pliegues cutaneos, la
bioimpedancia eléctrica, asi como técnicas de imagen (ultrasonido, tomografia
computarizada y resonancia magnética). El punto de corte establecido considerando
el porcentaje de grasa corporal para el diagnostico de sobrepeso es de 20.1-24.9%

en hombres y 30.1-34.9% en mujeres, y para establecer diagndstico de obesidad es
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225% en hombres y 235% en mujeres (Gallagher et al., 2000). No obstante, aun
cuando estas técnicas son mas sensibles y permiten una clasificacion mas acertada
de acuerdo con el grado de adiposidad, su aplicabilidad en la practica clinica aun es

limitada debido a que son poco practicas y de costos elevados (Blundell et al., 2014).

Tabla 1. Clasificacion internacional del bajo peso, sobrepeso y obesidad de

acuerdo al IMC.

Estatus nutricional Adultos Nihos
IMC - OMS Percentil IMC — CDC

Bajo peso <18.5 <5
Rango normal 18.5-24.9 5-<85
Sobrepeso 25-29.9 85 - <95
Obesidad =230 =295

Clase | 30-34.9

Clase Il 35-39.9

Clase lll (Severa) 240 =99

Fuente: Organizacion Mundial de la Salud, clasificacion 2016. Centro para el control de

enfermedades de Estados Unidos.

1.1.3. Prevalencia.

Recientemente, la prevalencia del sobrepeso y la obesidad se ha
incrementado sustancialmente, tanto en los paises desarrollados como en aquellos
en vias de desarrollo, alrededor del mundo y de acuerdo con datos de la OMS se ha
descrito a la obesidad como una “epidemia mundial”; considerando que en el afio
2014, mas de 1.9 mil millones de adultos mayores de 18 afos tenian sobrepeso y de
estos, mas de 600 millones presentaron algun grado de obesidad, lo cual

11



corresponde al 39% y 13% de la poblacion adulta mundial, respectivamente (OMS,
2015). Por otra parte, se estimd que la prevalencia mundial del sobrepeso y la
obesidad en la poblacion infantil fue de 6.7%, lo que corresponde a 43 millones de
ninos. Ademas, se espera que esta tendencia continie incrementando hasta

alcanzar una prevalencia mundial del 9.1% para el afio 2020 (de Onis et al., 2010).

Asi mismo, en las ultimas tres décadas, México ha experimentado un rapido y
constante incremento en la prevalencia del sobrepeso y la obesidad tanto en la
poblacién infantil como en la poblacion adulta y actualmente es uno de los paises
con las prevalencias mas altas en el mundo. De tal manera que entre el afio 1999 y
2016, la prevalencia general del sobrepeso y la obesidad en nifios de 5 a 11 afios de
edad incrementd de 26.9 a 33.3% y en adultos de 61.8 a 72.5% (0.4 y 0.6 puntos
porcentuales por afo, respectivamente) de acuerdo con los datos publicados en la
Encuesta Nacional de Nutricion (ENN) 1999, Encuesta Nacional de Salud (ENSA)
2000, Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2012 y ENSANUT 2016
(Gutiérrez et al., 2012; Hernandez-Avila et al., 2016). A este respecto, proyecciones
hechas para el afio 2050 han calculado que si las tendencias en el incremento de la
prevalencia del sobrepeso y la obesidad se mantienen, hasta un 90% de la poblacion

adulta mexicana podria presentar sobrepeso u obesidad (Rtveladze et al., 2014).

1.1.4. Mecanismos fisiolégicos implicados en el desarrollo de obesidad.

1.1.4.1. Papel del sistema nervioso central en la regulacion del peso corporal.

Los humanos, al igual que otros mamiferos, son capaces de regular su peso
corporal durante largos periodos de tiempo a pesar de la variacion diaria en el
numero de calorias consumidas y en el gasto energético. Fundamentalmente, los
factores que influyen en los cambios en el peso corporal pueden interrumpir el
equilibrio entre la ingesta y el gasto energético, ya sea a través de la regulacién de la
utilizaciéon de sustratos (grasas, proteinas, carbohidratos) y/6 la utilizacién de

nutrientes (almacenamiento del exceso de calorias) a lo largo del tiempo (van der
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Klaauw y Farooqi, 2015). Por tanto, el peso corporal esta regulado por un complejo
sistema, el cual refleja la importancia biolégica del suministro de nutrientes y el
balance energético. Por su parte, la homeostasis energética es un proceso
altamente regulado que resulta de la integracion de multiples sefiales periféricas en
el sistema nervioso central. Especificamente, el nucleo arcuato del hipotalamo es el
encargado de recibir las sefiales neuronales, enddocrinas (como la leptina),
hormonales (como la insulina) y nutricionales (como la grelina, la colecistocinina y el
péptido YY) derivadas de los tejidos periféricos (adipocito, pancreas y sistema
gastrointestinal, respectivamente), ademas de coordinar el sistema de regulacion
neuroendocrino de la homeostasis energética. Su efecto estd mediado por una
secuencia especifica de neurotransmisores que comprende 3 ejes principales. El
primer eje consiste de sefiales aferentes al sistema nervioso central. Los nucleos
arcuato y ventromedial, los cuales contienen neuronas de primer orden con
receptores hormonales, son los encargados de recibir las sefiales periféricas
relacionadas con la adiposidad (leptina), metabolismo (insulina), apetito (grelina) y
saciedad (péptido YY). El segundo eje consiste de neuronas de segundo orden, las
cuales transfieren las sefiales hormonales al nucleo paraventricular y al area
hipotalamica lateral. Este eje consta de dos sefales principales: las sefales
anorexigénicas o supresoras del apetito (mediadas por la hormona estimulante de a-
melanocitos- MSH-a y el transcrito regulado por cocaina y anfetamina-CART), las
cuales suprimen la ingesta y se ha observado que su actividad se incrementa bajo
condiciones de balance positivo de energia (alimentacion) y las sefales orexigénicas
o estimuladoras del apetito (mediadas por el neuropéptido Y-NPY y la proteina
relacionada con agouti-AGRP), las cuales son estimuladoras de la ingesta
incrementando su actividad neuronal se bajo condiciones de pérdida de peso y
ayuno. Las neuronas NPY/AGPR tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad de las
células propiomelanocortina-POMC/CART mediado por el &cido gamma-
aminobutirico. Tanto el ndcleo paraventricular como el area hipotalamica lateral
integran esas sefales a través de los receptores de melanocortina 3 y 4 (MC3R y
MCA4R, por sus siglas en inglés), lo que permite regular la ingesta caldrica y el gasto
energético. El tercer eje consiste de senales eferentes enviadas a través de el
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sistema nervioso autbnomo, este eje se integra por el sistema nervioso simpatico, el
cual promueve el gasto energético y el nervio vago, el cual promueve el
almacenamiento de energia. Finalmente, se genera un ciclo de retroalimentacion
entre el sistema nervioso y los 6rganos periféricos (tracto gastrointestinal, pancreas,
higado, musculo y tejido adiposo) para alimentar el ciclo (van Vliet-Ostaptchouk et
al., 2009) (Figura 1).

De manera interesante, recientemente se ha observado que el hipotalamo también
es capaz de integrar sefales de vias hedodnicas de recompensa en el sistema
corticolimbico asociadas con la palatabilidad de los alimentos (percepcion visual,
olfativa y del gusto). Tales vias pueden invalidar el sistema homeostatico e
incrementar el deseo del consumo de alimentos con alta densidad energética a
pesar de la saciedad fisioldgica y en consecuencia, aumentar las reservas
energéticas. Se ha documentado que varios sistemas de neurotransmisores en el
cerebro incluyendo mecanismos dopaminérgicos, opioinérgicos y canabinoides
desemperfian un papel relevante en el sistema de la via de recompensas y pueden
mediar el impulso del deseo de ingerir una mayor cantidad de alimentos (Guyenet y
Schwartz, 2012).
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Figura 1. Regulacion de la ingesta caldrica y el gasto energético. Interaccion de las

sefiales hormonales periféricas con los sensores neuronales que regulan la ingesta
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energética y el peso corporal. Hormonas como la leptina, secretada por el tejido adiposo se
unen a su receptor en el hipotalamo, lo que causa la supresién de las sefales orexigénicas
como el NPY y la AgPR. Asi como la estimulacion de sefiales anorexigénicas como la
POMC en el nucleo arcuato, el cual presenta modificaciones pos-traduccionales para la
produccion péptidos tales como la hormona estimulante de melanocitos alfa y beta. Esta
hormona se une a el MC3R y a el MC4R en el nucleo paraventricular e induce su actividad.
Posteriormente, el incremento en la actividad de el MC3R y de el MC4R resulta en la
disminucion de la ingesta y el incremento en el gasto energético. La actividad de el MC4R
también estimula la liberacion de el factor neurotrépico derivado del cerebro (BDNF, por sus
siglas en inglés) el cual puede unirse al receptor neurotropina (NTRK2, por sus siglas en

inglés) y regular la ingesta de alimentos y el gasto energético.

1.1.5. Complicaciones Metabdlicas.

Diverosos estudios epidemiolégicos han demostrado que el sobrepeso y la
obesidad son los principales factores de riesgo para el desarrollo de alteraciones
metabdlicas incluyendo hipertension, dislipidemias, resistencia a la insulina, diabetes
tipo 2, higado graso no alcohdlico, enfermedad arterial coronaria y algunos tipos de
cancer (Haslam y James, 2005), las cuales constituyen las principales causas de
morbilidad y mortalidad en México (INEGI, 2016). A este respecto, se ha descrito
que aproximadamente un 75% de los individuos con obesidad pueden presentar al
menos una alteracion metabdlica; de tal modo que las personas con obesidad clase
[Il tienen una razén de momios (RM) de 4.8 de presentar hipertension, 5.1 de
presentar DT2, 2.2 de presentar dislipidemias y 2.0 de presentar sindrome
metabdlico en comparacion con individuos con un peso normal (Haslam y James,
2005), lo que sugiere que el aumento del IMC reduce drasticamente las
probabilidades de ser un individuo metabdlicamente sano. Asi mismo, la OMS
publicé que el 44% de los casos mundiales de DT2, el 23% de los casos mundiales
de cardiopatia isquémica y del 7—41% de los casos mundiales de determinados tipos
de cancer son atribuibles al sobrepeso y la obesidad (OMS, 2012).
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Asimismo, las personas con obesidad también tienen un riesgo incrementado de
mortalidad, considerando que cada afio mueren 3.4 millones de personas a causa de
la obesidad y un acortamiento de la esperanza de vida, ya que el presentar obesidad
representa una reduccién de hasta un 4% de afos de vida y hasta un 8% de afios de
vida si se realiza un ajuste por discapacidad (Lim et al., 2010). En este sentido, en
un trabajo reciente de colaboracion de estudios prospectivos el cual se basa en
datos de mas de 66,000 muertes, se estimd que la supervivencia éptima se logra en
un IMC de 22.5-25 kg/m? con reducciones en la expectativa de vida de 3 y de 10
afnos en individuos con obesidad clase Il y con obesidad clase lll, respectivamente
(Prospective studies colaboration, 2009). Del mismo modo, esta bien documentado
que la presencia del sobrepeso y la obesidad durante la infancia es el principal
predictor del desarrollo del sobrepeso y la obesidad en la edad adulta, y a su vez, la
presencia de obesidad también se asocia con el desarrollo de alteraciones
metabodlicas de inicio temprano, las cuales condicionan a la presencia de
enfermedad cardiovascular prematura y un riesgo incrementado de mortalidad en la
edad adulta (Freedman et al., 2005).

Por otra parte, la relacion fisioldgica entre la obesidad y el desarrollo de
complicaciones metabdlicas puede fundamentarse al menos en parte en la funcién
que desempefia el tejido adiposo en la homeostasis metabdlica. En la obesidad, el
agrandamiento del tejido adiposo (hipertrofia) resulta en la infiltracion de macrofagos
y el desequilibrio entre la secrecion de citocinas antiinflamatorias y proinflamatorias,
lo cual conduce a la inflamacion, alteracion en la sensibilidad a la insulina y en el
metabolismo de lipidos en el tejido adiposo. A su vez, la hipertrofia del tejido adiposo
también puede afectar otros tejidos incluyendo el higado, musculo esquelético y el
corazon por medio del incremento en la liberacidn de acidos grasos libres y citocinas

proinflamatorias (Jung y Choi, 2014).
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1.1.5.1. Obesidad y resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina es una condicion asociada con la disminucion en la
captacion y la oxidacion de la glucosa celular a pesar de la existencia de altas
concentraciones de glucosa e insulina circulantes (Hollenbeck y Reaven, 1987). La
resistencia a la insulina se define como la disminucion en la capacidad de los tejidos
para responder en forma adecuada a la accion de la insulina (Kahn, 1978). La
obesidad central es considerada el principal factor de riesgo para el desarrollo de
resistencia a la insulina, ya que se puede presentar en mas del 41% de pacientes
con obesidad. Esta relacién se fundamenta en el hecho de que el tejido adiposo es
un tejido sensible a la accion de la insulina. En este tejido la insulina estimula el
almacenamiento de los triglicéridos a través de multiples mecanismos, incluyendo la
promocion de la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos, el incremento en la
captacion de glucosa y de los acidos grasos derivados de las lipoproteinas
circulantes asi como de la lipogénesis en los adipocitos maduros y la inhibicidon de la
lipdlisis. En la obesidad, la inflamacién crénica del tejido adiposo condiciona un
incremento en la infiltracion de macrofagos y la expresion de citocinas
proinflamatorias que ingresan en el flujo sanguineo para causar inflamacién
sistémica, lo cual se asocia con hiperinsulinemia y resistencia a la insulina sistémica
(Ye et al., 2013).

1.1.5.2. Obesidad y sindrome metabdlico.

El sindrome metabdlico se define como un conjunto de factores de riesgo
cardiovascular caracterizado por la presencia de obesidad central, hiperglucemia,
dislipidemia y presion sanguinea elevada (Tabla 2). Se ha descrito que la
probabilidad de desarrollar sindrome metabdlico se incrementa en funcion del
aumento en la adiposidad; de tal forma que riesgo para desarrollar sindrome
metabdlico es 5.2 veces mas alto en sujetos con sobrepeso, 25.2 veces mas alto
para sujetos con obesidad y 67.7 veces mas alto para sujetos con obesidad clase lll,

comparado con sujetos con un peso normal (Kaur et al., 2014).
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Tabla 2. Criterios diagnésticos para Sindrome Metabdlico.

Caracteristica ATPIII IDF
clinica 3 de los siguientes
Cintura
Cintura
2 90 cm en hombres
Obesidad 2 102 cm en hombres

Dislipidemia

Presion arterial

Glucemia

Resistencia a la

insulina

= 88 cm en mujeres.

TG
=150 mg/dl

HDL
< 40 mg/dl en hombres

< 50 mg/dl en mujeres
=130/85 mm Hg
Glucemia en ayunas

> 110 mg/d

no

> 80 en mujeres*

Mas dos de los siguientes:

TG
2150 mg/dI**

HDL
<40 mg/dl en hombres

< 50 mg/dl en mujeres**
>130/85 mm Hg**
Glucemia en ayunas

> 100 mg/dI**

no

* Si el IMC es >30 kg/m?, se puede asumir obesidad central y no es necesaria la medicién de
la circunferencia de cintura. **tratamiento farmacoldgico especifico para esa alteracion

metabdlica.

1.1.5.3. Obesidad e higado graso no alcohélico (HGNA).

Actualmente, se considera al HGNA como la enfermedad hepatica créonica
mas comun en el mundo (Bellentani y Marino, 2009) y se define como la
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acumulacion de grasa, principalmente de triglicéridos en los hepatocitos superior al
5% del peso del higado en ausencia de una ingesta excesiva de alcohol (<20 g/dia
para mujeres y <20 g/dia para hombres) y/u otra causa secundaria de dafo al
higado (por ejemplo, hepatitis viral, hemocromatosis, entre otras). El HGNA incluye
un espectro de alteraciones hepaticas que va desde la presencia de esteatosis
simple (acumulacién de triglicéridos en los hepatocitos), esteatohepatitis no
alcoholica (EHNA, esteatosis hepatica acompafiada de un proceso inflamatorio),
fibrosis, cirrosis e incluso el desarrollo de carcinoma hepatocelular (Farrell y Larter,
2006). La incidencia de esta alteracidon se ha incrementado recientemente en
paralelo al incremento en la incidencia de obesidad. En este sentido, los estudios
epidemioldgicos indican que la prevalencia de HGNA en la poblacion general es de
10-25% y se incrementa a un 60-70% en personas con obesidad y hasta un 95% en
personas con obesidad morbida (Dixon et al., 2001). La esteatosis hepatica
generalmente ocurre cuando el influjo de lipidos en el higado, derivados ya sea del
incremento en la entrada o la sintesis de novo de acidos grasos, excede la
capacidad del aclaramiento de los mismos a través de la oxidacién o la salida de
triglicéridos. El incremento en el influjo de acidos grasos libres (AGL) al higado es el
resultado principalmente del aumento en la lipdlisis en los adipocitos hipertréficos.
En el higado, la entrada de AGL produce ademas la reduccién en el aclaramiento de
la insulina hepatica y a su vez el incremento en los niveles de insulina circulante, la
produccion de glucosa, la sintesis de triglicéridos y la alteracion en la supresion de la
salida hepatica de glucosa por parte de la insulina. Ademas, la hipertrofia del tejido
adiposo también promueve un aumento en la infiltracion de macréfagos y en la
secrecion de quimocinas, citocinas y adipocitocinas proinflamatorias, asociadas con

el desarrollo de resistencia a la insulina (Figura 2) (Jung y Choi, 2014).
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Figura 2. Relacion de la obesidad con el desarrollo de HGNA. En la obesidad, el
incremento en el tamafo de los adipocitos (hipertrofia) resulta en la disfuncion de los
mismos, lo cual conduce a un incremento en la lipdlisis, aumento en la secrecion de
adipocitocinas y en consecuencia un incremento en el influjo de acidos grasos libres (AGL)
hacia los tejidos periféricos, como el higado. Este incremento en la entrada de AGL al
higado aunado a el estado de hiperglucemia e hiperisulinemia caracteristico de la obesidad
conducen a un aumento de la lipogénesis del novo, la sintesis de triglicéridos y la inhibicion
de la beta oxidacion condicionando la acumulacion excesiva de lipidos y el desarrollo de

esteatosis hepatica.

1.1.6. Factores de riesgo para el desarrollo de obesidad.

La obesidad es una alteracion compleja causada por la interrelaciéon entre
factores de riesgo genéticos y no genéticos. Respecto a estos ultimos, la creciente
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prevalencia de la obesidad en todo el mundo, la relaciéon inversa entre la obesidad y
la clase socioecondmica y la tendencia hacia el aumento en la prevalencia de
obesidad en los paises en desarrollo asociada con la urbanizacién, proporcionan
evidencia clara de las influencias ambientales en el aumento de peso corporal.
Especificamente, la adopcién de un estilo de vida relativamente sedentario, debido a
la reduccién en la actividad fisica junto con el aumento en la ingesta de calorias y los
cambios en la composicion de la dieta, representa una transicién nutricional que,
segun la OMS, es uno de los principales factores explicativos para la mala salud en
todo el mundo (van der Klaauw y Farooqi, 2015). Sin embargo, se ha establecido
que la obesidad es una alteracidon metabdlica compleja y multifactorial que si bien
tiene un claro componente ambiental —ambiente “obesogénico’- requiere de la
interaccién o la influencia de una base genética para su expresion fenotipica. Es
decir, existe una relacion sinérgica entre genes y ambiente; en presencia de cierta
predisposicion genética a la obesidad, la severidad de esta alteracion esta
ampliamente determinada por las condiciones ambientales y del estilo de vida (Loos
y Bouchard, 2003). La evidencia de esta interaccion surgid de estudios
epidemioldgicos de migracion, en los cuales se comparo el riesgo para desarrollar
una enfermedad entre poblaciones genéticamente relacionadas que tienen
diferentes estilos de vida. Probablemente el mejor ejemplo, es la comparacion del
riesgo de presentar obesidad y DT2 entre los Indios Pima que viven en el ambiente
obesogénico de Arizona (donde el 69% presentan obesidad y el 55% tienen DT2) y
aquellos que viven en el ambiente restrictivo de la Sierra Madre de México (donde
unicamente el 13% presentan obesidad y el 6% tienen DT2). En contraste, los
sujetos caucasicos Americanos quienes viven en un ambiente obesogénico similar a
los Indios Pima residentes de Arizona pero tienen un componente genético diferente
son mucho menos susceptibles a desarrollar obesidad (32%) o DT2 (8%) (Ravussin
et al., 1994), lo que sugiere que, la respuesta a diferentes estilos de vida y
condiciones ambientales estd fuertemente influenciado por la predisposicidon

genética.
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1.2. FACTORES GENETICOS ASOCIADOS AL DESARROLLO DE OBESIDAD.

En cualquier ambiente, ya sea abundante o deficiente de energia, hay una
considerable variacién interindividual en la ganancia de peso corporal, lo que sugiere
que la adiposidad esta influenciada por interacciones complejas entre factores
genéticos, del desarrollo, del comportamiento y las influencias ambientales. A este
respecto, las estimaciones de la contribucion genética a la modulacion del peso
corporal se originaron a partir de estudios de genética clasica realizados en familias,
gemelos y gemelos en adopcion, los cuales demostraron que la heredabilidad - la
cual es definida como la fraccion de la varianza fenotipica total de un rasgo
cuantitativo atribuible a factores genéticos en un ambiente especifico - para el IMC y
la obesidad oscila en un rango del 40 al 80%. De hecho, se ha establecido que las
medidas de adiposidad se encuentran entre los rasgos humanos mas heredables
(Maes et al., 1997). Sin embargo, los estimados de heredabilidad pueden variar en
funcién de diversos factores como son la edad, el origen étnico y el disefio de
estudio (estudios en familias o gemelos) (Elks et al., 2012). De tal manera que en
diversos estudios se ha determinado que el rango de concordancia para el IMC entre
pares de gemelos monocigoéticos es mas del doble que entre pares de gemelos
dicigéticos (0.68 vs. 0.28). Asi mismo, en estudios de adopcion se ha demostrado
que el IMC de los individuos adoptados presenta una correlacion mas alta con el
IMC de los padres biologicos que con el de los padres adoptivos, resaltando la
importancia de los factores genéticos sobre el ambiente familiar compartido (van der

Klaauw y Farooqi, 2015).

