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Resumen

Antecedentes: La resistencia a la insulina (RI) es una condicién que comunmente
precede al sindrome metabdlico (SM) y de alli al desarrollo de diabetes tipo 2
(DT2). Segun la ENSANUT 2012 la frecuencia de DT2 es de 14% en Yucatan. La
RI depende de factores genéticos y ambientales. Existen evidencias de que la
obesidad, la inflamacion y/o el estrés oxidativo tienen un papel en la patogénesis
de la RI. Datos previos de nuestro grupo muestran frecuencias elevadas de RI en
escolares de Yucatan. La Rl a edades tempranas sugiere fuertemente la presencia
de un componente genético relevante. El objetivo del proyecto fue evaluar
variantes previamente reportadas y buscar variantes genéticas propias de la
poblacién Maya asociadas a Rl a través de la secuenciacion del exoma completo.
Disefio experimental: el estudio se dividié en dos fases: en la fase uno se buscé
la asociacion de los polimorfismos rs4675095 (IRS1), rs780094 (GCKR), rs972283
(KLF14), rs10965250 (CDKN2A/2B), rs2237895 (KCNQL1), rs7903146 (TCF7L2) y
rs9282541 (ABCA1) con RI en los nifios mayas. La fase dos consisti6 en un
estudio caso-control (10 casos y 10 controles) con fenotipo extremo de RI, esta
fase se realiz6 mediante la secuenciacion del exoma completo y el analisis
bioinformético de las muestras seleccionadas de acuerdo con los criterios de
inclusion, para después validar las posibles nuevas variantes en 500 nifios
participantes. Resultados: el 39.4% de los niflos presentaron RI, 38.3%
presentaron sobrepeso/obesidad. Todos los SNPs analizados cumplieron con el
equilibrio de H-W. El estudio revel6 la asociacion de los polimorfismos
seleccionados con glucosa alterada en ayuno (rs10965250, rs9282541,
rs7903146) hipoalfalipoproteinemia (rs9282541), hipertrigliceridemia (rs7903146),
hipercolesterolemia (rs7903146) y RI (rs972283, rs780094, rs2237895,
rs4675095). Con respecto al estudio caso-control de fenotipo extremo, la
identificacion de variantes genéticas con un efecto funcional sobre el desarrollo de
Rl'y DT2 se llevo a cabo a través de programas de modelaje insilico, se considerd
variante de riesgo a aquellas que tuvieron un puntaje positivo en al menos tres de
los cuatro programas de prediccion empleados, de esta manera se encontraron 16
variantes asociadas con el desarrollo de Rl y DT2 en los nifios Mayas de la
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peninsula de Yucatan. Este es el primer trabajo que emplea al exoma para el
estudio de RI en los niflos Mayas. Los resultados encontrados evidencian la
presencia de variantes genéticas comunes y propias implicadas en el desarrollo de
Rl en la poblacién indigena mexicana a edades tempranas, enfatizando las
ventajas del uso de herramientas gendmicas y estrategias novedosas de andlisis
de datos en el estudio de condiciones como la Rl que en conjunto sientan las
bases para el desarrollo de nuevas herramientas diagndsticas y blancos

terapéuticos a corto y largo plazo.
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Abstract

Background: Insulin resistance (IR) is a condition that commonly precedes the
metabolic syndrome (MS) and hence the development of type 2 diabetes (T2D).
According to ENSANUT 2012, the frequency of DT2 is of 14% in Yucatan. The RI
depends on genetic and environmental factors. There is evidence that obesity,
inflammation and / or oxidative stress have a role in the pathogenesis of IR.
Previous data from our group show high RI frequencies in children from Yucatan.
The IR at an early age strongly suggests the presence of a relevant genetic
component. The objective of the project was to evaluate previously reported
variants and search for new genetic variants of the Maya population associated
with RI through the sequencing of the complete exome. Experimental design: the
study was divided into two phases: in phase one the association of the
polymorphisms rs4675095 (IRS1), rs780094 (GCKR), rs972283 (KLF14),
rs10965250 (CDKN2A / 2B), rs2237895 (KCNQ1), rs7903146 was searched
(TCF7L2) and rs9282541 (ABCA1) with the RI in Maya children. Phase two
consisted of a case-control study (10 cases and 10 controls) with extreme
phenotype of RI, this phase was performed by sequencing the complete exome
and the bioinformatic analysis of the selected samples according to the inclusion
criteria, for then validate the possible new variants in 500 participating children.
Results: 39.4% of the children presented IR, 38.3% presented overweight /
obesity. All SNPs analyzed is in Hardy-Weinberg equilibrium. The study revealed
the association of the selected polymorphisms with impaired fasting glucose
(rs10965250, rs9282541, rs7903146) hypoalphalipoproteinemia (rs9282541),
hypertriglyceridemia (rs7903146), hypercholesterolemia (rs7903146) and RI
(rs972283, rs780094, rs2237895, rs4675095). With respect to the case-control
study of extreme phenotype, the identification of genetic variants with a functional
effect on the development of IR and DT2 was carried out through in silico modeling
programs, a risk variant was considered to those that had a score positive in at
least three of the four prediction programs used, in this way 16 variants were found
associated with the development of Rl and DT2 in the Maya children of the