Esta alta heredabilidad de los fenotipos relacionados con la obesidad subraya la
considerable contribucién de los factores genéticos, sin embargo, no indica el
numero de genes o la forma en que esos genes interactuan con los factores
ambientales. A este respecto, la "hipotesis del gen ahorrador" sugiere que
albergamos variantes genéticas que favorecen la utilizacion eficiente de alimentos y
el almacenamiento de reservas grasas para sobrevivir a periodos de hambruna y

que, ante la relativamente facil disponibilidad de alimentos que existe en la
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actualidad, estos genes y/6 variantes representan una desventaja. Sin embargo, una
hipotesis alterna podria ser que la obesidad se selecciono contra el riesgo a la
depredacion. Esta hipétesis sugiere que las mutaciones aleatorias y la deriva génica,
en lugar de la seleccidén dirigida, han influido en los cambios de la distribucidn de la
masa grasa de la poblacion, lo cual coincide con el hecho de que, en las sociedades
occidentales, la mayor parte de las personas no presentan obesidad (Speakman et
al., 2007).

1.2.1. Obesidad poligénica.

La obesidad poligénica o comun, la cual representa el 95% de los casos de
obesidad, es el resultado de la accion de una gran cantidad de variantes genéticas
que interactuan con los factores ambientales para determinar la presencia del
fenotipo. Por tanto, cada uno de los genes y/o variantes genéticas sélo ejercen un
efecto discreto sobre la presencia del fenotipo y en consecuencia, la identificacion de
los mismos resulta complicada. Existen tres estrategias principales para identificar
nuevas variantes genéticas asociadas a la obesidad. Estas estrategias se basan en
la hipétesis de que variantes genéticas comunes en las poblaciones estan asociadas
a las enfermedades comunes e incluyen: estudios de genes candidatos, estudios de
ligamiento del genoma completo y estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS, por sus siglas en inglés), siendo esta ultima la estrategia mas exitosa y
eficiente para la identificacion de nuevas variantes genéticas asociadas a la

obesidad (van der Klaauw y Farooqi, 2015).

1.2.1.1. Estudios de GWAS para obesidad.

Los estudios de GWAS se originaron a partir de 3 sucesos relevantes en el
campo de la genética humana: 1) la secuenciacién del genoma humano, 2) la
generacion de un mapa de haplotipos (proyecto internacional de HapMap) y 3) el
desarrollo de plataformas de genotipificacion de alto rendimiento. Estos estudios se
basan en una estrategia libre de hipdtesis que busca identificar nuevos loci que
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incrementen el entendimiento de la biologia y fisiopatologia que subyace la
susceptibilidad al desarrollo de la obesidad. Esta estrategia consiste en probar
exhaustivamente asociaciones genotipo/fenotipo a través de millones de marcadores
genéticos distribuidos en el genoma completo utilizando grandes cohortes
poblacionales y a la fecha representa la forma mas eficiente de identificar variantes
genéticas comunes (con una frecuencia del alelo menor > 1%) asociadas con rasgos
complejos. A este respecto, existen tres oleadas o etapas de estudios de GWAs bien
definidas, las cuales han dado lugar a una serie de descubrimientos en el campo de

la genética de la obesidad (van der Klaauw y Farooqi, 2015).

El primer locus asociado a la obesidad por la estrategia de GWAs incluy6 el SNP
rs756605 localizado en la region promotora del gen gen inducido por insulina 2
(INSIG2). Esta variante se asocio significativamente con un mayor riesgo de
obesidad en poblacion europea y su asociacion se valido en cuatro cohortes
independientes incluyendo individuos caucasicos, afroamericanos y nifios. Sin
embargo, estudios subsecuentes han arrojado resultados inconsistentes por lo que
su asociacion con la obesidad aun no esta bien establecida (Herbert et al., 2006;
Dina et al., 2007) (Tabla 3). Posteriormente, en el afio 2007, la primera oleada de
estudios de GWAs, incluyé tres estudios independientes cada uno confirmando al
gen asociado a la obesidad y masa grasa (FTO) como el primer locus asociado con
obesidad comun en diversas cohortes poblacionales. El primero de estos estudios se
disefid para identificar variantes asociadas con DT2 (Frayling et al., 2007). En este
estudio el SNP rs9939609, localizado en el primer intréon del gen FTO se asocio
significativamente con mayor riesgo de DT2 y mayor IMC. Sin embargo, la
asociacion con DT2 no permanecio significativa después de ajustar por IMC,
sugiriendo que la asociacion con DT2 se encontraba condicionada por el IMC
(Frayling et al., 2007). Posteriormente, dos estudios subsecuentes identificaron otros
polimorfismos en la regién intronica del gen FTO asociados con obesidad severa de
inicio temprano (Dina et al., 2007), y con un mayor peso corporal e indice

cintura/cadera en nifios y adultos, respectivamente (Scuteri et al., 2007) (Tabla 3).
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En la segunda oleada de descubrimientos de estudios de GWAs, los estudios
individuales se combinaron a través de esfuerzos colaborativos con el objetivo de
incrementar el tamafio de la muestra de estudio y por consiguiente el poder
estadistico para identificar un mayor numero de variantes. El primer meta-analisis lo
realizd el consorcio de Investigacibn Gendmica para Rasgos Antropométricos
(GIANT, por sus siglas en inglés), el cual es una iniciativa de colaboracion
internacional conformada por grupos de investigacion de Europa y de los Estados
Unidos de América enfocados en la investigacion de rasgos antropométricos. Este
trabajo incluyé datos de 7 estudios independientes de asociacion de GWAS para el
IMC y comprendié un total de 16,876 sujetos caucasicos. Sin embargo, a pesar de
cuadruplicar el tamafio de muestra respecto a los estudios previos, unicamente se
confirmd la asociacion con la obesidad de polimorfismos del gen FTO y se identificd
una nueva variante (rs17782313), localizada 200 kb rio abajo del gen receptor de
melanocortina 4 (MC4R), asociada con un mayor riesgo de obesidad en nifios y
adultos (Loos et al., 2008) (Tabla 3).

Posteriormente, en la tercera oleada de descubrimientos de estudios de GWAS, este
mismo Consorcio (GIANT), incluyé datos de 59,082 individuos pertenecientes a 29
estudios independientes. En este estudio ademas de confirmar la participaciéon de los
genes FTO y MC4R, se identificaron 6 loci nuevos asociados significativamente con
el IMC, los cuales se ubicaban cercanos a o en los genes TMEM18, GNPDA2,
SH2B1, MTCH2, KCTD15 y NEGR1 (Willer et al., 2009) (Tabla 3). De manera
interesante, otro metaanalisis dirigido por el consorcio deCODE Genetics, en el cual
se combinaron datos de 5 estudios de GWAs para el IMC y el peso corporal de
34,416 individuos originarios de Islandia en la etapa de descubrimiento y 5,586
individuos de origen danés en la etapa de réplica, también confirmaron las
asociaciones de los loci cercanos o en los genes FTO, MC4R, NEGR1, TMEM18,
SH2B1 y KCTD15. Ademas, este estudio identific6 4 /loci nuevos asociados
significativamente con el IMC cercanos a los genes ETV5, BDNF y SEC16B y
BCDINSIIFAIM2 (Thorleifsson et al., 2009) (Tabla 3).
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Por otra parte y a diferencia de los estudios realizados por el consorcio GIANT y
deCODE, que se enfocaron en el IMC como rasgo principal, un estudio realizado en
1,380 casos con obesidad severa de inicio temprano en adultos y 1,416 controles de
origen caucasico confirmoé las asociaciones de los genes FTO y MC4R con la
obesidad e identificé 3 loci nuevos asociados en los genes NPC1, MAF y PTER .
(Meyre et al., 2009) (Tabla 3).

La identificacién de nuevos genes asociados a la obesidad a través de los estudios
de GWAS ha sido muy relevante ya que ha permitido incrementar el conocimiento
sobre los procesos celulares y las rutas bioquimicas implicadas en el desarrollo de
esta patologia, resaltando el papel de la disfuncion del sistema nervioso central y la
regulacion de la ingesta y el metabolismo energético en la génesis de la obesidad
(genes FTO, MC4R, BDNF, NEGR1). Asi mismo, evidenciaron la participacién de
genes asociados con la accion de la insulina (INSIG2, SH2B1), procesamiento del
RNA (FTO, KCTD15, ETV5, SEC16B, BCDIN3, MAF), metabolismo energético
(MTCH2, GNPDA2), biologia del metabolismo de lipidos y/o adipogénesis (FTO,
INSIG2, ETV5, NPC1) (Tabla 3). Sin embargo, para la mayoria de los loci
identificados, incluyendo el gen FTO, el mecanismo fisiopatolégico y la ruta biolégica
que los relaciona con la regulacion del peso corporal no se han descrito
completamente. Ademas, cabe senalar que muchos de estos loci se encuentran en
regiones reguladoras y/o en otras regiones no codificantes, por lo cual se ha
sugerido que pueden desempefiar funciones importantes en la regulacién de la
expresion de genes, aunque no necesariamente para el gen al cual se han
relacionado (Locke et al., 2015). Por ejemplo, se ha demostrado recientemente que
variantes en el gen FTO las cuales se han asociado consistentemente con obesidad
en multiples estudios de GWAS, residen en elementos enhancer o potenciadores
que regulan la expresion de los genes IRX3 e IRX5, los cuales parecen influenciar
procesos de adipogénesis, termogénesis y almacenamiento de lipidos (Claussnitzer
et al., 2015).
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Tabla 3. Principales variantes y genes asociados a la obesidad y rasgos relacionados identificados por GWAS.
Gen SNP Locus Nombre del gen Funcion Expresion Referencia RM, IC 95%
INSIG2 rs7566605 2914 Gen inducido por insulina Regulador de la biosintesis de acidos Ubicuo Herbert et al., 2006.
2. grasos Yy colesterol por SREBP.
FTO rs9939609 16912 Gen asociado a obesidad demetilasa de DNA y RNA Tejido Cerebral Frayling et al., 2007 1.31 (1.23-1.39)
rs1121980 y masa grasa. Scuteri et al., 2007
rs6499640 Dina et al., 2007
rs8050136
MC4R rs17782313 1821 Receptor de Receptor especifico para el Cerebro, Loos, et al., 2008 1.12 (1.08-1.16)
rs12970134 melanocortina 4. heptapéptido comun a la hormona placenta y tejido
adenocorticotropica y a, B y y-MSH; intestinal
Tiene una funcion central en la
homeostasis energética y el crecimiento
somatico.
TMEM18 rs7561317 2p25 Proteina transmembranal Factor de transcripcion involucrado en la  Cerebro y  Willer et al., 2009. 1.20 (1.13-1.27)
rs6548238 18. migracién de células madre neuronales.  nucleo Thorleifsson et al., 2009. 1.19 (1.10-1.26)
GNPDA2 rs10938397 4p12 Glucosamina 6 fosfato Enzima que cataliza la conversién Ubicuo Willer et al., 2009. 1.12 (1.07-1.17)
deaminasa 2. reversible de D-glucosamina 6P a D-
glucosa 6P y amonio
SH2B1 rs7498665 16p11 Dominio Src, homélogo 2 Media la activacion de varias cinasas y  Ubicuo Willer et al., 2009. 1.11 (1.06-1.17)
que contiene una proteina puede funcionar en la sefializaciéon de Thorleifsson et al., 2009.
adaptadora 1. citosinas y factores de crecimiento.
MTCH2 rs10838738 11p11 Acarreador mitocondrial 2.  Proteina de la membrana mitocondrial Ubicuo. Tejido Willer et al., 2009. 1.03 (0.98-1.08)
involucrada en apoptosis. adiposo
KCTD15 rs29941 19913 Dominio de Durante el desarrollo embrionario Pituitaria Willer et al., 2009. 1.10 (1.04-1.15)
rs11084753 tetramerizacion del canal interfiere con la formaciéon de la cresta Thorleifsson et al., 2009. 1.04 (0.98-1.10)
de potasio 15. neural. Inhibe la actividad transcripcional
de AP2 por interaccion con su dominio
de activacion.
NEGR1 rs2568958 1p31 Regulador de crecimiento Miembro de la superfamilia de Tejido Cerebral Willer et al., 2009. 1.07 (1.02-1.12)
Rs2815752 neuronal 1. inmunoglobulinas con funciones en Thorleifsson et al., 2009.
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ETVS

BDNF

SEC16B

NCR3
BCDIN3
FAIM2

MAF

NPC1

PTER

rs7647305

rs925946
rs6265

rs10913469

rs2844479

rs7138803

rs1424233

rs1805081

rs10508503

3927

11p4

1925

6p21

12913

16¢23

18911

10p13

Ets variante 5.
Factor neurotrépico

derivado del cerebro.

SEC16 homélogo B, factor
de transporte del reticulo
endoplasmico.
Enzima de capping
metilfosfato.
Molécula inhibitoria de Fas
apoptotica 2.
Oncogen homodlogo de
fibrosarcoma

musculoaponeurotico.
Enfermedad de Niemann

Pick, tipo C1.

Gen relacionado a

fosfotriesterasa.

adhesion celular, crecimiento neuronal
en el desarrollo cerebral.

Factor transcripcional que promueve la
adipogénesis
Factor de crecimiento del nervio.
Regulacion de la ingesta y el gasto

energético (Via leptina-melanocortina)

Organizacion del reticulo endoplasmico

y transporte de proteinas.

Regulacion de la transcripcion.

No descrita

Factor de transcripcion involucrado en la
diferenciacion de células madre
mesenquimales a el linaje de

osteoblastos o adipocitos
Proteina reguladora del transporte de
acidos grasos y colesterol de
endosomas/lisosomas a otros
compartimentos celulares.

No descrita

Cerebro

Ubicuo

Ubicuo

Ubicuo

Ubicuo

Thorleifsson et al., 2009.

Thorleifsson et al., 2009.

Thorleifsson et al., 2009.

Thorleifsson et al., 2009.
Thorleifsson et al., 2009.

Meyre et al., 2009.

Meyre et al., 2009.

Meyre et al., 2009.

1.11 (1.05-1.17)

1.11 (1.05-1.16)

1.11 (1.05-1.18)

1.14 (1.09-1.19)
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1.2.1.2. Variantes estructurales asociadas al IMC (CNVs).

A pesar del esfuerzo sustancial realizado en la ultima década para la
identificacion de nuevos loci asociados a la obesidad, una gran proporcion de la
heredabilidad de este rasgo aun no se ha determinado. En este sentido, por medio
de modelos lineales mixtos se ha demostrado que los SNPs comunes pueden
explicar hasta el 17% de la variacion fenotipica total del IMC (Locke et al., 2015). Por
ello se ha sugerido que la proporcion de heredabilidad faltante podria ser explicada
al menos en parte, por otros tipos de variantes de DNA, ya sea de baja frecuencia,
variantes estructurales como las variaciones en numero de copias (CNVs, por sus

siglas en inglés), efectos epistaticos y/6 efectos epigenéticos (Maher, 2008).

De hecho, ahora se sabe que las CNVs son una forma frecuente de variacién
genética comun y representan el 1% de la variabilidad genética total en humanos.
Las CNVs (eliminaciones o duplicaciones), se definen como fragmentos gendmicos
de 1 kb o varias megabases que pueden incluir uno o varios genes, las cuales estan
presentes en un numero variable de copias respecto a un genoma diploide de
referencia (Stankiewicz y Lupski, 2010). Las CNVs en general son estables y pueden
ser heredadas, sin embargo, en ocasiones también se generan de manera
espontanea durante la meiosis. Los principales mecanismos moleculares
responsables de la ocurrencia de CNVs en el genoma son: recombinacion homaéloga
no alélica, unién de extremos no homologos, retrotransposicion, atascamiento de la
horquilla de replicacion y desplazamiento del templado (template switching)
(Freeman et al., 2006).

La importancia de las CNVs radica en que pueden afectar de manera directa la
expresion de los genes. Los mecanismos mas comunes por los cuales una CNV
puede asociarse con un fenotipo incluyen la dosis génica, la alteracion estructural y
los efectos de posicién. Dadas esas observaciones, se ha predicho que las CNVs

podrian representar un porcentaje significativo de la variacion en el riesgo de
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enfermedades complejas, ya que pueden explicar hasta 18% de la variacion

heredable de la expresion génica (Conrad et al., 2010).

La primera evidencia de que las alteraciones en numero de copias pueden
influenciar el fenotipo surge de enfermedades esporadicas o “desdérdenes
genomicos”, los cuales son enfermedades causadas por rearreglos gendmicos que
afectan a genes sensibles de dosis. Sin embargo, recientemente se han descrito un
numero considerable de CNVs que modifican la susceptibilidad a enfermedades
complejas, entre ellas desérdenes neuroldgicos, enfermedades cardiovasculares,

infecciosas, autoinmunes, metabdlicas, cancer, entre otras (Lupski, 1998).

A la fecha los estudios para la identificacion de variantes de numero de copias
asociadas a obesidad son escasos debido a la complejidad en su evaluacién (Tabla
4). El primer estudio que identific6 una CNV asociada a la obesidad fue a través de
un meta-analisis realizado por el consorcio GIANT en el afio 2009, el cual ademas
de identificar 6 SNPs identifico una eliminacién a 45 kb rio arriba del gen NEGR1
asociada significativamente con mayor IMC (Willer et al., 2009). Posteriormente,
Speliotes et al. (2010) describieron una eliminacién de 21 kb en la regién 16p12.3
asociada al IMC, esta CNV se localiza aproximadamente a 50 kb rio arriba del gen
GPCRYS, el cual es un miembro de la familia de receptores acoplados a proteinas G
(Speliotes et al., 2010). En un tercer estudio se identificé una CNV asociada con el
IMC en poblacion de origen chino localizada en la regién 10g11.2, la cual contiene 5
genes incluyendo al gen PPYR1, siendo este el candidato funcional mas plausible
debido a que participa en la ruta leptina/melanocortina involucrada en la regulacion
de la ingesta y gasto energético (Sha et al., 2009). Posteriormente, en un estudio de
GWAs para obesidad severa de inicio temprano se describié la asociacion de la
region cromosomica 11911 con obesidad. Esta region contiene 3 genes de
receptores olfatorios (OR4P4, OR4S2 y OR4C6) (Jarick et al., 2011).

Sin embargo, en un estudio mas reciente cuyo objetivo fue identificar variantes con

un efecto potencial de dosis génica (gene-centric), se encontré la regidn
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cromosomomica 1p21.1 fuertemente asociada con el IMC y el porcentaje de grasa
(Falchi et al., 2014). Este locus incluye a los genes de la amilasa salival y la amilasa
pancreatica (AMY1A y AMY2B, respectivamente), siendo el nimero menor de copias
del gen AMY1A, el que se se asocié significativamente con un mayor riesgo de
obesidad (RM=7.67; IC 95%=3.92-14.99; P=2.52x107°), incluso constituyendo el gen
con el efecto mas importante descrito sobre la modulaciéon del IMC. Ademas, este
estudio sugirié una relaciéon entre la CNV de AMY1A y la dieta, especificamente el
metabolismo de los hidratos de carbono para aumentar el riesgo de obesidad,
considerando que la amilasa salival es la enzima responsable de catalizar el primer
paso en la digestion de los carbohidratos dietarios, especificamente, la hidrdlisis de
los almidones en la cavidad oral (Mandel et al., 2010). De manera interesante, se ha
descrito que el numero de copias de este gen es 3 veces mayor en humanos en
comparacién con el chimpancé, sugiriendo que los humanos se favorecieron en
dosis génica debido al concomitante incremento en el consumo de hidratos de
carbono. Por tanto, se ha sugerido que el numero de copias de esta CNV (1-20
copias) evoluciono en funcién de la presion selectiva en respuesta al consumo
dietario de hidratos de carbono. En este sentido, Perri y colaboradores (2007)
demostraron que las poblaciones con un consumo elevado de almidones presentan
un mayor numero de copias del gen AMY1A, en comparacion con poblaciones que
han mantenido una forma de vida ancestral previa al establecimiento de la
agricultura (Perry et al., 2007). Actulamente se desconoce el mecanismo por medio
del cual el numero de copias de AMY1A se asocia con un mayor riesgo de obesidad,
sin embargo un estudio reciente realizado en mas de 100 cepas diferentes de
ratones alimentados con una dieta alta en grasa y sacarosa, desmostré que el locus
de Amy1 se asocio significativamente con un aumento en el peso corporal y con el
enriquecimiento de enterobacterias en el intestino (Parks et al., 2013), las cuales se
han asociado a su vez con un mayor riesgo de obesidad en diversos estudios,
sugiriendo que la asociacion de AMY1A con la obesidad podria ser el resultado de la
modulacion de la microbiota intestinal, no obstante este dato no se ha corroborado
en humanos. Por lo tanto, es crucial determinar de forma robusta si el numero de

copias de AMY1A tiene un impacto sobre la homeostasis energética.
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Tabla 4. Principales CNVs asociadas a obesidad.
CNV Locus Tipo de CNV Gen Nombre del gen Funcion Patrén de expresion Referencia
candidato
1p31.1 72,541- Eliminacion NEGR1 Regulador de Miembro de la superfamilia de Tejido Cerebral Willer et al., 2009.
72,584 43 kb rio crecimiento inmunoglobulinas con funciones
arriba del neuronal 1. en adhesion celular, crecimiento
gen neuronal en el desarrollo cerebral.
10911.22  46,363,383- Eliminacion SYT15, GPRIN2, Receptor de Tejido Cerebral Bao-Yong et al., 2009.
46,557,002 NPY4R, neuropéptido Y,
LOC728643 miembro 4.
11q11 55,130,596- Eliminacion OR4P4, OR4S2, Receptores Receptores olfatorios que Sistema olfatorio Jarick et al., 2011.
55,210,165 80 kb OR4C6 olfatorios (familia interactdan con moléculas
4). odorantes para iniciar la respuesta
neuronal de percepcion olfatoria.
16p12.3 19,853,151- Eliminacion GPRC5b Receptor Miembro de la familia tipo 3 de Ubicua Speliotes et al., 2010;
19,874,863 21-kb. acoplado a receptores acoplados a proteinas Yang et al., 2013.
~50 kb rio proteinas G, clase G involucrado en la modulaciéon de
arriba del C, grupo 5, la secrecion a insulina.
gen miembro B.
1p21.1 104,198,366- Duplicacion AMYA1 Amilasa alpha 1A Enzima que cataliza la hidrdlisis Glandula Salival Falchi et al., 2014.
104,292,504  multialélica (salival). de enlaces alpha-1,4 en

oligosacaridos y polisacaridos
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1.2.1.3. Estudios genéticos para obesidad realizados en poblacion mexicana.

A pesar de la alta prevalecia de obesidad reportada para la poblacién
mexicana, a la fecha son escasos los estudios que han evaluado la participacion de
variantes genéticas comunes en el desarrollo de obesidad en esta poblacion. El
primer estudio que evalud la partcipacion de variantes candidatas con riesgo de
obesidad se realizo en el afio 2007 y confirmé la asociaciéon de la variante Pro12Ala
del gen PPARg (gen de receptor gamma activado por proliferadores de
peroxisomas), con un mayor IMC y mayor riesgo de obesidad en una cohorte de
poblacién adulta mexicana y en dos grupos de poblacion indigena (Canizales-
Quinteros et al., 2007). Posteriormente, un estudio realizado con el objetivo de
identificar variantes asociadas con la modulacion de los niveles de colesterol HDL,
identifico la variante R230C del gen ABCA1 (gen del transportador de colesterol
dependiente de la union a ATP miembro 1) asociada con un mayor riesgo de
obesidad y sindrome metabdlico en una cohorte de poblacion adulta mexicana
(Villarreal-Molina et al., 2007). En el ano 2008, se confirmd la asociacion de
variantes del gen FTO (identificado por medio de estudios de GWAs) con la
obesidad, particularmente con obesidad clase Ill en un estudio de casos y controles

de poblacion mexicana (Villalobos-Comparan et al., 2008).
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2. JUSTIFICACION

En diversos estudios epidemioldgicos se ha demostrado que la poblacion
mexicana presenta una predisposicion elevada para el desarrollo de obesidad,
mostrando una de las prevalencias mas altas del sobrepeso y la obesidad en el
mundo, tanto en la poblacién infantil como en la poblacién adulta. Aun cuando la
obesidad es una enfermedad compleja con una heredabilidad de hasta 70%, poco se
sabe acerca de la participacion del componente genético de riesgo para la obesidad
en el desarrollo de obesidad y sus complicaciones metabdlicas en la poblacién
infantil y adulta mexicana. Por tanto, resulta de interés identificar las variantes de
susceptibilidad para la obesidad y rasgos metabdlicos relacionados, lo que permitira
generar conocimientos sobre el componente genético asociado a la obesidad en una

de las poblaciones con de las prevalencias mas altas, como es la mexicana.

3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

A pesar de la alta prevalencia de obesidad y sus comorbilidades en la
poblacion mexicana, asi como la alta heredabilidad calculada para esta alteracion
(de hasta un 70%), a la fecha son pocos los estudios que han evaluado variantes
genéticas de riesgo para la obesidad en la poblacidon mexicana. Recientemente, los
estudios de GWAs realizados en poblaciones europeas identificaron un numero
importante de variantes genéticas asociadas con la obesidad y/o con la modulacién
del IMC. Sin embargo, se sabe que la participacion de los genes o variantes en el
desarrollo de diversas enfermedades varia entre poblaciones. Por ello, en este
estudio se evalud la asociacion de 18 SNPs (previamente identificados en GWAs
para obesidad) con el riesgo de presentar obesidad en poblacién mexicana. Por otra
parte, existe evidencia de que los efectos de algunas variantes genéticas pueden
cambiar en las diferentes etapas de la vida. Por ello, considerando que las variantes
genéticas asociadas a la obesidad por GWAs, se identificaron en sujetos adultos, es

necesario determinar su participacion en la modulacién del peso corporal desde
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etapas tempranas de la vida. Por lo cual, en este estudio se evaluo la participacion
de las variantes genéticas de riesgo para obesidad en una muestra tanto de
poblacion adulta como infantil. Del mismo modo, considerando que la heredabilidad
estimada para el IMC y/o la obesidad (de hasta 70%), no puede ser completamente
explicada por los SNPs, y que se ha propuesto que las CNVs pueden contribuir de
manera importante en la genética de la obesidad, en este estudio también se evaluo
la asociaciéon de 5 CNVs con el riesgo de obesidad en poblacion infantil y adulta

mexicana.

Ademas, tomando en cuenta que la obesidad es el principal factor de riesgo para el
desarrollo de complicaciones metabdlicas, es importante determinar si las variantes
genéticas asociadas con el riesgo de obesidad, también se asocian con parametros
metabdlicos, incluyendo el HGNA. Adicionalmente y con la finalidad de tener un
mayor conocimiento del componente genético asociado al HGNA, también se
evaluaron 5 variantes genéticas previamente asociadas con la progresién del HGNA

en poblacion de origen caucasico.

4. HIPOTESIS

Las variantes genéticas comunes (18 SNPs y 5 CNVs) identificadas a través
de analisis del genoma completo se asocian con la obesidad y sus complicaciones

metabdlicas, incluyendo el higado graso no alcohdlico en poblacion mexicana.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general.

Evaluar la asociacion de 18 SNPs y 5 CNVs previamente identificadas por
GWAs con la obesidad y sus complicaciones metabdlicas en poblacién infantil y

adulta mexicana.

5.2. Objetivos especificos.

1. Evaluar la asociacion de los SNPs rs7566605 (INSIG2), rs9939609 (FTO),
rs17782313 (MC4R), rs6548238 (TMEM18), rs7138803 (FAIM2/BCDINS),
rs6265 (BDNF), rs7498665 (SH2B1), rs10938397 (GNPDA2), rs2815752
(NEGRT1), rs29941 (KCTD15), rs10913469 (SEC16B/RASAL?2), rs1805081
(NPC1), rs7647305 (SFRS10/ETVS5), rs1424233 (MAF), rs4712652 (PRL),
rs10838738 (MTCH2) y rs10508503 (PTER) con la obesidad, a través de un

estudio de casos y controles de poblacién adulta mexicana.

2. Replicar las asociaciones de los SNPs asociados con la obesidad en el
estudio de casos y controles, en una muestra independiente de poblacién
infantil y adulta; asi como en muestra de indigenas seris, nahuas, totonacas y

zapotecos.

3. Evaluar la asociacion de los SNPs con parametros bioquimicos (incluyendo
glucosa, insulina, triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL) en las

distintas poblaciones de estudio.

4. Evaluar la asociacion de las CNVs 1p21.1 (AMY1A), 1p31.1 (NEGR1),
10911.22 (NPYR4), 11q11(OR4S2) y 16p12.3(GPRC5b) con la obesidad,

mediante un estudio de casos y controles de poblacién infantil y adulta.
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5. Analizar la correlacién entre el numero de copias de las CNVs y los niveles
de expresion en tejido adiposo de los genes comprendidos en los loci de las
CNVs de estudio.

6. Evaluar la correlacion de la CNV 1p21.1 (AMY1A) con el perfil de

microbiota intestinal y con el consumo de macronutrientes.

7. Evaluar la asociacion de los SNPs y CNVs que resulten asociadas con la
obesidad, con el desarrollo de higado graso no alcohdlico en sujetos con

obesidad clase Il y Ill.

8. Evaluar la asociacion de SNPs adicionales ubicados en genes candidatos
para el HGNA rs738409 (PNPLA3), rs2228603 (NCAN), rs4240624
(PPP1R3B), rs780094 (GCKR) y rs12137855 (LYPLALT), con el desarrollo de

HGNA en sujetos con obesidad clase Il y lll.

6. DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo se desarrollo en 3 etapas experimentales. A manera de
resumen, en la primera etapa se evalué la asociacion con la obesidad de 18
variantes de SNPs; en la segunda etapa se evalud la asociacion con la obesidad de
5 variantes de CNVs y en la tercera etapa se evalud la asociacion de las variantes
de riesgo para la obesidad con el HGNA. A continuacion se muestra el diagrama del

disefio experimental incluyendo las 3 etapas mencionadas.
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Seleccion de SNPs candidatos 18 SNPs candidatos* 5 CNVs candidatas** Seleccion de CNVs candidatas

para la obesidad. Analisis de asociacion con riesgo Analisis de asociacion con riesgo para la obesidad.
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antropométricos y bioquimicos antropométricos y bioquimicos
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(6-15a.) delgados delgados
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higado graso no alcohélico Seleccion de SNPs candidatos
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130 sujetos con obesidad clase
Iy Il (IMC 235 kg/m2).
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7. METODOLOGIA

7.1. Seleccioén de variantes.

a. SNPs candidatos para obesidad.

Se seleccionaron los polimorfismos identificados en las 3 primeras etapas de
estudios de GWAs para obesidad o IMC, con una frecuencia alélica reportada en la
poblacion México-Americana superior al 5% (Hapmap). Se incluyeron los siguientes
SNPs: rs7566605 (INSIG2), rs9939609 (FTO), rs17782313 (MC4R), rs6548238
(TMEM18), rs7138803 (FAIM2/BCDIN3), rs6265 (BDNF), rs7498665 (SH2B1),
rs10938397 (GNPDA2), rs2815752 (NEGRT), rs29941 (KCTD15), rs10913469
(SEC16B/RASAL2), rs1805081 (NPC1), rs7647305 (SFRS10/ETV5), rs1424233
(MAF), rs4712652 (PRL), rs10838738 (MTCH2) y rs10508503 (PTER).

b. CNVs candidatas para obesidad.

Se seleccionaron CNVs comunes asociadas con riesgo de obesidad,
identificadas a través de estudios de GWAs o estrategias de expresién génica. Las
CNVs seleccionadas corresponden a las regiones cromosomicas 1p21.1 (AMY1A),
1p31.1 (NEGRT1), 10911.2 (NPYR4), 11911 (OLR) y 16p11.2 (GPRC5B).

c. SNPs candidatos para HGNA.

Las variantes que presentaron asociacion significativa con riesgo de obesidad
en el estudio caso-control se seleccionaron para su analisis con las principales
caracteristicas bioquimicas e histologicas del HGNA. Adicionalmente se analizaron 5
SNPs asociados con esteatosis hepatica por estudios de GWAs. Se analizaron
adicionalmente los siguientes SNPs: rs738409 (PNPLA3), rs12137855 (LYPLALT),
rs780094 y rs1260326 (GCKR), rs2228603 (NCAN) y rs4240624 (PPP1R3B).
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7.2. Poblaciones de estudio.

a. Estudio de casos y controles para el analisis de SNPs.

Se incluyeron 1,156 sujetos mexicanos, no emparentados con un rango de
edad entre 18 y 82 anos, comprendiendo 683 casos (441 sujetos con obesidad clase
I/Il'y 242 sujetos con obesidad clase lll) y 473 controles delgados con una edad
mayor a 30 anos. Los participantes del estudio se captaron en sus sitios de trabajo
en diversas instituciones de salud y educativas de la Ciudad de México (Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”, Centro Médico
Nacional Siglo XXI, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran” (INCMNSZ), Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) vy
Universidad Autdbnoma Metropolitana (UAM)). La mayor parte de los individuos con
obesidad clase Ill fueron pacientes del Hospital General “Rubén Lefero”. No se
incluyeron individuos con diagnostico de enfermedades cronicas que comprometen

el peso corporal (cancer, HIV o desdrdenes de la tiroides).

b. Estudio poblacional para el analisis de SNPs.

- Poblacioén infantil.
Esta poblacion incluydé 1,218 nifios mexicanos con edades entre 6 y 15 afos, no
emparentados residentes de la Ciudad de México. De ellos, 653 se captaron durante
las convivencias de verano de la Secretaria de Salud y 565 se captaron en una
escuela secundaria publica de la Ciudad de México.

- Poblacién adulta.
Esta poblacién incluyd 945 adultos mexicanos no relacionados, de 18-82 anos
captados en diversas instituciones de la Secretaria de Salud previamente descritas,
441 de los cuales se incluyeron en el estudio de casos y controles.

- Poblacion adulta indigena.
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Se incluyeron 543 individuos no relacionados mayores de 18 afios, pertenecientes a
4 grupos indigenas de comunidades rurales de México: 77 seris de Sonora, 271
nahuas y 112 totonacas de Puebla y 83 zapotecos de Oaxaca. Todos los individuos
participantes, como sus padres y abuelos se reconocieron a si mismos como
indigenas, nacieron y viven en sus comunidades de origen y hablan su lengua

nativa.

c. Estudio casos y controles para el analisis de CNVs.

- Caso-control nifios.
La cohorte de poblacion infantil incluyd 921 nifios (5-12 afos), seleccionados del
estudio de Convivencia Infantil, previamente descrito. Del total de nifios incluidos,
485 fueron controles (percentil de IMC 215 y <85) y 436 casos con obesidad
(percentil del IMC =295).

- Caso-control adultos.
La cohorte adulta incluyé 920 adultos (18-82 afios), seleccionados de la cohorte de
poblacién adulta previamente descrita. Del total de sujetos adultos, 384 fueron
controles delgados (IMC 218.5 y <25 kg/m?) y 536 casos con obesidad (IMC=30
kg/m?).

d. Estudio de sujetos con obesidad moérbida para HGNA.

Se incluyeron 130 individuos mexicanos, con un rango de edad de 18 a 59
anos y diagndstico de obesidad clase II/lll (IMC = 35 kg/m?) sometidos a cirugia
bariatrica captados de manera consecutiva en la clinica de obesidad del Hospital
General Rubén Lenero en la Ciudad de México. No se incluyeron pacientes con
historia clinica de hepatitis viral, evidencia de enfermedad hepatica cronica o

consumo de alcohol mayor a 20 g/dia.

A todos los participantes se les aplico un cuestionario de antecedentes

heredofamiliares. Adicionalmente, a la poblacion infantil, se aplicaron cuestionarios
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de consumo de alimentos, en cuyo caso se contestaron por los padres o tutores.
Todos los participantes adultos firmaron una carta de consentimiento informado.
Para el caso de los nifos, se obtuvo el asentimiento por parte de los participantes y
los padres o tutores firmaron la carta de consentimiento informado. Para los grupos
indigenas, ademas de la carta de consentimiento, se contd con la aprobacion de las
autoridades locales. El estudio se realiz6 de acuerdo con la Declaracion de Helsinki
y se aprobd por el Comité de Etica del INCMN “Salvador Zubiran” y del INMEGEN.

7.3. Evaluacion de los participantes.

a. Determinacion de parametros antropométricos.

La evaluacion antropométrica incluyd mediciones de talla, peso, circunferencia
de cintura y cadera. Todos los sujetos se midieron con el mismo equipo utilizando
técnicas de posicionamiento estandar (Lohman et al., 1998). El IMC se calculd
dividiendo el peso corporal entre la talla elevada al cuadrado (kg/m?). Para la
poblacién infantil, el percentil del IMC se calculo utilizando las tablas de referencia
especificas para la edad y el sexo recomendadas por la CDC, USA (Kuczmarski et
al., 2002). El estatus nutricional de los adultos se determind utilizando como
referencia la clasificacion establecida por la OMS (adultos delgados IMC =18.5 y
<24.9 kg/m? y adultos con obesidad 230 kg/m?), y en nifios utilizando puntos de corte
especificos para el percentil del IMC (nifios delgados percentil del IMC 215y <85 y
nifos con obesidad percentil del IMC 295). Para la cohorte infantil, se realizé la
medicion de la composicion corporal por medio de impedancia bioeléctrica tetrapolar
(BIA 101, RJL Systems, Clinton Township, MI, EUA).

b. Determinacién de parametros bioquimicos.

Las determinaciones bioquimicas se realizaron a partir una muestra de sangre

periférica, posterior a un ayuno de 8-12 horas. Los niveles plasmaticos de lipidos
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(colesterol total y triglicéridos) se midieron a través de métodos enzimaticos
(Boehringer-Mannheim). Los niveles plasmaticos de lipoproteinas unidas a colesterol
de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés) se midieron usando &cido
fosfot. ngstico y Mg?* y los niveles plasmaticos de lipoproteinas unidas a colesterol
de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés) se calcularon utilizando la férmula
de Friedewald (Friedewald et al., 1972). La glucosa sérica se midi¢ utilizando el
meétodo de la glucosa oxidasa y los niveles plasmaticos de insulina se midieron por
radioinmunoanalisis. La actividad de las transaminasas en suero; aspartato
aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT) se determinaron utilizando
estuches comerciales y métodos estandarizados (Beckman Coulter, Fullerton, CA,
EUA). Los niveles de leptina y adiponectina sérica se determinaron utilizando
estuches comerciales de ELISA (Linco St. Louis, MO, EUA). Todas las mediciones
bioquimicas se realizaron en el Departamento de Endocrinologia y Metabolismo de
Lipidos del IMCMNSZ. Se calculé el indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) de
acuerdo con la formula descrita por Matthews et al. (1985). El diagnéstico de
diabetes se establecié considerando un valor de glucosa en ayuno 2126 mg/dl,
diagnostico previo o bien por el uso de hipoglucemiantes. En adultos el diagnoéstico
de sindrome metabdlico se establecio utilizando los criterios recomendado por el Il
panel de expertos para la deteccién, evaluacion y tratamiento de colesterol
sanguineo elevado en adultos de EUA (ATP Ill NECP, 2002) y en los nifios, el
sindrome metabdlico se definié con base a los criterios establecidos por de Ferranti
et al. (2004).

7.4. Analisis genéticos.

a. Extracciéon de DNA genémico.

La extraccion de DNA gendmico se realiz6 a partir de 200 ul de sangre total,

utilizando el estuche comercial QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Germantown,

MD, EUA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La concentracién y pureza
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del DNA extraido se determinaron utilizando un espectrofotdmetro NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA) y la integridad se verificd por
medio de electroforesis en gel de agarosa al 1%. Posteriormente, las diluciones para
la realizacion de PCR tiempo real se ajustaron a la misma concentracion (10 ng/pl)

para todas las muestras.

b. Genotipificacion de SNPs (ensayos de discriminacion alélica).

La genatipificacion de los SNPs se realizé utilizando ensayos tipo Tagman
predisenados (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) en un termociclador
tiempo real LightCycler 480 (Roche Applied Science, Pleasanton, CA, EUA) por

medio de ensayos de discriminacién alélica.

c. Genotipificacion de marcadores informativos de ancestria.

Considerando que la poblacién mexicana es el resultado de la mezcla entre la
poblacién europea, nativa americana y en menor proporcion africana (Price et al.,
2007), se genoatipificaron adicionalmente marcadores informativos de ancestria con
el fin de determinar si las asociaciones encontradas podrian ser confundidas por
estratificacion poblacional. Se selecciond un panel de 10 marcadores informativos de
ancestria (AIMs, por sus siglas en inglés) (rs4884, rs2695, rs17203, rs2862, rs3340,
rs722098, rs203096, rs223830, rs281478 y rs1800498), por presentar las mayores
diferencias de frecuencias alélicas entre las poblaciones parentales nativa americana
y europea (6> 0.44) (Bonilla et al., 2004; Choudhry et al., 2007). Estos 10 AlMs se
genaotipificaron por la metodologia KasPar (Kbiosciences, Hoddesdon, Hertfordshire,
Reino Unido). La tasa de genotipificacion por este método fue del 95%. No se
observaron genotipos discordantes entre la genotipificacién realizada con el método
Kaspar y sondas Tagman en un 10% de las muestras analizadas. Para la cohorte de
sujetos con obesidad mérbida se seleccion6é un panel de 95 AlMs distribuidos a lo
largo del genoma (Kosoy et al., 2009), los cuales distinguen entre tres poblaciones

parentales (nativa americana, europea Yy africana). Estos marcadores se
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genotipificaron mediante la plataforma de microarreglos Golden Gate BeadArray
(llumina, San Diego, CA, EUA).

d. Ensayos de cuantificacion de numero de copias por PCR tiempo real.

La cuantificacion de numero de copias se realiz6 por medio de ensayos
TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) duplex, utilizando como control
interno al gen de la ribonucleasa P (RNAsaP) (2 copias). Todos los ensayos se
realizaron por triplicado. Ademas, se incluyeron 2 muestras control con numero de
copias determinadas por secuenciacion para las regiones blanco en cada una de las
placas analizadas. Especificamente para la CNV de la region de AMY1A, la cual es
polimorfica (1-20 copias), se utilizaron 4 muestras controles de numero de copias
conocidas, obtenidas del repositorio del Coriell Institute for Medical Research
previamente caracterizadas, cuantificadas y validadas por Carpenter et al. (2015)
(NA11930, 2 copias; NA10852, 6 copias; NA11993, 10 copias y NA18972,18 copias).

e. Ensayos de cuantificacion del numero de copias por PCR digital.