Yucatan peninsula. This is the first work that uses exome for the study of RI in
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Maya children. The results show the presence of common and own genetic
variants involved in the development of IR in the Mexican indigenous population at
an early age, emphasizing the advantages of the use of genomic tools and novel
strategies of data analysis in the study of conditions such as RI that together they
lay the foundations for the development of new diagnostic tools and therapeutic

targets in the short and long term.
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l. Introduccion

La resistencia a la insulina (RI) se caracteriza por una respuesta biolégica
atenuada a la accion de la insulina ante niveles normales o elevados de la misma.
Se encuentra asociada al riesgo de presentar diabetes tipo 2 (DT2) y sindrome
metabdlico (SM) ademas de estar relacionada a circunstancias como sobrepeso
y/lo obesidad (1). La RI tiene una etiologia compleja caracterizada por un
componente genético poligénico que esta condicionado por la interaccion con los
componentes ambientales y el estilo de vida (2). El diagnéstico de RI se lleva a
cabo a través del calculo del indice de resistencia HOMA-IR utilizando las
concentraciones de glucosa e insulina basales (3, 4). La Rl es un factor
etiol6gicamente determinante en la presencia de SM, lo cual resalta la importancia
de que deba ser diagnosticada tempranamente en la poblacién pediatrica con la
finalidad de retrasar la aparicion de alteraciones metabdlicas relacionadas con
este sindrome (4, 5), por lo que es necesario determinar la prevalencia de Rl en la
poblacion infantil, ademas de identificar las variantes genéticas implicadas en el
desarrollo de esta patologia. Los estudios genéticos y epidemiologicos son muy
importantes para el esclarecimiento del papel que tienen los polimorfismos en los
mecanismos que regulan la secrecion a la insulina, un ejemplo de ellos son los
GWAS (estudios de asociaciéon del genoma completo) que han tenido éxito en la
identificacion de locis implicados en la secrecion de la insulina y los cuales a su
vez se han asociado a DT2 (6). Por otra parte, el estudio funcional insilico de las
nuevas variantes genéticas identificadas a través de las estrategias de
secuenciacion de nueva generacion apoyan a establecer la correlacion fisioldgica
y bioguimica de los polimorfismos con las de vias de sefalizacion molecular, lo
gue permitird conocer los factores de predisposicion genética. Los resultados
ayudaran a generar nuevas y mejores estrategias de tratamiento, ademas que la

deteccion precoz puede evitar el desarrollo de esta condicion fisiopatologica.

I.1 Resistencia a la insulina
La RI se caracteriza por una capacidad disminuida de la insulina para llevar sus

funciones fisioldégicas normales. La insulina es una hormona anabdlica producida
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en el pancreas y esta implicada en una variedad de procesos fisioldgicos (7).
Desde la secuenciacién del gen que codifica para el receptor de la insulina en
1985, se desencadenaron una serie de trabajos que han desembocado en el
descubrimiento de una elaborada red de sefalizacién de la insulina con diversas
alteraciones del metabolismo, crecimiento celular y células diana (7-9). Los efectos
de la insulina, la deficiencia de insulina y la Rl varian de acuerdo con la funcién
fisiologica de los tejidos y el requerimiento de insulina para realizar los procesos
metabdlicos (10). La accion de la insulina y su secrecion estan fisiolégicamente
interconectadas, por lo que un defecto inicial en cualquiera de los dos procesos
conduce a un déficit en el metabolismo de la glucosa (11). La Rl se desencadena
cambios a nivel metabdlico entre ellos: 1) la disminucion en la captura de glucosa,
2) disminucién en la sintesis hepatica de glucégeno y 3) aumento en la produccién
hepatica de glucosa (12). Se conoce que segun progresa la Rl y la
hiperinsulinemia compensadora, los islotes se tornan incapaces de sostener el
estado de hiperinsulinemia lo que conduce a la intolerancia a la glucosa con
elevacion de la glucosa postprandial y posterior declinacion en la secrecion de la
insulina con aumento en la produccion hepatica de glucosa y diabetes;
paralelamente, la Rl conduce a disminucion en la utilizacion de glucosa por los
tejidos sensibles a la insulina (hiperglucemia postprandial) y al aumento en la
produccion hepatica de glucosa (hiperglucemia en ayuno) (13). En los nifios la RI
se ha estudiado poco, la mayoria de los casos de RI son relacionados con la
presencia de obesidad (14). La RI crénica o mantenida es el rasgo comun de
numerosas enfermedades metabdlicas y no metabdlicas, como la DT2, la
obesidad, la HTA, las dislipemias o la enfermedad cardiovascular (15).
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[.1.1 Mecanismos moleculares de laresistencia a la insulina