Se corroboro y validé la cuantificacion de numero de copias de la regién de
AMY1A por ser una CNV polimoérfica por medio de ensayos de PCR digital. La
técnica de PCR digital utilizada consistié en diluir el templado y distribuirlo en 20,000
reacciones individuales de PCR definidas por micelas, por tanto, la cantidad de
templado total es estimado por la relacion del numero de micelas con una
amplificacion positiva con respecto al numero total de micelas analizadas, lo que
permite cuantificar el nimero exacto del DNA blanco en la reaccion. Se utilizaron los
mismos ensayos TagMan de la PCRq (Life Technologies, Pleasanton, CA, EUA).
Los datos generados se analizaron utilizando el programa QuantaSoft v1.3.1.0, el
cual aplica un factor de correcciéon de Poisson para considerar las micelas con

posibilidad de tener mas de una molécula blanco con un IC 95% para cada micela.
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f. Ensayos de expresion génica.

Se evalud la expresién de los genes que mapean las CNV asociadas con
riesgo de obesidad en 55 muestras de tejido adiposo de sujetos con obesidad
morbida sometidos a cirugia bariatrica. La extraccion de RNA se realiz6 utilizando el
estuche comercial Tissue Mini Kit (Qiagen, Germantown, MD, EUA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente se realizd la transcripcion reversa de
RNA a cDNA a partir de 500 ng de RNA total. Se disefiaron oligonucledtidos de los
genes de interés para la poblacion humana con base en las sondas Tagman
correspondientes de la Universal Probe Library (Roche Applied Science, Pleasanton,
CA, EUA). Se utilizaron como referencia para normalizacién a los genes HPRT vy [3-
actina. La cuantificacion se realizd por PCR-TR utilizando el termociclador
LightCycler 480 v2.0 (Roche Applied Science, Pleasanton, CA, EUA) .

7.5. Determinaciones adicionales relacionadas con la CNV de AMY1A.

a. Evaluacion de la microbiota intestinal en poblacion infantil.

La extraccion de DNA de las muestras de materia fecal se realizo utilizando el
estuche QIAmp Fast DNA Stool mini kit (Qiagen, Germantown, MD, EUA) y se
purifico utilizando el estuche Agentcourt AMPure XP (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, EUA) siguiendo las instrucciones de manufactura. Se realizd la secuenciacion
de la region hipervariable V4 del gen RNA ribosomal 16S utilizando los siguientes
pares de oligos: 515-F (GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) y  806-R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) con una estrategia de doble indice en la plataforma
lllumina Miseq. Los filtros de calidad de las lecturas y los analisis de las secuencias
se realizaron mediante el software estadistico QIIME (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology) version 14.0 (Caporaso et al., 2010). Las distancias filogenéticas

se calcularon mediante el método UniFrac (Lozoupone y Knight, 2005). Para asignar
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OTUs (Operational Taxonomic Unit) se utilizé como criterio una similitud minima del

97% de las secuencias utilizando como referencia la base de datos de Greengenes.

b. Evaluacién del consumo dietario en poblacién infantil.

La evaluacion dietética se realizé utilizando un cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos previamente validado para la poblacion mexicana por el
Instituto Nacional de Salud Publica (Hernandez-Avila et al., 1998). Adicionalmente,
se aplicé un recordatorio de 24 horas, el cual se verificd y evalud por un especialista
en nutricién. La conversion de gramos a equivalentes se realizé utilizando el sistema
mexicano de alimentos equivalentes (Perez-Lizaur et al., 2008). La ingesta de macro
y micronutrientes dietarios se estimo utilizando los programas SNUT v2.0 y Food
Processor® (version 10.12.0, 2012, ESHA Research) y expresada como gramos y

porcentaje de energia total.

7.6. Determinaciones adicionales relacionadas con el estudio de HGNA.

a. Histologia hepatica.

Se obtuvieron biopsias de tejido hepatico al momento de la cirugia. El tejido
se fij6 utilizando formaldehido al 10% y embebido en parafina, tedido con
hematoxilina-eosina y evaluado por un patdlogo experimentado. La evaluacion
histolégica se realizdé de acuerdo con el sistema de puntuacion de Kleiner (Kleiner et
al., 2005). La esteatosis se puntué de 0 a 3, la inflamacion de 0 a 3 y el
balonamiento hepatocelular de 0 a 2. La suma de esas caracteristicas se estimo
para la determinacién del score de NAS (Score de Actividad de HGNA, por sus
siglas en inglés). Basandose en el score los participantes se clasificaron en sujetos
no-EHNA (NAS <5 o sujetos con histologia hepatica normal, esteatosis simple y
posible EHNA) o EHNA (NAS =5).
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b. Determinaciones del contenido de triglicéridos y colesterol hepatico.

Los lipidos totales se extrajeron de acuerdo con el método de Folch (Folch et
al., 1957) como se describe a continuacion; el tejido hepatico (50 mg) se
homogeniz6 en una solucion salina (0.9%), posteriormente los lipidos se extrajeron y
homogenizaron en una solucién cloroformo/metanol 2:1 (vol/vol). La fase organica se
secoO en una atmosfera de nitrégeno y los lipidos se resuspendieron en isopropanol y
triton X-100 al 10%. Las concentraciones de triglicéridos y colesterol total se
determinaron por espectrofotometria (Beckman DU 640, Beckman Instruments,
Fullerton, CA, EUA) utilizando estuches colorimétricos comerciales (Diagnostic
Systems, Holzheim, Alemania) y se normalizaron con las concentraciones de

proteina total.

7.7. Analisis estadisticos.

Se calculd el equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando la siguiente pagina:
http://ihg.gsf.de/cgibin/hw/hwa1.pl. Los porcentajes de ancestria se estimaron
mediante el programa ADMIXMAP (Hoggart et al. 2003), considerando dos
poblaciones parentales (nativa americana y europea) o el método de maxima
probabilidad implementado en el programa ADMIXTURE (Alexander et al., 2009)
considerando tres poblaciones parentales (nativa americana, europea y africana).
Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) v16.0 (Chicago, IL, EUA). Las
diferencias entre los grupos se determinaron por medio de pruebas de T-student
para variables con distribucion normal o U de Mann-Whitney para variables que no
presentaron una distribucién normal. Se utilizd un modelo lineal general para
comparar los valores de rasgos cuantitativos entre los grupos ajustando por edad y
sexo cuando fue necesario. Para evaluar las asociaciones de las variantes genéticas
con el riesgo de obesidad o EHNA se realiz6 un analisis de regresion logistica

ajustado por edad, sexo y porcentaje de ancestria. Para evaluar las asociaciones de
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las variantes genéticas con rasgos antropométricos y bioquimicos se realizaron
analisis de regresion lineal ajustados por sexo, edad, IMC y porcentaje de ancestria.
Todos los analisis de asociacion se realizaron utilizando modelos genéticos aditivo,
dominante y recesivo considerando el mas significativo. Para evaluar el efecto
combinado de los alelos de riesgo sobre las variables analizadas, se calculé un
score genético de riesgo (SGR) sumando el numero de alelos de riesgo de cada
SNP para cada individuo. También se calculé un SGR “ponderado” multiplicando el
numero de alelos de riesgo de cada polimorfismo por el efecto estimado (valor beta)
obtenido de los analisis de asociacion individuales. Para evaluar el grado de
varianza explicada se realizaron coeficientes parciales de correlacién (r2). El valor
predictivo del SRG para la EHNA se valoré por medio de la construccion de curvas
ROC (Receiver Operating Characteristic, por sus siglas en inglés) en un modelo de

regresion logistica.
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8. RESULTADOS

8.1. Asociacion de SNPs identificados a través de GWAs con la obesidad y

rasgos metabolicos relacionados.

a. Asociacion con obesidad.

En la primera etapa del estudio se evalu6 la asociacion de 18 variantes
genéticas (SNPs) con el riesgo de obesidad en poblacién adulta mexicana. De los 18
SNPs analizados, 5(~30%) se asociaron significativamente (P<0.05) con mayor
riesgo de obesidad, el mayor efecto se observd para el SNP rs7138803 cercano a
los genes FAIM2/BCDIN3 (RM=1.88 IC 95% 1.05-3.37; P=0.034). No obstante, el
valor de asociacion mas significativo se observé para el SNP rs9939609 del gen
FTO (RM =1.42 I1C 95% 1.15-1.76; P=0.001), seguido por los SNPs rs6548238 del
gen TMEM18, el SNP rs7566605 del gen INSIG2 y el SNP rs6265 del gen BDNF
(RM=1.57, P=0.003, RM=1.33, P=0.006 y RM=1.33, P=0.044) Estas asociaciones
permanecieron significativas aun después de incluir ajustes por mezcla étnica
(Tabla 5).

Posteriormente, al realizar un analisis estratificado por el grado de obesidad
(obesidad clase /Il y obesidad clase 1ll), el SNP rs7498665 del gen SH2B1 se asocid
significativamente con riesgo de obesidad clase | y clase Il (P<0.05) y los SNPs
cercanos o en los genes BDNF y MC4R se asociaron particularmente con la
obesidad clase Il (P<0.05) (Tabla 5). Del mismo modo, se observé que a pesar de
que el SNP rs9939609 del gen FTO se asocié significativamente con riesgo de
obesidad, el valor de asociacion fue mas significativo con la obesidad clase Il
(P=1.8x10°).
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Tabla 5. Asociacion de 18 SNPs candidatos con riesgo de obesidad en la poblacién mexicana.

Delgados Vs. Sujetos con obesidad

Delgados Vs.sujetos con obesidad

1/

Delgados Vs. Sujetos con obesidad lll

Gen Chr  SNP ARef AR RM (IC 95%) ap bp RM (IC 95%) ap bp RM (IC 95%) ap bp P-Het
FTO 16 rs9939609 A A 1.42 (1.15-1.76)  0.001  0.003 1.19(0.93-1.52) 0.174  0.146 1.88 (1.44-2.45)  3.4x10°  1.8x10° 0.031
TMEM18 2 rs6548238  C c 1.57 (1.17-212)  0.003  0.001 1.74 (1.23-2.46)  0.002  0.004 1.29 (0.87-1.91)  0.200 0.028 0.260
INSIG2 2 rs7566605  C G 1.33(1.08-1.63)  0.006  0.006 1.38 (1.10-1.74)  0.005  0.006 1.23(0.92-1.63)  0.161 0.114 0.511
FAIM2/BCDIN3 12 rs7138803 A A 1.88 (1.05-3.37)  0.034  0.039 1.93 (1.03-3.61) 0.040  0.024 1.76 (0.84-3.65)  0.132 0.266 0.850
BDNF 11 rs6265 G G 1.33 (1.01-1.74)  0.044  0.043 1.21(0.89-1.63) 0.222  0.231 1.59 (1.09-2.32)  0.017 0.014 0.269
SH2B1 16 rs7498665 G G 1.12(0.94-1.33) 0195 0.175 1.21 (1.00-1.46)  0.047  0.050 0.97 (0.78-1.22)  0.799 0.955 0.230
GNPDA2 4 rs10938397 G G 1.13(0.95-1.36)  0.117  0.183 1.18 (0.97-1.44) 0.097  0.070 1.05(0.82-1.33)  0.709 0.946 0.443
MC4R 18 rs17782313 C c 1.24 (0.89-1.72)  0.198  0.206 0.98 (0.68-1.42) 0.923  0.880 1.85(1.23-2.80)  0.003 0.012 0.050
KCTD15 19 rs29941 c c 1.13(0.92-1.38)  0.237  0.163 114 (0.92-142) 0234  0.052 1.13(0.88-1.46)  0.342 0.828 0.958
SEC16B/RASAL2 1 rs10913469 C c 1.10 (0.88-1.36)  0.410  0.413 1.24 (0.98-1.56) 0.072  0.111 0.79 (0.57-1.09)  0.151 0.276 0.070
NEGR1 1 rs2815752 T T 1.08 (0.88-1.31)  0.468  0.451 1.08 (0.86-1.34) 0.506  0.621 1.10 (0.84-1.43)  0.495 0.342 0.923
NPC1 18 rs1805081 A G 1.07 (0.85-1.35)  0.585  0.567 1.15(0.90-1.48) 0.269  0.228 0.87 (0.64-1.18)  0.396 0.338 0.130
SFRF10/ETV5 3 rs7647305  C c 1.08 (0.81-1.44)  0.601  0.607 1.19 (0.87-1.64) 0.283  0.304 0.92 (0.64-1.32)  0.646 0.729 0.293
MAF 16 rs1424233 A A 1.04 (0.83-1.32)  0.714  0.700 1.07 (0.84-1.37) 0.567  0.516 0.92 (0.67-1.26)  0.603 0.559 0.446
PRL 6 rs4712652 A A 1.02(0.82-1.26)  0.891  0.958 1.10(0.87-1.39) 0.424  0.704 0.86 (0.64-1.15)  0.310 0.554 0.195
MTCH2 11 rs10838738 G G 1.03(0.83-1.28)  0.764  0.958 1.06 (0.84-1.33) 0.651  0.651 1.00 (0.76-1.32)  0.991 0.971 0.782
PTER 10 rs10508503 C T 1.03(0.55-1.93)  0.919  0.918 117 (0.61-2.26) 0.630  0.605 0.77 (0.30-1.94)  0.572 0.613 0.960

Abreviaturas: Chr, cromosoma; IC, intervalo de confianza; RM, razén de momios; P-Het, valor de P de heterogeneidad. Los SNPs se ordenaron considerando el valor de P de asociacién con riesgo de

obesidad. Las asociaciones estadisticamente significativas se encuentran en negritas. 2P, datos ajustados por edad y sexo; ®P, datos ajustados por edad, sexo y ancestria. Todos los valores de P se

obtuvieron utilizando un modelo genético aditivo excepto para los SNPs cercanos a los genes BCDIN3/FAIM2 y BDNF para los cuales se utilizé un modelo recesivo.
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b. Asociaciéon con parametros antropométricos y bioquimicos.

Posteriormente, se seleccionaron un total de 10 SNPs que presentaron al
menos asociacion nominal con riesgo de obesidad (P<0.2) en el estudio caso-
control, con la finalidad de evaluar su asociacion con variables antropométricas y
bioquimicas relacionadas con la adiposidad, en tres cohortes poblacionales
incluyendo: nifios, adultos y adultos pertenecientes a 4 grupos indigenas. De los 10
SNPs analizados, 4 se asociaron significativamente (P<0.05) con un mayor IMC en
la cohorte de adultos (cercanos o en los genes FAIM2/BCDIN3, TMEM18, INSIG2 y
KCT15). En contraste, sélo 2 se asociaron significativamente (P<0.05) con un mayor
percentil de IMC en la cohorte de nifios (cercanos o en los genes FAIM2/BCDIN3 y
GNPDA2) (Tabla 6). Posteriormente, se realizé un analisis combinando las cohortes
de poblacion mexicana (nifios y adultos) con la finalidad de incrementar el poder
estadistico y la probabilidad de observar asociaciones con los parametros
analizados. Se observd que 5 de los 10 SNPs demostraron asociaciones
significativas (P<0.05) con un mayor IMC vy circunferencia de cintura (CC) (cercanos
o en los genes FAIM2/BCDIN3, TMEM18, INSIG2, GNPDA2 y SEC16B/RASALZ2) en
el analisis combinado (Tabla 6). Es importante resaltar que 3 de estos 5 SNPs,
también presentaron los valores mas altos de asociacién con la obesidad en el
estudio de asociacién caso-control. Asi mismo, a pesar de que no se observaron
asociaciones significativas de los SNPs restantes con un mayor IMC, los alelos de
riesgo y las tendencias de asociaciéon son similares a lo observado en el estudio

caso-control.
Por otra parte, es interesante que en el analisis realizado en la cohorte de poblacién

indigena, de las 10 variantes analizadas, solo el SNP rs9939609 del gen FTO se

asoci6 significativamente con un mayor IMC (P=0.045).
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Tabla 6. Asociacion de 10 SNPs candidatos con los parametros antropométricos asociados a la obesidad.

Adultos (n=945) Nifos (n=1218) Todos (n=2163)
Rasgo Gen SNP Chr AR Fx AR B (ES) P FxAR B (ES) P B (ES) P P-Het
IMC FAIM2/BCDIN3 rs7138803 12 A 20.8 0.51 (0.15) 0.001 21.2 0.33 (0.13) 0.008 0.40 (0.09) 3.5x10°° 0.388
TMEM18 rs6548238 C 92.5 0.25 (0.09) 0.005 91.1 0.09 (0.07) 0.149 0.15 (0.05) 0.004 0.166
INSIG2 rs7566605 G 76.6 0.15 (0.06) 0.007 73.4 0.03 (0.05) 0.475 0.08 (0.04) 0.024 0.095
KCTD15 rs29941 19 C 62.6 0.11 (0.05) 0.020 55.2 0.02 (0.04) 0.658 0.054 (0.03) 0.072 0.121
GNPDA2 rs10938397 4 G 35.6 0.08 (0.05) 0.106 35.2 0.09 (0.04) 0.021 0.09 (0.03) 0.005 0.810
SH2B1 rs7498665 16 G 49.9 0.06 (0.05) 0.181 50.3 -0.03 (0.04) 0.447 0.01 (0.03) 0.787 0.127
SEC16B/RASAL2  rs10913469 1 C 20.4 0.07 (0.06) 0.21 20.5 0.06 (0.05) 0.243 0.06 (0.04) 0.090 0.861
FTO rs9939609 16 A 19.4 0.05 (0.06) 0.392 18.1 0.08 (0.05) 0.125 0.07 (0.04) 0.085 0.757
MC4R rs17782313 18 C 7.3 -0.04 (0.09) 0.69 8.2 -0.04 (0.07) 0.607 -0.04 (0.06) 0.515 0.993
BDNF rs6265 11 G 86.4 0.03 (0.08) 0.684 84.6 0.02 (0.06) 0.728 0.03 (0.05) 0.598 0.917
CcC FAIM2/BCDIN3 rs7138803 12 A 20.8 0.62 (0.15) 3.3x10°° 21.2 0.28 (0.12) 0.024 0.42 (0.09) 1.1x10° 0.082
TMEM18 rs6548238 C 92.5 0.31 (0.09) 3.4x10* 91.1 0.08 (0.07) 0.200 0.17 (0.05) 0.001 0.038
INSIG2 rs7566605 G 76.6 0.15 (0.05) 0.007 73.4 0.04 (0.04) 0.321 0.08 (0.03) 0.014 0.143
KCTD15 rs29941 19 Cc 62.6 0.08 (0.05) 0.074 55.2 0.03 (0.04) 0.449 0.05 (0.03) 0.082 0.365
GNPDA2 rs10938397 4 G 35.6 0.11 (0.05) 0.021 35.2 0.04 (0.04) 0.304 0.07 (0.03) 0.023 0.274
SH2B1 rs7498665 16 G 49.9 0.07 (0.04) 0.106 50.3 -0.05 (0.04) 0.229 0.01 (0.03) 0.903 0.042
SEC16B/RASAL2  rs10913469 1 C 20.4 0.09 (0.05) 0.099 20.5 0.06 (0.05) 0.193 0.07 (0.03) 0.038 0.698
FTO rs9939609 16 A 19.4 0.05 (0.06) 0.394 18.1 0.04 (0.05) 0.354 0.05 (0.04) 0.209 0.936
MC4R rs17782313 18 C 7.3 0.03 (0.09) 0.770 8.2 -0.03 (0.07) 0.698 -0.01 (0.05) 0.908 0.639
BDNF rs6265 11 G 86.4 -0.03 (0.07) 0.692 84.6 0.04 (0.06 ) 0.450 0.02 (0.05) 0.741 0.437

Fx AR, frecuencia del alelo de riesgo; ES, error estandar; P-Het, P-heterogeneidad; IMC, indice de masa corporal; CC, circunferencia de cintura. Los valores de B se presentan como tamafio de
efecto por copia de alelo excepto para los genes BCDIN3/FAIM2 y BDNF analizados bajo un modelo recesivo, donde el tamafio del efecto se describe para dos copias. Los valores de P se

ajustaron por sexo y edad. Las asociaciones estadisticamente significativas se marcan en negritas.
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c. Construccion de un score genético de riesgo para obesidad.

Con base en las asociaciones observadas en el estudio de cohortes y con la
finalidad de evaluar tanto el efecto acumulado, asi como la variabilidad explicada por
los 10 SNPs sobre el percentil de IMC o el IMC en la cohorte de poblacion infantil y
adulta, respectivamente, se construyé un score de riesgo genético (SRG) sumando
el numero de alelos de riesgo para cada individuo. EI SRG se asocid
significativamente con el percentil del IMC (P<0.01); sin embargo, éste explica solo
el 2.1% de la variacion del percentil del IMC en la cohorte infantil, ademas, la
diferencia de los valores de medias del percentil del IMC entre sujetos con 13
(69.72+27.09) y 18 (81.60+£20.79) alelos de riesgo representa un incremento de
11.88 unidades del percentil del IMC (P=0.006). Consistente con las observaciones
para la cohorte infantil, la asociacion del SRG con el IMC en la poblacién adulta
también fue estadisticamente significativa (P<0.01) y explicé 3.3% de la variabilidad
del IMC. No obstante, la diferencia de los valores de medias del IMC entre sujetos
con 10 (25.74+3.82) y 16 alelos de riesgo (30.17+5.50) representa un incremento de
4.43 kg/m? unidades del IMC (P=0.002) (Figura 3).
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Figura 3. Efecto del numero de alelos de riesgo sobre el percentil del IMC y el IMC en
la cohorte de nifos (A) y adultos (B), respectivamente. Se observd un incremento
significativo y gradual en las medias del IMC en funcién del numero de alelos de riesgo

(P<0.01, ajustado por edad, sexo y ancestria).
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8.2. Asociacion de CNVs con riesgo de obesidad.

Considerando que en conjunto los SNPs no explicaron en gran medida la
heredabilidad de la obesidad y/o el IMC en nuestra poblacion (<5%), se evalud la
asociacion de 5 variantes de numero de copias (CNVs) con el riesgo de obesidad en
poblacién infantil y adulta. La CNV que presenté el mayor rango de variabilidad en
cuanto al numero de copias es la region del gen AMY1A (1p21.1) con un rango de 1
a 19 copias, seguida por la region de los genes de receptores olfatorios OR4P4
(11911) la cual presenté un rango de 0 a 7 copias (Tablas 7 y 8). De las regiones
restantes (1p31.1, 10g11.22 y 16p12.3), el numero maximo de copias observado en
nuestra poblacion fue de 4 y solo las CNVs que mapean tanto al gen del receptor de
polipéptido pancreatico como a los genes de receptores olfatorios (10911.22 y

11911, respectivamente) presentaron la eliminacién en forma homocigota.

a. Asociacion con obesidad en la cohorte infantil.

De las 5 regiones de CNVs analizadas en la poblacion infantil, sélo la
eliminacion de la CNV que mapea a los genes de los receptores olfatorios
OR4P4/OR4S2/0OR4C6 (11q11) presentd una asociacion limitrofe con riesgo de
obesidad (RM=0.774; IC 95%= 0.634-0.945 P=0.047); la eliminacién en forma
homocigota o heterocigota fue mas frecuente en el grupo de nifios delgados al
compararlos con el grupo de nifios con obesidad. Ademas, para la CNV del gen
AMY1A, se observd una tendencia de asociacion con un mayor riesgo de obesidad
al comparar el grupo de nifios con menos de 6 copias vs. el grupo de nifios con 6 o
mas copias de AMY1A (P=0.064; RM= 1.323(0.984-1.780) (Tabla 7).
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Tabla 7. Efecto del numero de copias de 5 regiones de CNVs con riesgo de

obesidad en la cohorte de nifos (n=921).

Locus Gen Rango de Clasificacion Nifos Nifios con RM (IC 95%) Valor
numero Delgados  obesidad de P
de copias (n,%) (n,%)

1p21.1 AMY1A 2-19 Menos de 6 copias 116 (23.9) 128 (29.4) 1.323 (0.984-1.780)  0.064
6 copias 0 mas 369 (76.1) 308 (70.6)

1p31.1 NEGR1 1-4 Eliminacion 25 (5.2) 23 (5.3) 1.078 (0.425-3.622)  0.867
2 o mas copias 460 (94.8) 413 (94.7)

10911.22  NPY4R 14 Eliminacion 21 (4.3) 9 (4.4) 1.064 (0.411-2.758)  0.898
2 0 mas copias 464 (95.7) 417 (95.6)

11911 OR4P4 0-8 Eliminacion 199 (41.0) 151 (34.6) 0.774 (0.634-0.945)  0.047
2 0 mas copias 286 (59.0) 285 (65.4)

16p12.3  GPRC5B 1-4 Eliminacion 11(2.3) 3(2.9) 1.307 (0.472-3.622)  0.606
2 o mas copias 474 (97.7) 423 (97.1)

Abreviaturas: AMY1A, Amilasa alpha 1A; NEGR1, regulador de crecimiento neuronal 1; PPYR1, receptor de neuropéptido

Y 4; OR4P4, familia del receptor olfatorio 4, subfamilia P, miembro 4; G receptor acoplado a proteinas G, clase C, grupo

5, miembro B.

b. Asociacion con obesidad en la cohorte de adultos.

Por otra parte, para la poblacién adulta se observé que sélo la eliminacién (de

1 0 2 copias) de la region que mapea al gen NPYR4 (10911.22) se asocio

significativamente con mayor riesgo de obesidad con una RM de 1.290 (P=0.046;

IC95% 1.062-1.569). De manera interesante y similar a lo observado en la poblacién

infantil, se encontré una tendencia de asociacion del menor numero de copias de
AMY1A (menos de 6 copias) con mayor riesgo de obesidad (P=0.064; RM=1.323
IC95% 0.984-1.780) (Tabla 8).
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Tabla 8. Efecto del numero de copias de 5 regiones de CNVs con riesgo de

obesidad en la cohorte de adultos (n=920).

Locus Gen Rango de Clasificacion Adultos Adultos RM (IC 95%) Valor

numero Delgados con de P
de copias (n,%) obesidad

(n,%)

1p21.1 AMY1A 2-19 Menos de 6 copias 94 (24.5) 65(30.8)  1.521(0.928-2.495)  0.096
6 copias 0 mas 290 (75.5) 371 (69.2)

1p31.1 NEGR1 1-4 Eliminacion 25 (6.5) 3 (6.2) 0.936 (0.877-1.266)  0.923
2 0 mas copias 359 (93.5) 503 (93.8)

10911.22  NPY4R 1-4 Eliminacion 16 (4.2) 36 (6.7) 1.290 (1.062-1.569)  0.046
2 0 mas copias 368 (95.8) 500 (93.3)

11911 OR4P4 0-8 Eliminacion 124 (32.3) 186 (34.7) 1.054 (0.877-1.266)  0.537
2 0 mas copias 260 (67.7) 350 (65.3)

16p12.3  GPRC5B 14 Eliminacion 12 (3.1) 5(2.8) 0.920 (0.580-1.301)  0.906
2 0 mas copias 372 (96.9) 521 (97.2)

Abreviaturas: AMY1A, Amilasa alpha 1A; NEGR1, regulador de crecimiento neuronal 1; PPYR1, receptor de neuropéptido
Y 4; OR4P4, familia del receptor olfatorio 4, subfamilia P, miembro 4; G receptor acoplado a proteinas G, clase C, grupo
5, miembro B.

c. Asociacion con obesidad de la CNV de AMY1A.

Dada la tendencia de asociacion con riesgo de obesidad de la CNV del gen
AMY1A observada tanto en la poblacion infantii como en la poblacion adulta, y
considerando que en la distribucion de numero de copias de AMY1A, las diferencias
mas evidentes de las frecuencias, entre los casos y controles se observaron entre el
grupo de sujetos con <4 copias vs. el grupo con 210 copias (Figura 4), decidimos
realizar una analisis comparando aquellos individuos con <4 copias vs con 210
copias, encontrando que el presentar <4copias de esta CNV se asocio
significativamente con un mayor riesgo de obesidad (RM=1.530; 1C=1.030-2.273
P=0.035;) en el analisis caso-control de la poblacion infantil (Figura 5). Resultados
similares se observaron en el analisis de la poblacién adulta (P=0.040; RM=1.536;
IC=1.019-2.313).
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Figura 4. Distribucion del numero de copias de AMY1A en la cohorte infantil (n=921)
entre nifnos con obesidad (436) y nifios delgados (n=485). Las barras azules representan

a los controles (delgados) y las barras rojas representan los casos (sujetos con obesidad).
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Figura 5. Asociacion del numero de copias de la region de AMY1A con riesgo de
obesidad. Se observé una frecuencia significativamente mayor de sujetos con obesidad
(barras negras) en el grupo de menos de 4 copias de AMY1A en comparacion con el

grupo de mas de 10 copias (P=0.037, ajustada por edad y sexo).
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d. Asociacién de las variantes de niumero de copias con la expresiéon de

sus genes correspondientes ubicados en la CNV.

Para determinar si las CNVs asociadas con riesgo de obesidad también se
asocian con cambios en la expresion del gen o genes ubicados en cada loci, se
realizaron ensayos de cuantificacion de la expresion génica en tejido adiposo de 55
sujetos con obesidad clase Il o Ill. No se indetificod expresion de los genes OR4P4 'y
PPPYR1 en el tejido adiposo de las muestras analizadas. Por otra parte, la
expresion del gen AMY1A fue alta en tejido adiposo, similar a la expresién del gen
de leptina cuantificado en las mismas muestras. Ademas, de manera interesante se
observo una correlaciéon positiva, aunque no significativa entre el numero de copias y
la expresion del gen AMY1A (R=0.143, P=0.323). No obstante, se observd una
correlaciéon negativa entre la expresion del gen AMY1A vy el IMC (R=-0.184,
P=0.097), la circunferencia de cintura (R=-0.374, P=0.060) y la circunferencia de
cadera (R=-0.329, P=0.016).

e. Asociacion de la CNV de AMY1A con la microbiota intestinal.

A la fecha se desconoce el mecanismo por el cual el menor nimero de copias
de AMY1A condiciona a un mayor riesgo de obesidad. Sin embargo, un estudio
reciente realizado en un modelo murino reveld asociacion del locus de amilasa con
el incremento de peso corporal y con la abundancia de Enterobacterias intestinales
(Parks et al. 2013). Con base en estos hallazgos, se ha sugerido que un probable
mecanismo a través del cual la CNV de amilasa se asocia con riesgo de obesidad
podria ser a través de la modulacion de la microbiota intestinal. Sin embargo, ésto no
se ha evaluado en humanos. Por ello, en este estudio se evalud la relacion del
numero de copias del gen AMY1A con la abundancia de los géneros y especies
pertenecientes a las familias bacterianas Enterobacteriae y Prevotellaceae en un
subgrupo de 130 sujetos de la poblacién infantil. No se observaron correlaciones

significativas entre el numero de copias de AMY1A a nivel de familia o género. Sin
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embargo, a nivel de especie se observo un tendencia de correlacion entre el numero
de copias de AMY1A y la abundancia relativa de la especie paraprevotella (R=0.143
P=0.104;). Por tanto, dadas las asociaciones observadas de un bajo numero de
copias de AMY1A con un mayor riesgo de obesidad, se realiz6 un analisis
estratificando en bajo (<4 copias) y alto (210 copias) numero de copias de AMY1A.
De manera interesante, se observdo que aquellos nifios en el tercil mas alto de
numero de copias de AMY1A, tienen una proporcién significativamente mas alta de
las especies paraprevotella 'y Prevotella stercorea comparado con aquellos nifios en
el tercil mas bajo de numero de copias (P=0.018 y P=0.010, respectivamente)
(Figura 6).

Dado que la amilasa es una enzima involucrada en la hidrélisis de carbohidratos, se
buscd determinar si existe una relacion entre el numero de copias de AMY1A vy el
consumo de carbohidratos, para lo cual se realizé un analisis de correlacién del
numero de copias de AMY1A con el consumo de hidratos de carbono en la dieta en
este mismo grupo de nifios y solo se observo una tendencia de correlacidon positiva
(R?=0.228 P=0.188;).
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Figura 6. Diferencias de los valores normalizados de la abundancia de la especie
Prevotella stercorea comparando el tercil mas bajo vs el tercil mas alto de numero

de copias de AMY1A. Se observo que la media de la especie Prevotella stercorea fue
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significativamente mas alta en los sujetos con mas de 10 copias (T3) comparados con

los sujetos con menos de 4 copias (T1) de la region AMY1A. (*P<0.05).

Respecto al locus de amilasa, Perry et al. (2007), demostraron que el numero de
copias de AMY1A presenta variacion entre grupos de diferentes regiones
geograficas, encontrando que, poblaciones con una dieta con un alto contenido de
almidones tienen un mayor numero de copias de AMY1A, lo que sugiere un efecto
de seleccion positiva. Considerando lo anterior, se evaludé el numero de copias de
AMY1A en un grupo de poblacion indigena mexicana originaria del centro del pais
(30 nahuas de puebla) (n=120) y se compar6é con la media obtenida para la
poblacién de adultos y nifios analizados previamente. Se observé que los valores de
medias de la CNV de AMY1A son similares entre el grupo de poblacién mexicana y

los grupos indigenas analizados (7.04 vs 7.49; P=0.218 ) (Figura 7).
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Figura 7. Valores de media de numero copias de la region AMY1A en diferentes
regiones geograficas estratificadas en alto (barras moradas) y bajo (barras verdes)
consumo de carbohidratos. Se observa que las medias para la poblacion mexicana e
indigena mexicana son similares a las medias descritas para regiones con alto consumo de
carbohidratos reportadas en el estudio realizado por Perry y cols, (2007) (Modificada de
Perry y cols, 2007).

8.3. Efecto de variantes candidatas para obesidad sobre el HGNA y el riesgo de
EHNA.

Por ultimo, con el objetivo de determinar el componente genético compartido
entre la obesidad y el HGNA, se evalud la asociacién de los 10 SNPs y las 3 CNVs
previamente asociadas con la obesidad en este estudio, en una cohorte de 130
sujetos con obesidad mérbida. Ademas, considerando que estudios recientes de
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escaneos del genoma completo identificaron 5 variantes cercanas a los genes
PNPLA3, NCAN, GCKR, LYPLAL1 y PPP1R3B asociadas con el HGNA en
poblacion caucasica, también se buscod determinar la relevancia de esas variantes
sobre las caracteristicas histologicas del dafio hepatico en sujetos con obesidad

morbida.

a. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de la poblacion de

estudio.

Esta etapa del estudio incluy6 un total de 130 pacientes con obesidad severa,
la mayoria con diagndstico de obesidad clase lll, con una media del IMC de
44.34+5.52 kg/m?. La media de edad es de 36.97+9.22, siendo en su mayoria
mujeres 66.92%. De los 130 individuos, 53 (40.8%) se diagnosticaron con base en la
evaluacion histoléogica como EHNA (esteatohepatitis) y los 77 restantes se definieron
como no-EHNA (incluyendo a 15 individuos sin esteatosis (11.5%), 27 con esteatosis
simple (20.8%) y 35 fueron indefinidos o posible EHNA (26.9%).

Los valores de medias de los principales parametros bioquimicos relacionados con
el metabolismo de la glucosa (glucosa, insulina, HOMA-Ir) y lipidos (triglicéridos) se
encontraron significativamnete mas altos en los sujetos con EHNA en comparacion
con no-EHNA, al igual que la frecuencia de DT2 (P<0.05) (Tabla 9). De manera
interesante, los niveles de adiponectina y HDL-c fueron significativamente mas bajos
en individuos con EHNA. Como era esperado, el contenido de triglicéridos hepaticos
fue significativamente mayor en biopsias hepaticas de sujetos con EHNA
comparados con sujetos no-EHNA (2.50 vs. 0.71 mg/mg proteina, P=6.3x1078). De
manera interesante, el contenido de colesterol hepatico también fue mas alto en
individuos con EHNA comparado con el grupo no-EHNA (0.12 vs. 0.08 mg/mg
proteina, P=0.010) (Tabla 9).
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Tabla 9. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la cohorte de sujetos con
obesidad clase Il/lll (n=130).

Todos los participantes no-EHNA EHNA

Caracteristica Valor P
(n=130) (n=77) (n=53)

Sexo (H %) 33.08 25.97 43.40 0.038
Edad (afios) 36.97+9.22 37.25+9.55 36.57+8.81 0.680
IMC (kg/m?) 44.3445.52 44 1245.72 44.6715.26 0.797
Bioquimicos
Glucosa en ayuno (mg/dL) 99.36 (27.85) 96.33 (19.75)  105.00 (38.08) 0.001
Insulina en ayuno (ulU/mL) 14.90 (14.63) 12.65 (10.23) 19.10 (28.55) 0.005
HOMA-IR 3.41 (4.57) 3.11 (2.43) 4.88 (10.13) 0.001
DT2 (%) 43 (33.1) 18 (23.4) 25 (47.2) 0.005
Colesterol Total (mg/dL) 173.15+36.86 177.39+35.66 166.98+38.04 0.124
Triglicéridos (mg/dL) 135.67 (80.60) 126.00 (75.25)  143.00 (90.25) 0.006
Colesterol - HDL (mg/dL) 34.53+10.35 36.88+10.62 31.12+8.98 0.006
ALT (IU/L) 29.20 (23.50) 24.67 (21.71) 34.00 (24.33) 0.035
AST (IU/L) 30.75 (30.27) 28.83 (24.50) 34.00 (43.40) 0.070
GGT (IUL) 18.00 (18.25) 16.00 (18.48) 20.50 (18.75) 0.263
Leptina (ng/mL) 34.41+£23.22 31.95+23.25 37.98+22.94 0.061
Adiponectina (ug/mL) 7.10+2.88 7.92+3.14 5.87+1.89 0.001
Lipidos hepaticos
Contenido de TGH (mg/mg proteina) 1.050 (2.092) 0.710 (0.839) 2.500 (2.970) 6.3x108
Contenido de CH (mg/mg protein) 0.100+0.074 0.084+0.049 0.121+0.096 0.010
Histologia hepatica
Grado de esteatosis (0-3) 1.73+£1.03 1.09+0.76 2.66+0.52 3.1x10%
Balonamiento hepatocelular (0-2) 0.96+0.79 0.52+0.60 1.60+£0.57 1.1x10"8
Inflamacion lobular (0-3) 1.10£0.90 0.73+0.77 1.64+0.79 1.1x10%°
Score NAS (0-8) 3.79+2.06 2.34+1.15 5.91+0.93 1.1x1073¢

Los datos se presentan como medias + desviaciones estandar, medianas (rango intercuartil) o n (%).

Valores de P- comparacion entre sujetos No-EHNA Vs. sujetos con EHNA. IMC, indice de masa corporal; HDL, lipoproteina
de alta densidad; HOMA-IR, modelo homeostatico de resistencia a la insulina; T2D, Diabetes tipo 2; ALT, alanino
transaminasa; AST, aspartato transaminasa; GGT, gama glutamil transpeptidasa; HTG, ftriglicéridos hepaticos; HTC,

colesterol hepatico total.
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b. Asociacion con parametros histolégicos del HGNA.

De los 10 SNPs y las 3 CNVs de riesgo para obesidad, solo el SNP del gen
SH2B1 se asocio significativamente con un mayor grado de esteatosis hepatica
(P=0.050) (Tabla 10). En contraste, el analisis de asociacion de los 5 SNPs de riesgo
para estatosis, con el espectro histologico del HGNA reveld que el alelo “G” del SNP
rs738409 del gen PNPLA3 se asoci6é significativamente con un mayor grado de
esteatosis (P=0.011) después de ajustar por confusores como género, edad, IMC y
ancestria (Tabla 10). De manera similar, se observaron tendencias de asociacion de
los SNPs de los genes LYPLAL1T y GCKR con un mayor grado de esteatosis
(P=0.105 y 0.134, respectivamente). En contraste, ninguno de los SNPs analizados
presentd asociacion significativa con el grado de balonamiento o inflamacién. Por
otra parte, es importante sefalar que a pesar de que ninguno de los SNPs se asoci6
significativamente con riesgo de EHNA, de manera interesante, se observd que el
genotipo “GG” del SNP de PNPLA3 fue mas frecuente en el grupo de sujetos con
EHNA comparado con el grupo no-EHNA, aunque esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (P=0.209) (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto de los SNPs sobre el grado de esteatosis y riesgo de EHNA.

Grado de esteatosis Estaus de EHNA
Gen/SNP 0 1 2 3 Valor P No EHNA EHNA Valor P
PNPLAS3 rs738409
cc 7 (46.6) 15(33.3)  7(23.3) 5 (12.5) 24 (31.2) 10 (18.9)
cG 4(26.7) 22 (48.9) 18 (60) 19 (47.5) 35 (45.4) 28 (52.8)
GG 4(26.7) 8 (17.8) 5 (16.7) 16 (40) 18 (23.4) 15 (28.3)

0.011 0.209

GCKR rs1260326
cc 7 (46.7) 18 (40) 12 (40) 15 (37.5) 32 (41.5) 20 (37.7)
CT 5 (33.3) 21(46.7) 14 (46.7)  23(57.5) 34 (44.2) 29 (54.7)
TT 3 (20) 6 (13.3) 4(13.3) 2 (5) 11 (14.3) 4 (7.6)
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0.134 0.314

LYPLAL1 rs12137855

cc 10 (66.7)  32(71.1)  22(73.3)  35(87.5) 56 (72.7) 43 (81.1)
cT 5 (33.3) 10 (22.2)  8(26.7) 3(7.5) 18 (23.4) 8 (15.1)
T 0(0) 3(6.7) 0(0) 2 (5) 3(3.9) 2(3.8)

0.105 0.391

PPP1R3B rs4240624

AA 8 (53.3) 23 (51.1) 18 (60) 25 (62.5) 42 (54.5) 32 (60.4)
AG 7 (46.7) 19(422)  9(30) 11 (27.5) 31 (40.3) 15(28.3)
GG 0 (0) 3(6.7) 3(10) 4 (10) 4(5.2) 6(11.3)

0.288 0.219

SH2B1 rs7498665

AA 10 (66.7)  18(40.0)  12(40.0)  10(25.0) 34 (44.1) 16 (30.2)
AG 5 (33.3) 21(46.7)  10(33.3)  22(55.0) 31(403) 27 (50.9)
GG 0(0.0) 6 (13.3) 8 (26.7) 8 (20.0) 12 (15.6) 10 (18.9)

0.050 0.475

Los datos se expresan como numeros absolutos y porcentajes de casos. Los valores de P se obtuvieron por medio de
regresion logistica utilizando un modelo genético aditivo (Paq) donde el tamafio del efecto se describe por copia de alelo,
excepto para LYPLALT el cual fue analizado utilizando un modelo genético recesivo (P,s) donde el tamafio del efecto se
describe por dos copias de alelo. Los valores de P se obtuvieron por regresién lineal multiple o logistica y se ajustaron por

edad, sexo, IMC y ancestria.

c. Asociacion con el contenido de lipidos hepaticos.