La mayoria de las acciones biologicas de la insulina se llevan a cabo mediante la
activacion de dos vias principales de sefializacion, la via de la fosfatidilinositol-3-
cinasa (PI3K/Akt) que tiene un papel central en la regulacién de la adipogénesis,
transporte de glucosa, sintesis de glucégeno y proteinas, ademas de la via de las
cinasas activadas por mitdgeno/Ras (MAPK/Ras) que regula la expresion genética
y los efectos mitogénicos asociados a la insulina (16). La Rl es un estado donde
las células blanco no pueden responder a los niveles normales de insulina
circulante. Los estudios para conocer la etiologia y los mecanismos moleculares
de la RI se centran en las alteraciones de los componentes de la cascada de
sefializacion de la insulina (17). La sefializacion alterada de la insulina es
resultado de mutaciones y/o modificaciones posteriores a la traduccion del
receptor de la insulina o de las moléculas efectoras rio abajo del mismo. Los
estudios moleculares de la RI se centran en la funcién reguladora negativa de la
insulina, la cual se atribuye a los agentes que potencian la fosforilacion de
serina/treonina de las proteinas de los receptores IRS-1 e IRS-2, estos estudios
han demostrado que el aumento en la fosforilacion de cinasas de serina/treonina
interfiere en la union de IRS-1 o IRS-2 con el dominio yuxtamembrana evitando la
fosforilacion posterior de tirosina, donde la hiperfosforilacion de residuos
serina/treonina de la proteina IRS ocasiona una disminucion de la fosforilacion de
tirosina que conduce a una reduccion en la interaccion con PI3K alterando la
fosforilacion y activacion de la cinasa de Akt que conduce a un estado de
hiperinsulinemia compensadora sostenida que conlleva al agotamiento de la célula
B y al desarrollo de Rl y DT2 (18-21). Algunos autores coinciden que este es el
mecanismo molecular donde convergen la lipotoxicidad, inflamacién,
hiperglucemia y el estrés oxidativo con la resistencia a la insulina (22, 23).
Recientemente se identific6 que PHLPP-1 y Grb14 contribuyen a la RI por una
regulacion negativa de la actividad de Akt a través de la desfosforilacion de Akt a
Ser473 (19). Aunado a los estudios moleculares, los estudios genéticos también
se han enfocado en el estudio de mutaciones puntuales en receptores y moléculas

de sefializacion de la insulina, los resultados revelan genes implicados en el
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aumento de la renovacion de proteinas, reduccion de la expresiéon y afinidad del
ligando, disminucién en la capacidad de sefializaciéon, entre los que destacan los
polimorfismos en el gen TBC1D4 gue juegan un papel importante en la regulacién
de la accion de la insulina (24), el polimorfismo G972R de IRS-1 involucrado en la
accién y secrecion de la insulina (25), los polimorfismos en IGF-1 que afectan las
vias de sefializacién de la insulina (26), las mutaciones en AKT asociadas a Rl y
diabetes (27), ademas de las variantes de los genes PTEN y TRIB3 asociados a
Rl y diabetes de inicio temprano (28-30). Hasta el momento se han identificado 38
locis de susceptibilidad a DT2 a través de sus efectos sobre la RI, sin embargo,
estos hallazgos solo explican de un 10-15% de la heredabilidad genética de la RI,
es necesario realizar nuevas estrategias de busqueda de variantes genéticas

involucradas es esta condicion.

.2 Métodos diagndsticos de laresistencia a la insulina

Existen diferentes métodos para la determinacion de RI, todos ellos basados en
aproximaciones matematicas indirectas de la relaciébn glucosa-insulina en el
estado de ayuno o después de haber recibido un estimulo por via oral o
intravenosa (3, 31, 32). En el siguiente apartado se describen las principales
alternativas diagnésticas de RI.