Posteriormente se evalud el efecto de los SNPs sobre el contenido de lipidos
hepaticos, observandose asociaciones consistentes con las previamente descritas
para la esteatosis. De las variantes candidatas para la obesidad, sélo el SNP
rs7498665 del gen SH2B1 se asocio significativamente con un mayor contenido de
triglicéridos hepaticos (P=0.040). Por otra parte, de las variantes candidatas para
HGNA, se observé que por cada copia del alelo “G” del SNP del gen PNPLAS3, el
contenido de triglicéridos hepaticos incremento6 alrededor de un 35% (P=0.013). Del

mismo modo, el SNP del gen LYPLAL1 se asocié significativamente con mayor
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contenido de triglicéridos hepaticos y el alelo de riesgo del gen PPP1R3B exhibid
una tendencia similar aunque la significancia estadistica fue limitrofe (P=0.086,
después de ajustar por género, edad, IMC y ancestria). Ademas, el SNP del gen
GCKR se asoci6 significativamente con mayor contenido de triglicéridos hepaticos
(P=0.049) y present6 una tendencia con mayor contenido de colesterol hepatico
(P=0.068) (Tabla 11).

Tabla 11. Efecto de SNPs en los genes PNPLA3, GCKR, LYPLAL1 y PPP1R3B

sobre el contenido de lipidos hepaticos.

Contenido de TG Hep Contenido de Col Hep

Gen SNP AR  FAR B (ES) Valor P B (ES) Valor P
PNPLA3  rs738409 G 050 0.63(0.22) 0.013 0.01(0.01) 0.916
GCKR rs1260326 C  0.64 0.45(0.25)  0.049 0.03(0.01)  0.068
LYPLAL1 rs12137855 C  0.86 0.77 (0.39)  0.039 0.03(0.02)  0.180
PPPIR3B  rsd4240624 G  0.25 0.47 (0.26)  0.086 0.02 (0.01)  0.197
SH2B1 rs7498665 G 0.39 0.70 (0.34)  0.040 0.02 (0.01)  0.127

Los valores B se presentan como tamafo de efecto por copia de alelo (modelo aditivo), excepto para
LYPLAL1, donde el tamafo de efecto se describe para dos copias de alelo (modelo recesivo). Los
valores de P se obtuvieron de una regresion lineal multiple y se ajustaron por edad, sexo, IMC y
porcentaje de ancestria. Los valores de triglicéridos se transformaron a logaritmo para su analisis. SNP,
polimorfismo de un sélo nucleétido; AR, Alelo de riesgo; FAR, Frecuencia del alelo de riesgo; ES, Error

estandar; TG Hep, Triglicéridos, Hepaticos; Col, Colesterol.

d. Asociacion con los parametros metabdlicos.

Del mismo modo, dado que el HGNA se considera la manifestacion hepatica
del sindrome metabdlico y usualmente se acompafia de alteraciones en el
metabolismo de la glucosa y los lipidos, también se evaludé la asociacion de los

SNPs con parametros metabdlicos y bioquimicos del metabolismo de la glucosa y
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lipidos. A pesar de que solo se observaron asociaciones significativas del alelo “G”
del SNP rs738409 del gen PNPLA3 con niveles elevados de ALT y AST (P<0.05), el
alelo G del SNP rs4240624 del gen PPP1R3B y el alelo C de SNP rs12137855 del
gen LYPLAL1 también demostraron una tendencia de asociacion con mayores
niveles de ALT (P=0.114 y P=0.149, respectivamente). Ademas, el alelo “G” del SNP
del gen PNPLA3 también se asocio significativamente con mayores niveles de
glucosa (P=0.029). De manera interesante, el alelo C del SNP rs1260326 del gen
GCKR se asocié significativamente con menores niveles de insulina y esta
asociacion permanecio significativa después de realizar un ajuste por el estatus de
diabetes. Del mismo modo, la asociacion de este alelo con el indice HOMA present6
significancia limitrofe y alcanzo significancia estadistica después de ajustar por el
estatus de diabetes (Tabla 12).
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Tabla 12. Asociacion de SNPs en los genes PNPLA3, GCKR, LYPLAL1 y PPP1R3B con parametros metabdlicos.

Gen/SNP PNPLA3/rs738409 GCKRIrs1260326 LYPLAL1/rs12137855 PPP1R3B/rs4240624 SH2B1/rs7498665
B (ES) Padd B (ES) Padd B (ES) Padd B (ES) Padd B (ES) Padd
IMC (kg/m2) 0.08(0.69)  0.991 -0.93(0.74)  0.111 -1.70(1.17)  0.071 -0.06(0.79)  0.941 -1.15 (0.83) 0.172
Colesterol (mg/dL) 1.13(4.54)  0.710 -6.28(4.88)  0.378 0.45(7.86)  0.948 3.15(5.18)  0.703 1.37 (5.05) 0.786
Triglicéridos (mg/dL)? 0.77(9.55)  0.931 11.12(10.28) 0.364 27.47(16.32) 0.181 6.75(10.89) 0.854 4.94 (12.55)  0.667
Col-HDL (mg/dL) 0.05(1.28)  0.921 -2.76(1.36)  0.061 2.94(2.19)  0.227 -1.05(1.46)  0.551 -1.31 (1.47) 0.373
Glucosa (mg/dL)? 7.69(2.73)  0.026 3.42(3.03)  0.404 7.79(4.84)  0.058 1.39(3.23)  0.901 5.13 (3.65) 0.119
Insulina (uIU/mL)? 1.32(321)  0.785 9.23(3.32)  0.048 7.19(587)  0.064 0.20(3.68) 0.733 -0.75 (3.52) 0.792
HOMA-IR? 0.78(0.92)  0.872 -2.21(0.97)  0.089 2.02(1.70)  0.039 0.25(1.06)  0.802 0.16 (1.54) 0.763
ALT (UI/L)2 12.78(3.99) 0.020 5.03(4.50)  0.957 10.37(7.16)  0.149 543(4.74) 0.114 10.99 (7.11)  0.127
AST (UI/L)2 17.44(4.79)  0.002 5.63(546)  0.751 10.29(8.71)  0.468 3.03(5.77)  0.682 4.57 (6.05) 0.453
GGT (UIL)® 1.69(2.71)  0.898 1.68(2.92)  0.594 0.35(3.08)  0.335 4.39(3.78)  0.545 3.593 (3.765)  0.443

Los valores B se presentan como tamafio del efecto por copia de alelo (Padd), excepto para LYPLAL1 el cual se analizo utilizando un modelo recesivo (Pres), donde el
tamafio de efecto se describe para dos copias de alelos, error estandar (ES). Los valores P se obtuvieron por regresion lineal multiple y se ajustaron por sexo, edad, IMC y
ancestria. a variables transformadas a logaritmo para su analisis. Abreviaturas: SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; IMC, indice de masa corporal; HDL-c, colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad; HOMA-IR, Modelo homeostatico de resistencia a la insulina; ALT, Alanino transaminasa; AST, Aspartato transaminasa; GGT, Gama

glutamil transpeptidasa.
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e. Asociacion de un score de riesgo genético para el HGNA.

Con la finalidad de evaluar el efecto acumulado de los SNPs analizados sobre
el riesgo de EHNA, se construyd un score de riesgo genético incluyendo a los SNPs
que presentaron una tendencia de asociacion con el contenido de triglicéridos
hepaticos, ubicados en los genes PNPLA3, LYPLAL1, GCKR, PPP1R3B y SH2B1.
El rango de alelos de riesgo en la muestra fue de 2 a 8. Se observo un incremento
significativo y gradual en el contenido de triglicéridos hepaticos en funcion del
numero de alelos de riesgo (P=1.0x10"%). De tal manera que, los individuos que
portan 8 alelos de riesgo presentaron un mayor contenido de triglicéridos hepaticos,
en comparacion con los portadores de 2 alelos de riesgo (Figura 8). El analisis
utilizando un score de riesgo genético ponderado arrojo resultados similares
(P=2.0x10"%). Ademas, el score de riesgo genético también se asocio
significativamente con mayor grado de esteatosis, mayor contenido de triglicéridos y
colesterol hepatico y mayores niveles sericos de AST y ALT (P<0.05). De manera
interesante, el score de riesgo genético explica 17.5% de la variabilidad del
contenido de triglicéridos hepaticos, mientras que el SNP de PNPLA3 explica 7.9%
del contenido de triglicéridos hepaticos. Sin embargo, este score no se asocidé con
riesgo de EHNA, aunque la media fue mayor en sujetos con EHNA vs no-EHNA
(4.7£1.4 vs. 4.3+x1.2; P=0.205) (Tabla 13). Por otra parte, considerando que la
magnitud del dano hepatico puede estar influenciada por la adiposidad, se realiz6é un
analisis adicional estratificado por terciles de IMC. Las asociaciones del SRG con el
mayor contenido de triglicéridos hepaticos permanecio significativa en todos los
terciles del IMC (P<0.05) y aunque el SRG fue mayor en individuos con EHNA en
todos los terciles de IMC, las asociaciones no alcanzaron significancia estadistica.
No obstante, al realizar un andlisis estratificando el score de riesgo genético en
terciles (T1=2-3 alelos de riesgo, n=34; T2=4-5 alelos de riesgo, n=69; y T3=6-7
alelos de riesgo, n=27) se observd que los sujetos ubicados en el 3er tercil
presentan un riesgo significativamente mayor de desarrollar EHNA comparados con
los sujetos en el 1er y 2do tercil (RM=2.55 IC 95%=1.09-6.01; P=0.038 ajustada por

sexo, edad, IMC vy ancestria) (Figura 9). Sin embargo, el modelo logistico
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multivariado basado en el SRG no predijo el estatus de EHNA como lo demostro el
area bajo la curva ROC (ABC 0.56; IC 95% 0.46-0.67; P=0.219). En contraste, el
modelo construido con las variables clinicas (adiponectina, ALT, niveles de colesterol
HDL y estatus de DT2) fueron predictores significativos de el estaus de EHNA ya
que el area bajo la curva ROC fue de 0.739 (IC 95% 0.647-0.831; P<0.001).
Finalmente, la integracién del SRG al modelo construido con las variables clinicas no
mejoro significativamente el estatus de discriminacion de EHNA (AUC 0.744, IC 95%
0.653-0.835).

Contenido de triglicéridos hepaticos
mg/mg de proteina total

2 3 4 5 6 7 8
n=3 n=18 n=19 n=32 n=28 n=16 n=5

Numero de alelos de riesgo

Figura 8. Efecto del nimero de alelos de riesgo sobre el contenido de triglicéridos
hepaticos. Se observé un incremento significativo en las medias del contenido de
triglicéridos hepaticos en funcion del numero de alelos de riesgo (P= 1.0x10* ajustado por
edad, sexo, IMC, diabetes tipo 2 y porcentaje ancestria).
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Tabla 13. Asociacion de SRG con rasgos asociados al HGNA.

Caracteristicas Clinicas B (ES) o RM Valor P
(95%IC)
Contenido de TG Hep? 0.489 (0.122) 1.0x10
Contenido de Col Hep 0.012 (0.006) 0.048
ALT (Ul/L)2 8.221 (2.306) 0.002
AST (Ul/L)? 8.953 (2.766) 0.014
Grado de esteatosis 0.145 (0.071) 0.029
EHNA 1.21 (0.89-1.64) 0.205

Los valores de P se obtuvieron utilizando de regresion lineal o logistica multiple
y se ajustaron por edad, sexo, IMC, DT2 y ancestria. a las variables se
transformaron a logaritmo para su analisis. Abreviaturas: ES, Error estandar;
RM, Razon de momios; TG Hep, Triglicéridos hepaticos; Col Hep, Colesterol
hepatico; ALT, Alanino transaminasa; AST, Aspartato transaminasa; EHNA,

Esteatohepatitis no alcohdlica.
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Figura 9. Asociacién del SRG estratificado por terciles con riesgo de EHNA. El
porcentaje de sujetos con EHNA fue significativamente mayor en el grupo de individuos del
T3 de alelos de riesgo (AR) (6-7 AR), en comparacion con el grupo de individuos del T1 o0 2
de AR (= 5 AR) (RM= 2.55; IC=1.09-6.01; P=0.038, ajustado por edad, sexo, IMC, Diabetes
Tipo 2 y ancestria).

74



9. DISCUSION

Incidencia de obesidad en la poblacion infantil y adulta mexicana.

La obesidad es un problema de salud publica y actualmente se considera una
epidemia (Kelly et al., 2008). De manera particular, en México la prevalencia de
obesidad en adultos y nifios se incrementd de manera significativa en las ultimas tres
décadas (Gutiérrez et al., 2012). En este estudio se incluyeron 2 cohortes de
poblacién mexicana: infantil y adulta. La prevalencia combinada del sobrepeso y la
obesidad en la cohorte de adultos fue de 65.1%, similar a lo estimado en la ultima
encuesta nacional de salud y nutricion, la cual reporta una prevalencia del 72.5%
(Hernandez-Avila et al., 2016). Respecto a la cohorte infantil, en este estudio la
prevalencia combinada del sobrepeso y la obesidad fue de 47.6%, 14 puntos
porcentuales por arriba de la prevalencia estimada en la ENSANUT 2016 para la
poblacion de 5-11 afos residente de la Ciudad de México (33.2%) (Hernandez-Avila
et al., 2016). Sin embargo, estos datos son consistentes con las prevalencias
reportadas en otros estudios realizados en cohortes similares de poblacion infantil
mexicana obtenidas en distintos centros educativos y de salud de la Ciudad de
México, las cuales van desde un 48 hasta un 50% (Perichart-Perea et al., 2007; Del
Rio-Navarro et al., 2008). Por otra parte, la poblacion indigena analizada en este
estudio presentd una prevalencia combinada del sobrepeso y la obesidad de 61.3%,
similar a la observada en la poblacion adulta (65.1%) y a la reportada en un estudio
realizado en una muestra de 19,577 indigenas de México (59%) (Stoddard et al.,
2011). Estos datos son interesantes debido a que aun cuando se sugiere que la
poblacién indigena esta expuesta a factores ambientales y de estilo de vida
asociados a un menor riesgo de obesidad, la prevalencia de sobrepeso y obesidad
es particularmente alta, sugiriendo una importante contribucién genética al desarrollo
de obesidad en la poblacibn mexicana. Por ello, en este estudio se evalud la
asociacion de variantes genéticas con el riesgo para desarrollar obesidad en una

muestra de poblacion mexicana.
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Contribucién de SNPs comunes identificados a través de GWAs al riesgo de

obesidad en la poblacion mexicana.

Este es el primer estudio que valida un numero importante de variantes
genéticas asociadas con la obesidad por GWAs y examina el efecto conjunto de
estas variantes sobre la obesidad en la poblacién adulta e infantil mexicana. De los
18 SNPs analizados, 5 presentaron asociacion significativa con mayor riesgo de
obesidad (rs9939609/FTO, rs6548238/ TMEM18, rs7566605/INSIG2,
rs7138803/FAIM2-BCDIN3 y rs6265/BDNF), esto sugiere que variantes comunes
previamente asociadas a la obesidad en poblacion de origen europeo, también
confieren susceptibilidad a la obesidad en poblacion mexicana. Es importante
mencionar que los alelos de riesgo fueron los mismos en ambas poblaciones,
excepto para la variante rs7566605 del gen INSIG2 (Herbert et al., 2006; Frayling et
al., 2007; Dina et al., 2007; Loos et al., 2008; Willer et al., 2009; Thorleifsson et al.,
2009; Meyre et al., 2009).

Asociacion del gen FTO con la obesidad.

De manera particular, en este estudio el SNP rs9939609 del gen FTO
presento el valor de asociacién con la obesidad mas significativo. Cabe sefalar que
variantes cercanas al gen FTO muestran el mayor numero de réplicas y las
asociaciones mas fuertes y significativas con el riesgo de obesidad en poblaciones
de diferentes origenes étnicos (Hotta et al., 2009; Renstrom et al., 2009; Li et al.,
2010; Rouskas et al., 2012). De manera interesante, el analisis estratificado por el
grado de obesidad presentd asociacion significativa del SNP rs9939609/FTO
unicamente con obesidad clase lll. La asociacion con obesidad clase lll, ya habia
sido previamente reportada en distintas poblaciones, incluyendo la poblacion
mexicana (Villalobos-Comparan et al., 2008; Dina et al., 2007; Hotta et al., 2008;
Cotsapas et al.,, 2009). Es interesante que a pesar de la fuerte asociacion de la
variante rs9939609/FTO con el riesgo de obesidad, no se observaron asociaciones

significativas con el IMC en la poblacién adulta, infantil o en el analisis combinado.
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La falta de asociacion puede atribuirse a: a) la asociacion del SNP rs9939609/FTO
observada particularmente con obesidad clase |ll y el numero reducido de individuos
con obesidad severa incluidos en las cohortes de nifios y adultos b) la baja
frecuencia del alelo de riesgo “A”, observada en la cohorte de poblacién mexicana
(18.1-19.4%) comparada con la reportada para sujetos de origen europeo (41%)
(Frayling et al., 2007), lo cual disminuye el poder estadistico para detectar asociacion
con los parametros cuantitativos relacionados con la adiposidad. Ademas, la falta de
asociacion del SNP rs9939609/FTO con el IMC en nifios es consistente con un
estudio longitudinal, en el cual se observa un comportamiento bifasico para esta
variante, es decir, presenta un efecto débil en la etapa infantil y esté se acentua en la
edad adulta (Hardy et al., 2010), lo cual sugiere que el efecto de la variante es
dependiente de la edad y posiblemente del tiempo de exposicibn a un ambiente
obesogénico (Andreasen et al., 2008; Jacobsson et al., 2008; Qi et al., 2008;
Sonestedt et al., 2011). Por otra parte, en contraste a los estudios que sugieren que
la variante rs9939609/FTO puede estar asociada con el riesgo de DT2, en este
estudio no se observaron asociaciones con los parametros relacionados con el
metabolismo de la glucosa o lipidos. Esto coincide con estudios que han fallado en
encontrar asociaciéon con el riesgo de DT2 y que sugieren que el efecto de la
variante sobre los rasgos metabdlicos puede ser consecuencia del incremento en la
adiposidad (Frayling et al., 2007; Freathy et al., 2008; Meyre et al., 2012; Renstrom
et al., 2009; Robiou-du-Pont et al., 2013; Thomsen et al., 2012). El gen FTO codifica
para una demetilasa de DNA, cuya funcién aun no se ha dilucidado completamente.
No obstante, estudios en modelos murinos que sobreexpresan el gen, presentaron
un incremento en el peso corporal y masa grasa (Church et al, 2010), lo cual
evidencia la importancia del gen FTO en la regulacion del peso corporal,
probablemente a través de la regulacion del balance energético, dada su alta
expresion en el sistema nervioso central (Fawcett y Barroso, 2010). Ademas,
estudios funcionales mas recientes, han demostrado que el gen FTO podria
desempenar una funcién en la adipogénesis. A este respecto, un estudio realizado
en lineas celulares demostré que la presencia del SNP rs1421085/FTO, el cual se

encuentra en alto desequilibrio de ligamiento con el SNP rs9939609 analizado en
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este estudio (r2 >0.85), altera la unién del factor de transcripcion ARIDSB; lo cual
resulta en la activaciéon de genes que favorecen la diferenciacion de adipocitos
blancos vs. adipocitos pardos, por lo cual es posible que la presencia de la variante
aumente el riesgo de obesidad a través del incremento en el almacenamiento de las

reservas grasas y la disminucion de la termogénesis (Claussnitzer et al., 2015).

Asociacién del gen TMEM18 con la obesidad.

El SNP rs6548238 cercano al gen TMEM18 presento el segundo valor mas
significativo de asociacién con obesidad en este estudio. Esto coincide con los datos
publicados en el metaanalisis mas reciente de estudios de GWAs para el IMC, en
donde TMEM18 junto con FTO y MC4R presentaron las asociaciones mas
significativas con la obesidad (Locke et al., 2015). De manera consistente, al realizar
un analisis estratificado con los distintos grados de obesidad se encontré que el alelo
de riesgo “C” del SNP rs6548238/TMEM18 se asocidé con todos los grados de
obesidad. Ademas, este SNP se asocid con parametros relacionados con la
adiposidad en la poblacion adulta, incluyendo un mayor IMC; cada copia del alelo de
riesgo “C” incrementa 1.3 kg/m? del IMC. Estos hallazgos son consistentes con
estudios que han presentado asociacion de TMEM18 con medidas de adiposidad
(Almen et al., 2010; Scherag et al., 2010). A pesar de que este gen ha sido asociado
con la obesidad infantil en poblaciones de origen europeo, en este estudio no se
replico tal asociacion. (Almen et al.,, 2010; Holzapfel et al., 2010; Rask-Andersen et
al., 2011; Thorleifsson et al., 2009; Willer et al., 2009). En cuanto a la funcién del
gen, TMEM18 codifica para una proteina transmembranal con alta expresion en el
hipotalamo, sugiriendo una funcién en la regulacion de la ingesta y gasto energético
(Almen et al., 2010). No obstante, también se ha descrito una alta expresién en tejido
adiposo, higado y musculo esquelético en humanos. Especificamente, la variante
rs6548238 se ubica en la region promotora, aproximadamente 30 kb rio arriba del
gen TMEM18. Analisis in silico predicen que el SNP rs6548238 afecta la unién al
factor de transcripcion FOXA1, el cual participa en la homeostasis de la glucosa
(Ching-Ti et al., 2014). Sin embargo, en este estudio al realizar un analisis con los
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rasgos del metabolismo de la glucosa no se encontraron asociaciones significativas.
Esto coincide con los datos descritos en estudios de poblacion de origen europeo,
donde las asociaciones con DT2 no persisten después de ajustar por el IMC
(Renstrom et al., 2009; Sandholt et al., 2011).