1.2.1 Clamp hiperinsulinémico y clamp hiperglucémico

El estandar de oro para el diagnéstico de la resistencia a la insulina es la técnica
del clamp, propuesta por DeFronzo y colaboradores en 1979 (31). Es el Unico
método que evalla la sensibilidad a la insulina in vivo ademas de que permite
conocer la respuesta de la célula 8 al estimulo de glucosa (33-35). Dos variantes
de esta técnica han sido descritas: el clamp hiperinsulinémico, que es un método
de referencia el cual permite medir la sensibilidad a la accion de la insulina in vivo
y se basa en cuantificar la utilizacion global de la glucosa bajo un estimulo de
insulina, este es el método mas exacto. Por otro, lado el clamp hiperglucémico
mide la respuesta pancreatica a la glucosa bajo condiciones de hiperglucemia,
esta técnica permite evaluar la secrecion bifasica de la insulina in vivo, por lo que

alteraciones en la primera fase de secrecion seran reflejo de dafio en la célula 8
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(15, 36). A pesar de las ventajas que representan el empleo de estos métodos de
cuantificacion en cuanto a precision y sensibilidad no son empleadas de manera
cotidiana por ser técnicas laboriosas e invasivas, sin embargo, existen diversas
aproximaciones matematicas validadas con respecto al clamp que nos brindan

una mediciéon confiable de la RI.

1.2.2 indices de sensibilidad a la insulina basados en el ayuno

El indice HOMA (Homeostasis Model Assessment) propuesto por Mathews y
colaboradores, en 1985 (37), es el método mas utilizado para diagnosticar Rl en la
poblacién pediatrica. Es un modelo matematico que permite hacer inferencias
sobre el grado de RI basado en las concentraciones de glucosa e insulina en
ayuno, el modelo se calibra con una funcién celular B de 100% y una resistencia a

la insulina normal de 1 de acuerdo con la siguiente formula (37).

HOMA-IR= [insulina plasmatica en ayuno (uU/ ml)* glucosa plasmatica en ayuno
(mmol/L)]/22.5.20

El indice HOMA también puede utilizarse para evaluar la funcién de la célula

pancreatica utilizando el siguiente modelo matematico:

HOMA-%B= [20*insulina plasmatica en ayuno (uU/ ml)] / [glucosa plasmatica en
ayuno (mmol/L) — 3.5]

Este método es uno de los mas empleados en la determinacién de RI por su
correlacién con el clamp aunado a la sencillez de la determinacion.

La relacion entre las concentraciones de glucosa e insulina en ayuno simplemente
reflejan el balance entre la utilizacion de glucosa hepatica y la secrecion de
insulina que se mantiene por retroalimentacion entre la célula 8 y el higado (38). El
HOMA es un método confiable y estandarizado con base al clamp que
correlaciona con el estandar de oro para el diagnéstico de RI, a pesar de que
existen diferentes aproximaciones matematicas para la determinacion de RI, el
HOMA ha tenido mayor trascendencia en la préctica clinica (39). Existen
diferentes puntos de corte para el diagndstico de RI a través del HOMA-IR, en los

adultos el punto de corte mas aceptado es el de 2.5, sin embargo, este valor no
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puede ser utilizado en poblacion pediatrica (40). El punto de corte para el
diagnodstico de RI con el HOMA-IR en la poblacién pediatrica va desde un 2.86
hasta un 3.80 (35, 41), estos puntos de corte son mayores a los empleados en
adultos por considerar la baja sensibilidad a la insulina atribuida a la transicién
puberal, ademas la Rl y la hiperisulinemia cambian continuamente a lo largo del
periodo puberal con diferencias importantes por géneros y razas (42), no obstante
el punto de corte mas aceptado para el diagndstico de RI en la poblacion infantil
es el 3.5 establecido por Cuartero y cols., por considerar los diversos estadios
puberales en la estandarizacion del punto de corte de HOMA-IR (43).

|.3 Prevalencia de la resistencia a la insulina en poblacién infantil

Existe poca evidencia de la frecuencia de RI en poblacién infantil, la mayoria de
los estudios de RI son realizados en poblacion con sobrepeso y/o obesidad, en los
gue se ha asociado la presencia de obesidad como un factor condicionante de RI
y como un factor de riesgo para el desarrollo de SM y DT2. Los estudios de
prevalencia de Rl en nifilos obesos determinada por el indice de resistencia
HOMA-IR son elevados; en nifios obesos bolivianos los resultados fueron del
39.4% (44) mientras que en nifios obesos en edad escolar de la ciudad de México
del 90% y 87% en nifios con sobrepeso. Algunos autores sefialan que la RI
aumenta con la severidad de la obesidad (45-47).