Asociacion del gen INSIG2 con la obesidad.

Por otra parte, uno de los resultados mas interesantes del estudio, es la
asociacion del SNP rs7566605 del gen INSIG2 con la obesidad, ya que en trabajos
previos se han presentado resultados inconsistentes (Dina et al., 2007; Lyon et al.,
2007; Hotta et al., 2008; Bressler et al., 2009). En este estudio, se encontrd
asociacion con un mayor IMC en la poblacién infantil y adulta del alelo “G” y no el
“C”, como se describid en el primer estudio de Herbert et al (2006). La asociaciéon de
un alelo distinto del mismo SNP con la obesidad, podria ser explicada por el
desequilibrio de ligamiento (DL) con otras variantes ubicadas en este locus. EI SNP
rs7566605 esta localizado 10 kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion del
gen INSIG2 y su relevancia funcional es desconocida. El gen INSIG2 codifica para
una proteina implicada en la regulacion de la adipogénesis y almacenamiento de
lipidos, lo cual lo convierte en un gen candidato funcional no sélo para la obesidad,
sino para la modulacién de otros parametros relacionados con el metabolismo de
lipidos (Kaulfer et al., 2015). No obstante, no se observaron asociaciones
significativas con los niveles séricos de CT, TG o C-HDL, lo cual coincide con
estudios que han fallado en encontrar asociacion de la variante rs7566605/INSIG2
con parametros bioquimicos relacionados con la adiposidad (Talbert et al., 2009;
Liem et al., 2010).

Asociacion de la variante rs7138803 cercana a los genes FAIM2/BCDIN3 con la

obesidad.

La asociacion de la variante rs7138803/FAIM2/BCDIN3 con el riesgo de

obesidad se ha replicado en poblaciones de diversos origenes étnicos (Mei et al.,
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2012; Xi et al, 2011; Hotta et al, 2009). En este estudio, el SNP
rs7138803/FAIM2/BCDIN3 presento el riesgo de obesidad mas alto; asi como el
mayor efecto sobre la variacion del IMC, tanto en nifios como en adultos. La
presencia de dos copias del alelo de riesgo, representa un incremento 2.6 kg/m? en
adultos y de 1.48 kg/m? en nifos, sugiriendo un claro efecto obesogénico desde
etapas tempranas de la vida, lo cual es consistente con estudios previos que
reportan asociacion de la variante con la modulacion del IMC en la infancia (Mei et
al., 2012; Dorajoo et al., 2012). La variante rs7138803 es intergénica, se localiza
entre el gen BCDIN3 y FAIMZ2, los cuales son altamente expresados en el
hipotalamo; un area involucrada en la regulacion del apetito y el gasto energético
(Willer et al., 2009; Thorleifsson et al., 2009). Sin embargo, se requieren estudios
que permitan dilucidar los mecanismos moleculares a través de los cuales estos

genes podrian estar participando en el desarrollo de la obesidad.

Asociacién con el riesgo de obesidad clase Il

Ademas de los genes FTO y TMEM18, se identificaron variantes cercanas a
los genes MC4R y BDNF asociadas particularmente con obesidad clase Ill. La
asociacion del SNP rs17782313/MC4R con obesidad severa en la poblacién
mexicana es consistente con diversos estudios realizados en poblaciones de origen
europeo (Loos et al., 2008; Willer et al., 2009; Thorleifsson et al., 2009; Meyre et al.,
2009). Ademas, mutaciones en el gen MC4R son la causa principal de obesidad
monadgenica (Farooqi et al., 2008;). Este gen participa en la regulacion del balance
energético, especificamente en la via leptina-melanocortina en el hipotalamo (Hinney
et al., 2013; Shen, et al., 2017). Por ello, es posible especular que la asociacion
observada con la obesidad clase Ill en este estudio, podria explicarse por la
presencia de variantes funcionales en alto DL con el SNP rs17782313, afectando la

regulacion del balance energético.

De igual manera, la variante rs6265/BDNF se asocio particularmente con obesidad

clase lll en este estudio. Los analisis in silico indican que la variante rs6265
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condiciona un cambio de una metionina por una valina en la posicion 66 de la
proteina. Ademas, estudios in vitro demostraron que este cambio resulta en la
disminucién de la secrecién de la proteina (Chen et al., 2004). Por lo tanto, el SNP
rs6265/BDNF podria incrementar el riesgo de obesidad a través de secrecion
disminuida de la proteina BDNF. Dado que el gen BDNF tiene una funcién clave en
la homeostasis energética, como regulador secundario en la via leptina-
melanocortina, mutaciones en este gen tanto en roedores como en humanos,
resultan en hiperfagia y obesidad severa (Xu et al., 2003; Lyons et al., 1999; Han et
al., 2008; Xu et al., 2016; Gray et al., 2006).

Ausencia de asociacion de variantes de genes candidatos posicionales con la
obesidad.

De los 18 SNPs analizados en este estudio, 11 no se asociaron con obesidad,
aunque la direccion del efecto de los alelos de riesgo fue la misma que los trabajos
originales (Willer et al., 2009; Thorleifsson et al., 2009; Meyre et al., 2009). La falta
de asociacion podria deberse a que no se tiene el poder estadistico suficiente para
detectar asociacion con obesidad (poder estadistico de 6.3% a 72.7%). Ademas, los
alelos de riesgo presentaron frecuencias menores en los mexicanos que en la
poblacién caucasica, lo que concuerda con las frecuencias mas bajas observadas en
una muestra de poblacion indigena de México. Por tanto, estudios adicionales en
poblaciones con un mayor niumero de participantes, son necesarios para confirmar

estos resultados.

Asociaciéon del gen GNPDA2 con parametros antropométricos relacionados a

la obesidad en nifios.

Los estudios de asociacidon genética con la obesidad infantil, aun son escasos
(Warrington et al., 2015; Chesi y Grant, 2015; Felix et al., 2016). En este estudio,
solo dos variantes genéticas presentaron asociacion con el percentil del IMC en

nifios. De ellas, como ya se mencioné el SNP rs7138803 cercano a los genes
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FAIMZ2/BCDIN3 presentd asociacidon con un mayor IMC tanto en niflos como en
adultos. En contraste la variante rs10938397 del gen GNPDAZ2 present6 asociacion
con el IMC unicamente en nifios. Este hallazgo es consistente con un metaanalisis
que incluye mas de 35,000 nifios de origen europeo, que identificé 15 loci asociados
con riesgo de obesidad infantil, entre ellos la variante rs10938397/GNPDAZ2 (Felix et
al.,, 2016). Ademas, esta asociacion con la obesidad también ha sido descrita
previamente en nifios mexicanos (Mejia-Benitez et al., 2013), sugiriendo su
relevancia para el desarrollo de la obesidad, particularmente en la infancia. El gen
GNPDAZ2 participa en la via de sefalizacion de la hexosamina y estudios funcionales
en modelos murinos demostraron que los niveles de ARNm de GNPDAZ2 se
encuentran disminuidos en el hipotalamo de ratas alimentadas con una dieta alta en
grasa (Gutiérrez-Aguilar et al., 2012). Sin embargo, el mecanismo molecular por el

cual se asocia con la obesidad aun no ha sido esclarecido.

La heterogeneidad de las asociaciones entre la poblacién infantil y adulta, podria
deberse a: a) diferencias en los valores de heredabilidad descritos para el
IMC/obesidad entre nifios y adultos (Guo et al, 2015), b) diferencias en la
prevalencia del sobrepeso y la obesidad entre la poblacion infantil (47.6%) y adulta
(65.7%), c) diferencias en las frecuencias de complicaciones metabdlicas
relacionadas con la adiposidad (por ejemplo, en los adultos la frecuencia de
resistencia a la insulina fue de 31.3%, en tanto, en nifios fue de 10%), d) el menor
tiempo de exposicion a un ambiente obesogénico en los nifios en comparacion con
los adultos y e) un ambiente obesogénico potencializado en la actualidad, en
comparacién a décadas pasadas (Xiang-Rui et al., 2014). En consistencia, existe
cada vez mas literatura que reporta diferencias en las asociaciones genéticas
dependientes de la edad. Por ejemplo, Scherang y cols. reportaron asociacion con
obesidad del locus del gen TNKS/MSRA en nifios y adolescentes, pero no en adultos
(Scherang et al., 2010).
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Asociacion de variantes de riesgo para la obesidad en una muestra de

poblacion indigena mexicana.

De las 10 variantes analizadas, unicamente el alelo de riesgo “A” del SNP
rs9939609/FTO se asocio con el IMC en la muestra de poblacion indigena; a pesar
de su baja frecuencia (5.5%) en comparacion con la poblacién mexicana (19.4%) y
europeos (41%). Este resultado es consistente con la asociacion observada en un
estudio realizado en poblacion indigena pima (Rong et al., 2009), lo cual denota la
importancia de una variante identificada originalmente en poblacién europea, para la
obesidad en poblaciones nativas americanas. Sin embargo, son necesarios estudios
adicionales que permitan identificar la contribuciéon genética asociada a la obesidad
en poblaciones indigenas de México, las cuales presentan una prevalencia alta de

esta patologia.

Efecto acumulado de variantes genética sobre la adiposidad.

El analisis integrando el efecto de cada una de las variantes genéticas que
presentaron asociacion con riesgo de obesidad de manera individual, se realizd
mediante la construccion de un score de riesgo genético (SRG) (Fava et al., 2013);
lo que podria ser util para identificar individuos con mayor suceptibilidad genética
para desarrollar obesidad. En este estudio se demostré un efecto aditivo de las 10
variantes genéticas sobre medidas de adiposidad, como el IMC. No obstante, en
conjunto los 10 SNPs analizados en este estudio no explican mas del 5% de la
variabilidad del percentil del IMC o del IMC, en la cohorte de poblacion infantil y
adulta. Estos célculos son consistentes con lo descrito en estudios previos (Willer et
al., 2009; Li et al., 2010; Xiang-Rui et al., 2014; Martinez-Garcia et al., 2013), y
sugieren que la informacidn genética disponible proveniente de los SNPs es
insuficiente para la construccion de perfiles genéticos de riesgo para la obesidad.
Por ello, aun se requiere identificar variantes comunes/frecuentes y variantes poco
frecuentes/raras. Estas ultimas con efectos mayores que ayuden a explicar la

heredabilidad estimada para el IMC, la cual oscila entre un 40—70% (van der Klaauw
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y Farooqi, 2015). Esta heredabilidad faltante que no es explicada por el analisis
conjunto de SNPs, puede deberse al numero limitado de variantes analizadas, a una
contribucion menor de cada una de ellas, asi como a interacciones gen-gen o gen-

ambiente (Stranger et al., 2011), las cuales no fueron evaluadas en este estudio.

Asociacion de variantes en numero de copias (CNVs) con la obesidad.

Dado que en conjunto los SNPs analizados en este estudio no explican mas
del 5% de la variabilidad del IMC, y que el metaanalisis mas reciente de estudios de
GWAs para obesidad calcul6 que sélo un 20% de la variabilidad de este rasgo puede
ser explicado por SNPs (Locke et al., 2015), se ha sugerido que las CNVs pueden
contribuir de manera importante a la heredabilidad de enfermedades complejas y
rasgos comunes como la obesidad (Almal y Padh, 2012). Este trabajo representa el
primer estudio que evalua la participacion de 5 variantes en numero de copias
[1p21.1 (AMY1A), 1p31.1 (NEGRT1), 10q11.22 (NPYR4), 11q11(OR4S2) vy
16p12.3(GPRC5b)] con riesgo de obesidad en poblaciéon mexicana. El rango de
numero de copias para las 5 regiones analizadas es similar a lo descrito en estudios
previos realizados en otras poblaciones (Willer et al., 2009; Bao-Yong et al., 2009;
Jarick et al., 2011; Speliotes et al., 2010; Falchi et al., 2014). Las CNVs también
presentaron diferencias en los efectos sobre el riesgo de obesidad dependiente del
grupo de estudio (nifios y adultos), estas diferencias en los efectos pueden ser

explicadas por los mismos factores previamente descritos para los SNPs.

Asociacién de la CNV 1p21.1 (AMY1A) con la obesidad.

En este estudio sdlo la CNV en el locus de AMY1A presentd asociacion con
obesidad en nifos y adultos, lo cual resalta la importancia de esta CNV sobre la
adiposidad desde etapas tempranas de la vida. Estos datos son consistentes con el
estudio realizado por Falchi et al. (2014), asi como con estudios previos realizados
en nifos italianos y mujeres finlandesas, en los cuales se reporta que un menor

numero de copias del gen AMY1A se asocia con un mayor riesgo de obesidad
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(Viljakainen et al., 2015; Marcovecchio et al., 2016). Sin embargo, el efecto
observado en este estudio es notablemente menor tanto en niflos como en adultos
(RM=1.53-1.54), comparado con el descrito en el estudio original por Falchi et al.
(RM=7.67), quienes proponen que la CNV de AMY1A es la variante genética con el
mayor efecto sobre la obesidad, aun en comparacion con el efecto descrito para
SNPs del gen FTO (Falchi et al., 2014). No obstante, aunque la asociacién de la
CNV de AMY1A con el riesgo de obesidad en nifios mexicanos, ya se habia
informado por Mejia-Benitez et al. (2015), quienes describen un efecto benéfico del
mayor numero de copias de AMY1A sobre el riesgo de obesidad (Mejia-Benitez et
al., 2015), mas que una asociacion de un numero reducido de copias de AMYA1 con
un mayor riesgo de obesidad como se observa en este estudio, lo cual podria

constituir una hipétesis distinta (Usher et al., 2015).

El locus de AMY1A presentd una alta variacion en numero de copias y se ha
sugerido que evoluciond en respuesta a presion selectiva, como consecuencia de la
transicion a una dieta rica en almidones, ya que poblaciones con alto consumo de
hidratos de carbono presentan un mayor numero de copias de AMY71A y mayor
actividad de la enzima en comparacion con aquellas con una dieta baja en hidratos
de carbono, sugiriendo una ventaja metabdlica selectiva para aquellos individuos con
una dieta alta en almidones mejorando su digestién (Perry et al., 2007). En este
estudio se observé que el rango de numero de copias de AMY71A en poblacién
mexicana e indigena mexicana es amplio (1-19), similar a lo descrito para
poblaciones con una ingesta alta de hidratos de carbono, donde los almidones
representan hasta el 50% del total de hidratos de carbono ingeridos en la dieta
(Mandel et al., 2010), lo cual sugiere que el mayor numero de copias de AMY1A, y
en consecuencia una mayor cantidad de amilasa salival (Mandel et al., 2010),
confieren una ventaja metabdlica para los individuos que consumen una dieta con un
contenido alto de hidratos de carbono, particularmente almidones, mediante una

digestion mas eficiente.
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Asociacion de la CNV del gen AMY1A con la microbiota intestinal.

El mecanismo por medio del cual el numero de copias de AMY1A se asocia
con riesgo de obesidad no ha sido descrito. Sin embargo, en un estudio reciente
realizado en modelos murinos alimentados con dieta alta en grasa y sacarosa, se
encontré que el locus de AMY1A se asocia con un mayor peso y una mayor
proporcion de Enterobacterias intestinales (Parks et al., 2013). Estas bacterias se
han asociado con la obesidad en humanos (Karlsson et al., 2012), sugiriendo que la
participacion de AMY71A en la obesidad, podria estar mediada a través de la
modulacién de la microbiota intestinal (Falchi et al., 2014). Sin embargo, en este
estudio no se observaron correlaciones significativas entre el numero de copias de
AMYA1 y la abundancia relativa de Enterobacterias intestinales. En contraste, se
observd que los nifios con un mayor numero de copias de AMY1A tienen una mayor
abundancia de la especie Prevotella stercorea. Los hallazgos de estudio permiten
especular que el numero elevado de copias de AMY7A incrementa la digestion de
los hidratos de carbono (especificamente los almidones) y en consecuencia, la
disponibilidad de sustratos requeridos para el enriquecimiento de Prevotella en el
intestino (De Filippo et al., 2010; Nakayama et al., 2015). Esto coincide con estudios
de enterotipos que reportan la seleccion de especies del género Prevotella por una
dieta basada en carbohidratos (Wu et al., 2011), dado que se ha documentado que
las especies del género Prevotella contienen genes que codifican para enzimas
degradadoras de carbohidratos (Acceto et al., 2015). Ademas, estudios recientes
han demostrado que el incremento de la abundancia de especies de Prevotella,
protege contra el desarrollo de obesidad (Haro et al., 2016). Con base en estos
hallazgos, se podria especular que aquellos individuos con un mayor numero de
copias del gen AMY71A y con una mayor ingesta de hidratos de carbono
(particularmente almidones), tendrian una mayor cantidad de sustratos necesarios
para el enriquecimiento de algunos géneros bacterianos, como Prevotella (Figura
10). De ser asi, éste podria ser un mecanismo protector contra la ganancia de peso
corporal. Este es el primer estudio que demuestra una probable relacién entre la
CNV de AMY1A, la modulacion de la microbiota intestinal y la obesidad en humanos.
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Sin embargo, estudios adicionales en modelos animales y en humanos son

necesarios para confirmar estos hallazgos.

Figura 10. Posible mecanismo para la relacion del nimero de copias de AMY1A-
microbiota intestinal-obesidad. Los hallazgos encontrados en este estudio sugieren que
un mayor numero de copias de AMY1A (el cual se ha asociado con una mayor hidrdlisis de
carbohidratos), podria condicionar una mayor cantidad de sustratos para el enriquecimiento
de géneros bacterianos como Prevotella, la cual a su vez se asocia con un menor peso

corporal.
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Asociacion de la CNV de los genes OR4P4/OR4S2/OR4C6 con la obesidad.

En la poblacion infantil, la CNV 11g11, que incluye a 3 genes de la familia 4
de receptores olfatorios (OR4P4/OR4S2/OR4C6) se asocié con el riesgo de
obesidad. Esta asociacion es consistente con un estudio previo realizado en nifios
chinos (Zhang et al., 2015). Asi como con diversos estudios que han presentado la
asociaciéon de polimorfismos en los genes de la familia de receptores olfatorios con la
obesidad (Choquette et al., 2012). Ademas, existen evidencias que sugieren que la
respuesta heddnica a las propiedades sensoriales de los alimentos como el olfato y
el gusto pueden influir en el comportamiento alimentario a través de la generacion de
sefiales de apetito y saciedad, lo cual conduce a sobrealimentacion (van der Klaauw
y Farooqi, 2015). A este respecto, aun cuando no se ha descrito a cual o a cuales
moléculas odorantes responde la familia 4 de receptores olfatorios, ni existe
evidencia funcional de su relacion con la obesidad, estudios previos realizados tanto
en nifos como en adultos han demostrado una mayor disfuncion y menor
sensibilidad del sistema olfatorio en individuos con obesidad (Obrebowski et al.,
2000; Richardson et al., 2004). Ademas, estudios funcionales en modelos murinos
han demostrado el desarrollo de obesidad en respuesta a la extirpacion del bulbo
olfatorio (Primeaux et al., 2007). Esto sugiere que la variacion en el niumero de
copias en los genes de receptores olfatorios podria resultar en una respuesta
olfatoria alterada que condicione una menor respuesta de saciedad, mayor ingesta

de alimentos e incremento en el peso corporal.

Asociacién de la CNV 10g22.2 con la obesidad.

La eliminacion en una o dos copias de la CNV 10g22.2 se asocié con mayor
riesgo de obesidad en adultos. La region 10g22.2 incluye 4 genes, SYTXV
(sinaptotagmina), GRPIN2 (proteina G regulada por el inhibidor de crecimiento
neuronal 2), LOC728643 (pseudogen de la ribunucleoproteina heterogénea nuclear
A1)y PPYRT1 (receptor del polipéptido pancreatico 1); de los cuales, el gen PPYR1

participa en la regulacion de la homeostasis energética. Por tanto, este gen ha sido
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sugerido como responsable de la asociacion con riesgo de obesidad, ya que
mutaciones en el gen PPYR1 se han asociado con obesidad severa en humanos
(Katsuura et al., 2002). Ademas, estudios en modelos murinos carentes de este gen
describen la presencia de hiperfagia (Sainsbury et al., 2003). Por tanto, es probable
que la eliminacién homocigota o heterocigota de la CNV 10922.2 que incluye al gen
PPYR1 asociada a la obesidad en este estudio, disminuya la respuesta de saciedad,
resultando en un incremento de la ingesta de alimentos y la ganancia de peso

corporal.

Ausencia de asociacion de las CNVs 1p31.1(NEGR1) y 16p12.3(GPRC5b) con la

obesidad.

La falta de asociacion con el riesgo de obesidad de las CNVs,
1p31.1(NEGR1) y 16p12.3(GPRC5b) en este estudio puede deberse a la baja
frecuencia de eliminaciones (<5%) y el bajo poder estadistico del estudio(~12%).
Dado que en poblaciones de origen europeo y chino, esas CNVs han presentado
frecuencias de la elminacion entre 20 y 34% (Speliotes et al., 2010; Bao-Yong et al.,

2009), mayores a las encontradas en este trabajo.

En conjunto estos hallazgos sugieren que aun cuando algunas CNVs se asocian con
el riesgo de obesidad, el efecto es similar y no mayor al encontrado para los SNPs
analizados en este estudio. Por tanto, el efecto de ambos tipos de variantes (SNPs y

CNVs) no logra explicar la heredabidad calculada para la obesidad.

Complicaciones relacionadas con la obesidad: Asociacion genética con el

higado graso no alcohélico (HGNA).

Prevalencia de HGNA en sujetos con obesidad morbida.

El HGNA es la enfermedad hepatica cronica mas comun en el mundo, lo cual

se debe principalmente al incremento en la prevalencia de obesidad (Browning et al.,
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2004). La prevalencia de esteatohepatitis en este estudio fue mas alta (40.9%), en
comparacion a la reportada en estudios similares de individuos con obesidad severa
de origen europeo (18% y 20%), pero similar a la observada en individuos de origen
hispano (55%) (Argentou et al., 2009; Gorden et al., 2013; Guajardo-Salinas et al.,
2010). Estas diferencias en la prevalencia de HGNA pueden ser explicadas, al
menos en parte, por factores genéticos, ya que estudios recientes sugieren que la
heredabilidad del HGNA es mayor en sujetos hispanos (20-34%) (Palmer et al,,
2013).

Asociacion de genes de la obesidad con el HGNA.

Debido a que la obesidad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de
HGNA (Lewis y Shuldiner, 2010), se ha sugerido que variantes genéticas asociadas
con la obesidad, pueden participar en el desarrollo del HGNA (Guan et al., 2014;
Rankinen et al., 2015). Sin embargo, en este estudio, de los 10 SNPs y las 3 CNVs
candidatas previamente asociadas con la obesidad, s6lo el SNP rs7498665 del gen
SH2B1 presentd asociacion con la esteatosis hepatica. Aun cuando el gen SH2B1 se
han asociado con resistencia a la insulina y DT2 (Robiou-du-Pont et al., 2013; Lange
et al., 2016), ésta es la primera vez que se describe una asociacion del SNP
rs7498665/SH2B1 con el HGNA. Este SNP condiciona el cambio del aminoacido Thr
por Ala en la posicién 484 de la proteina (Trh484Ala) que se predice por el programa
PolyPhen como benigno. Estudios en modelos murinos demuestran que el
silenciamiento del gen SH2B1 resulta en el desarrollo de resistencia a la insulina,
resistencia a la leptina, obesidad y esteatosis hepatica (Duan et al., 2004; Ren et al.,
2005). Ademas, la eliminacion del gen SH2B1 especificamente en el higado,
condiciona al incremento de la acumulacion de TG hepaticos, a través del aumento
en la sintesis de TG, disminucion de la lipdlisis y secrecion de VLDLs (Sheng et al.,
2013). Estas evidencias demuestran la importancia del gen SH2B1 en el

mantenimiento de la homeostasis lipidica en el higado.
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Participacion de genes previamente asociados con el HGNA.

Dado que con excepcion del gen SH2B1, las variantes de riesgo para la
obesidad no se asociaron con el HGNA, se evaluaron 5§ variantes en genes
previamente asociados con el HGNA en poblacion europea (PNPLA3, Patatina como
el dominio de la fosfolipasa que contiene la proteina 3; LYPLAL1, Lipofosfolipasa 1;
PPP1R3B, Proteina fosfatasa subunidad reguladora 3; NCAN, Neurocan y GCKR,
Regulador de glucocinasa) (Romeo et al., 2008; Speliotes et al., 2011).

Asociacion de PNPLA3 con esteatosis hepética.

La variante rs738409 del PNPLA3 se asoci6 con un mayor grado de
esteatosis evaluada tanto por histologia como por cuantificacion directa de
triglicéridos en el tejido hepatico. Esto coincide con estudios previos que han
demostrado la asociacion del alelo “G” de PNPLA3 con el HGNA en sujetos con
obesidad severa (Guichelaar et al., 2013; Romeo et al.,, 2010), asi como con la
esteatosis hepatica en distintas poblaciones, particularmente de poblacién México-
americana. De manera interesante, la frecuencia del alelo “G” se encontré mas alta
en mexicanos (49%) que en individuos de origen europeo (23%) y africano (17%)
(Hernaez et al., 2013; Romeo et al., 2008; Wagenknecht et al., 2011; Walker et al.,
2013), consistente con la mayor prevalencia de HGNA observada en este estudio.
PNPLAS3 codifica para una enzima con actividad de hidrolasa y transacetilasa de
triglicéridos, por lo cual puede promover tanto su anabolismo como su catabolismo
(Jenkins et al., 2004). EI SNP rs738409 implica la sustitucion de una isoleucina por
una metionina en la posicion 148 de la proteina. Estudios funcionales realizados en
lineas celulares han demostrado que este SNP restringe el acceso del sustrato al
sitio catalitico de la enzima reduciendo su actividad, lo cual resulta en la disminucién
de la hidrdlisis y a su vez el incremento en la sintesis de triglicéridos hepaticos,
favoreciendo su acumulacion en los hepatocitos (Dongionvanni y Valenti, 2016).
Estos hallazgos sustentan la fuerte asociacion de la variante con la esteatosis y el

contenido de triglicéridos hepaticos observada en este estudio.
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Asociacion de LYPLAL1 y PPP1R3B con el contenido de triglicéridos

hepaticos.

Las variantes rs12137855/LYPLAL1 y rs4240624/PPP1R3B se asociaron con
un mayor contenido de triglicéridos hepaticos, en concordancia con los hallazgos
descritos por el consorcio GOLD (Speliotes et al., 2011). El gen LYPLAL1 codifica
para una enzima perteneciente a la familia de lisofosfolipasas involucrada en la
hidrélisis de triglicéridos (Speliotes et al, 2011). Ademas, se ha sugerido que
polimorfismos funcionales en este gen pueden disminuir su actividad enzimatica
(Burke y Dennis, 2009). Por tanto, es probable que la asociacion con mayores
niveles de triglicéridos hepaticos observada en este estudio sea consecuencia de un
mecanismo molecular similar al descrito para la variante rs738409/PNPLA3 (He et
al., 2010; Speliotes et al., 2011).

Por otra parte, el gen PPP1R3B codifica para una proteina que regula el
metabolismo del glucoégeno, promoviendo su sintesis e inhibiendo su hidrolisis.
Ademas, un estudio de expresion de loci de rasgos cuantitativos (eQTL, por sus
siglas en inglés) demostré que la variante rs4240624 afecta la expresion del gen
PPP1R3B. Por tanto, se ha propuesto que la asociacion del alelo “A” de PPP1R3B
con una incrementada esteatosis hepatica refleja la disminucion de las reservas de
glucégeno en el higado (Dwyer et al., 1983; Hernaez et al., 2013), lo cual podria
favorecer la lipogénesis de novo y resultar en una mayor acumulacion de triglicéridos
hepaticos (Sanders y Griffin, 2016), consistente con la asociacion observada en este

estudio.
Asociacion del gen GCKR con el HGNA.
El alelo “C” del SNP rs1260326/GCKR se asocié con una mayor acumulacion

de triglicéridos hepaticos, pero a su vez con menores niveles de insulina y HOMA-Ir,

lo cual coincide con estudios previos que reportan la asociacion de polimorfismos de
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GCKR con esteatosis hepatica y un menor indice glucémico (Speliotes et al., 2011,
Fesinmeyer et al., 2013). El gen GCKR codifica para una proteina que regula
negativamente la actividad de la glucocinasa hepatica, enzima involucrada en la
homeostasis de la glucosa. Analisis in silico del SNP rs1260326, el cual condiciona
un cambio de la secuencia de aminoacidos en la proteina (Pro446Leu), sugieren que
este no resulta en un efecto dafino. Sin embargo, estudios funcionales realizados en
lineas celulares demostraron que el cambio Pro446Leu afecta la disponibilidad de
GCKR e incrementa la actividad de la glucocinasa en el higado, resultando en la
disminucion en los niveles de glucosa e insulina circulantes, pero por otra parte en el
incremento de la glucdlisis y lipogénesis de novo (Beer et al., 2009), favoreciendo la
acumulacion de lipidos en el higado. Estos datos sugieren que la presencia de la
variante promueve el desarrollo de esteatosis hepatica y a su vez, se asocia con una

menor resistencia a la insulina.

Asociacion de un Score de Riesgo Genético (SGR) con el riesgo de EHNA.

El SGR se construyé con los alelos de riesgo de los 5 SNPs (PNPLAS,
PPP1R3B, LYPLAL1, GCKR y SHZ2B1) asociados de manera individual con el
contenido de triglicéridos hepaticos. Este SRG explicd notablemente mejor la
acumulacion de triglicéridos hepaticos (20%), en comparacién con la variante
rs738409/PNPLA3 (7.9%), la cual demostro de manera individual el efecto genético
mas alto sobre la acumulacion del TG en el higado. Estos resultados coinciden con
estudios previos en los cuales se ha demostrado un efecto aditivo de las variantes
de riesgo para HGNA sobre la esteatosis hepatica (Hernaez et al., 2013; Walker et
al., 2013). Ademas, el SRG también se asocié con mayor dafio hepatico (esteatosis,
balonamiento, inflamacién) y con mayor riesgo de EHNA, lo cual no se observo en
las asociaciones individuales, sugiriendo que en conjunto los polimorfismos ejercen
un efecto mayor sobre el dafio hepatico a través de mecanismos metabdlicos
comunes como el incremento en la lipogénesis, disminucion de la lipdlisis y
acumulacién de lipidos en el higado (Figura 11) (Dongiovanni et al., 2015;

Dongiovanni et al., 2016). Esto coincide con estudios que sugieren que la
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construccion de SRGs basados en el efecto biolégico de las variantes, es mas
relevante que aquellos basados unicamente en asociaciones significativas (Vassy et
al., 2014). No obstante, a pesar de la fuerte asociacion del SRG con un mayor riesgo
de EHNA, éste no es capaz de discriminar a los sujetos con EHNA, por lo que no se
puede considerar mejor predictor que las variables clinicas asociadas con EHNA. Sin
embargo, es probable que la suma de un mayor numero de variantes genéticas al

SRG mejore su valor predictivo.

Figura 11. Mecanismo hipotético de acumulacién de grasa hepatica asociado con los
polimorfismos de los genes SH2B1, GCKR, PPP1R3B, PNPLA3 y LYPLALL. El HGNA
se caracteriza por la acumulacién de grasa hepatica en vacuolas lipidicas, resultado de la
alteracion en la homeostasis de triglicéridos. Se ha demostrado experimentalmente que la

variante Iso148Met del gen PNPLA3 es funcional y disminuye la actividad lipolitica de la
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enzima sobre la hidrélisis de triglicéridos. Un mecanismo similar se ha propuesto para la
variante del gen LYPLAL1, sugiriendo que en conjunto estas dos variantes condicionan una
disminucion en la lipdlisis hepatica. Por otra parte, estudios funcionales han demostrado que
la variante Pro446Leu del gen GCKR incrementa la actividad de la glucocinasa hepatica
condicionando el aumento en la glucdlisis. Ademas, la variante rs4240624 del gen
PPP1R3B, se asocia con menores niveles de expresion del gen, por lo cual se ha propuesto
una disminucién de la sintesis de glucégeno hepatico, sugiriendo que en conjunto el efecto
de estas dos variantes resulta en el aumento de la lipogénesis de novo. En conjunto, los
polimorfismos ejercen un efecto mayor sobre el dafio hepatico a través de mecanismos
metabdlicos comunes como el incremento en la lipogénesis, disminucién de la lipdlisis y

acumulacion de lipidos en el higado. Modificado de Dongiovanni et al. (2016).
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10. CONCLUSIONES

= Se confirmd que 7 de los 18 SNPs asociados con la obesidad en poblaciones
de origen europeo, también se asocian con riesgo de obesidad en poblacién
mexicana. Ademas, al menos 5 loci participan en la modulaciéon del IMC
desde la infancia. Sin embargo, en conjunto estos /oci sélo explican menos

del 5% de la varianza del IMC en una muestra de poblacién mexicana.

= La CNV 1p21.1 del gen AMY1A contribuye al riesgo de desarrollar obesidad
desde la infancia. Ademas, un numero =10 de copias de AMY71A se asocio
con una mayor abundancia de la especie bacteriana Prevotella stercorea, |lo
cual podria representar un posible mecanismo, a través del cual esta CNV se

asocia con el riesgo de obesidad.

= El analisis en la poblacion de sujetos con obesidad morbida, demostré que
con excepcion del locus del gen SH2B1, el cual participa en el metabolismo
hepatico de lipidos, las otras 12 variantes de riesgo para la obesidad no

tienen un efecto sobre el HGNA.

= En contraste, se confirmd que polimorfismos previamente asociados con el
HGNA en europeos (PNPLA3, GCKR, LYPLAL1, PPP1R3B), se asocian con
una mayor acumulacion de TG en el higado. Ademas, un SRG construido con
estos genes explicd el 20% del contenido de triglicéridos hepaticos y se

asocié con un mayor riesgo de HGNA.
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11. PERSPECTIVAS

Del presente trabajo se pueden derivar nuevos objetivos que incrementen el
conocimiento acerca del componente genético de predisposicion a obesidad para la
poblacibn mexicana y que permitan dilucidar algunos de los mecanismos

moleculares implicados en su desarrollo, como son:

= Realizar analisis de mapeo fino de las regiones alrededor de los SNPs que
presentaron asociacion o tendencia de asociacion con riesgo de obesidad o

EHNA en este estudio, para la identificacion de variantes causales.

» |dentificar nuevas variantes genéticas de riesgo para la obesidad para

poblacion mexicana mediante analisis genéticos globales.

= Caracterizar a nivel funcional las variantes de riesgo para la obesidad, como

la cercana a los genes FAIM2/BCDNI3 mediante estudios en modelos in vitro.

= Evaluar si el efecto del numero de copias del gen AMY71A es consistente en
distintas poblaciones y caracterizar a nivel funcional su participacion en la

modulacion de la microbiota intestinal.

= Evaluar mediante estudios de intervencién dietaria la respuesta al consumo
de diferentes proporciones y tipos de hidratos de carbono respecto al numero
de copias del gen AMY1A y su asociacién con la composicién de la microbiota

intestinal.
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13. ANEXOS.

Tabla Suplementaria 1.

Caracteristicas antropométricas y bioquimicas del estudio caso-control para el analisis de SNPs candidatos

Caracteristicas Delgados Sujetos con Sujetos con obesidad ap bp °P

(n=473) obesidad clase |, Il Clase lll

(n=441) (n=242)

Sexo (H/M) 170/303 141/300 63/179 0.206 0.007 0.105
Edad (afios) 38.37 £ 13.99 42.52 +13.14 39.34 £ 10.99 4.4x10°08 0.308 0.001
Antropométricas
Peso (kg) 59.53 + 8.08 86.13 £ 12.59 122.73 £22.77 1.0x10-%6 1.0x10-36 1.0x10-%6
IMC (kg/m?) 22.75+1.89 33.43+2.91 46.72 +5.93 1.0x10-%6 1.0x10-36 1.0x10-%6
CC (cm) 79.43 +8.52 103.94 + 10.58 129.65 + 15.84 1.0x10-%6 1.0x10-%6 1.0x10-%6
Bioquimicas
Glucosa (mg/dl) 91 (97.0-84.0) 98 (109.3-90.0) 100 (115.8-92) 2.56x10M 3.7x10°06 0.851
Insulina (mU/ml) 6.1 (8.5-4.3) 13.2 (18.5-8.8) 20.2 (28.3-13.6) 1.0x10-%6 7.9x10°3 7.7x10°
HOMA-IR 1.33 (1.99-0.93) 3.32 (5.12-2.09) 5.09 (7.52-3.35) 9.9x10-%8 1.9x1024 9.4x10-08
CT (mg/dl) 201.09 + 41.67 207.30 £ 41.81 185.31 £41.17 0.025 2.0x10°0¢ 9.5x10-""
TG (mg/dl) 112 (158.8-79.0) 171 (240.8-125.3) 152 (220-119) 1.3x10714 1.8x1005 3.9x10-04
Col-HDL (mg/dl) 51.15+13.42 42.24 +10.91 38.46 + 10.88 1.4x10726 2.0x10-%¢ 1.8x10°05
Col-LDL (mg/dl) 123.13 £ 32.65 124.72 + 36.99 110.75 + 30.19 0.502 3.4x10°06 2.5x10°08
Alteraciones Metabdlicas
Hiperglucemia n(%) 12 (2.5) 59 (13.4) 36 (14.9) 8.2x10-1° 1.4x10°10 0.470
Resistencia a la insulina n(%) 60 (12.7) 235 (53.3) 175 (72.3) 1.0x10-36 1.0x10-36 5.6x10°
Hipercolesterolemia n(%) 230 (48.6) 243 (55.1) 80 (33.1) 0.050 1.1x1004 5.9x10-08
Hipertrigliceridemia n(%) 132 (27.9) 276 (62.6) 123 (50.8) 5.1x10-%6 6.8x10-1° 0.004
Hipoalfalipoproteinemia n(%) 165 (34.9) 296 (67.1) 201 (83.1) 1.2x1022 3.1x10-%5 2.7x10°06
Sindrome metabdlico n(%) 24 (5.1) 236 (53.5) 130 (53.7) 1.0x10-%6 1.0x10-36 0.020

Los datos se presentan como n(%), medias + DE o mediana (rango intercuartil).
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IMC, indice de masa corporal; CC, circunferencia de cintura; HOMA-IR, indice de resistencia a la insulina; CT, Colesterol total; TG, triglicéridos; Col-
HDL, Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; Col-LDL, colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad.
apP, comparacién de sujetos delgados vs sujetos con obesidad clase |, II; °P, comparacion de sujetos delgados vs sujetos con obesidad clase II; P,

comparacion de sujetos con obesidad |, Il vs sujetos con obesidad clase Ill. Los valores de P fueron obtenidos utilizando una prueba de T-student o X2.
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Tabla Suplementaria 2. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas del estudio de cohortes para el

analisis de SNPs candidatos

Caracteristicas Nifios Adultos Indigenas
(n=1218) (n=945) (n=543)
Sexo (H/M) 578/640 341/604 178/365
Edad (afos) 11.35+2.52 39.68 + 13.54 47.25+15.86
Antropométricos
Peso (kg) 48.27 £ 15.71 70.99 + 15.52 61.87 £ 14.86
IMC (kg/m?) 74.54 + 24,67 27.34+5.24 26.65 + 4.691
CC (cm) 74.02+12.13 89.07 + 13.33 91.19 + 13.64
Bioquimicos
Glucosa (mg/dl) 89 (94-84) 94 (101-87) 100 (114-91)
Insulina (mU/ml) 6.5 (10.5-3.8) 8.6 (13.2-5.7) 10.7 (18.2-7.8)
HOMA-IR 1.41 (2.33-0.83) 2 (3.32-1.26) 3.16 (5.83-2.02)
CT (mg/dl) 159.28 + 30.46 205.82 + 42.44 190.94 + 85.54
TG (mg/dl) 97 (134-71) 146.5 (213-101) 177.5 (230.25-126.75)
Col-HDL (mg/dl) 45.66 + 10.99 46.27 £ 12.49 41.65 +12.37
Col-LDL (mg/dI) 94.02 £ 25.27 124.24 + 34.30 109.35 + 34.85
Estatus Nutricional
Sobrepeso n(%) 290 (23.8) 354 (37.5) 222 (40.9)
Obesidad |, Il n(%) 242 (19.9) 243 (25.7) 105 (19.3)
Obesidad Ill n(%) 48 (3.9) 18 (1.9) 6(1.1)
Alteraciones metabélicas
Hiperglucemia n(%) 84 (6.9) 45 (4.8) 105 (19.3)
Resistencia a la insulina n(%) 122 (10.0) 296 (31.3) 101 (18.6)
Hipercolesterolemia n(%) 114 (9.4) 501 (53.0) 193 (35.5)
Hipertrigliceridemia n(%) 576 (47.3) 456 (48.0) 339 (62.4)
Hipoalfalipoproteinemia n(%) 828 (67.9) 485 (51.3) 390 (71.8)
Sindrome metabolico n(%) 0 322 (34.1) 245 (45.1)

Los datos se presentan como n(%), medias + DE o mediana (rango intercuartil). IMC, indice de masa corporal;
CC, circunferencia de cintura; HOMA-IR, Modelo homeostatico de resistencia a la insulina; CT, Colesterol total;
TG, ftriglicéridos; Col-HDL, Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; Col-LDL, colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad. El dx. nutricional se realizd en base a los criterios establecidos por la OMS y por
el corte del percentil del IMC establecido por la CDC. La hiperglucemia se determiné con un valor de glucosa
2126 mg/dL en adultos y =100 mg/dL en nifios; la resistencia a la insulina con un valor de HOMA-IR 22.5; la
hipercolesterolemia con un valor de colesterol>200 mg/dL; la hipertrigliceridemia con un valor de TG>150 mg/dL
en adultos y >100 mg/dL en nifios y la hipoalfalipoproteinemia con un valor de HDL-C<40 mg/dL en hombres y
<50 mg/dL en mujeres y nifios. El dx. de sindrome metabdlico fue realizado utilizando los criterios establecidos

por la ATP Il para el caso de los adultos y por Ferranti y cols para el caso de los nifios.
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Figura suplementaria 1. Resumén de los efectos genéticos de los SNPs y el SGR
sobre las variables metabdlicas e histolégicas del HGNA y el riesgo de EHNA. La
direccion de las flechas indica la direccion de la asociacion. Las flechas rojas indican
asociaciones significativas (P<0.05), en tanto las flechas azules indican una tendencia a la
significancia (P<0.1). La asociacion del SRG con el riesgo de EHNA se realizé6 comparando
el tercil mas alto (3) del SRG vs el los terciles mas bajos (1 y 2). Abreviaturas: EHNA,
Esteatohepatitis no alcohdlica; TG, Triglicéridos; COL, Colesterol; ALT, Alanina
aminotransferasa; AST, Aspartato aminotransferasa; GGT, Gamma glutamil transpeptidasa;

GLU, glucosa; Insul, insulina; HOMA-IR, Modelo homeostatico de resistencia a la insulina.
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