I.4 Resistencia a lainsulinay obesidad

La obesidad es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, el
sobrepeso y la obesidad incrementan el riesgo de padecer enfermedades crénico-
degenerativas, se estima que el 90% de los casos de DT2 se atribuyen al
sobrepeso y la obesidad (48). En la poblacion infantil la presencia de sobrepeso
y/o obesidad estd asociada con un riesgo incrementado de desarrollar Rl, SM y
DT2, es alarmante que estas complicaciones ya se encuentran en nifios y
adolescentes obesos, considerando que éstas pueden verse exacerbadas por la
disminucion fisiolégica de la sensibilidad a la insulina asociada con el desarrollo
puberal normal (49). A nivel poblacional la Rl estd fuertemente asociada con la
obesidad, los nifios con obesidad presentan hiperinsulinemia y Rl con un
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metabolismo de glucosa estimulado por la insulina en un 40% mas bajo que los
nifios no obesos, ademas de que la RI esta presente en mas del 50% de los nifios
obesos (49, 50), con base en lo anterior se estima que solo el 55% de la varianza
en la sensibilidad a la insulina en nifios se puede explicar por la adiposidad. El
aumento de tejido adiposo visceral abdominal se asocia con una menor
sensibilidad a la insulina y una respuesta aguda a la insulina aunado a que la
deposicion ectdpica de la grasa en el higado también es responsable de la Rl en
ninos obesos, sin dejar de lado que la obesidad tiene un fuerte componente
genético, que interactla con la exposicion ambiental (51). En México, la
prevalencia de sobrepeso y obesidad infantil se ha triplicado, la prevalencia
combinada es del 33.2%, indicando que tres de cada diez nifios padece sobrepeso
u obesidad, debido a estas frecuencias México ocupa el primer lugar a nivel
mundial en obesidad infantil (52).

El impacto genético en la variacion del indice de masa corporal (IMC) es de un 40
y 70% con diferencias entre individuos y grupos étnicos (53). Esta situacién es
incluso mas importante en la obesidad visceral, una condiciébn clave en la
patogénesis de la RI, en el que el 60% de la variacion de los depdésitos de grasa
abdominal se debe probablemente a factores genéticos (54). Dicha sospecha esta
sostenida por los hallazgos de Groop en familiares de pacientes con DT2 (55).
Todo este componente genético estd fuertemente modulado por factores
ambientales relacionados con los habitos/estilos de vida como el exceso en la
ingesta caldrica, baja actividad fisica, exceso de grasas saturadas, dieta con bajo
contenido en fibra, excesivo consumo de alcohol y tabaquismo (55, 56). Se ha
demostrado recientemente, que el efecto de la interaccion entre factores genéticos
y ambientales es mayor que cuando se presentan de forma aislada con base en
los estudios de interaccion gen-gen y genes-ambiente (57). Aunque no se dispone
de evidencias cientificas suficientes para definir nitidamente las caracteristicas de
la compleja interaccion genes-ambiente (58). Mayer y cols., han mostrado que los
niveles circulantes de insulina estan directamente asociados a la ingesta de grasa
dietética e inversamente al grado de actividad fisica, y al consumo (moderado) de
alcohol (59, 60). Por otra parte, existen datos solidos que muestran el efecto
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benéfico del ejercicio fisico en la prevencion de la DT2 desde el estadio de
intolerancia a la glucosa (61, 62). Parece ser que tras la obesidad existe un
genotipo ahorrador que surge a partir de la evolucion del Homo sapiens. La
hipotesis del genotipo ahorrador incluye que el crecimiento fetal se ve alterado
cuantitativamente y cualitativamente de acuerdo a las caracteristicas del entorno
nutricional, el ahorro de energia para suplir las necesidades del crecimiento en
forma relativa priorizando algunos vitales como el sistema nervioso central, el
genotipo ahorrador es perjudicial cuando se expone a la abundancia de alimentos
y origina Rl y DT2 (63). Esta teoria de genotipo ahorrador emerge en diferentes
grupos étnicos cuando se comparan sus estilos de vida, ejemplo de ello son los
cazadores-recolectores de Australia y Latinoamérica y los agricolas como los
indios Pima e islefios del Pacifico, los cuales debido a la pérdida de costumbres
ancestrales, se han visto afectados por la prevalencia de sobrepeso, obesidad, RI
y DT2 (64-66). Por el contrario, en los indios Pima genéticamente idénticos, que
viven en México y que han mantenido sus estilos de vida tradicionales del medio
rural (alta actividad fisica, baja ingesta caldrica con bajo contenido en grasas, dieta
rica en fibra), la obesidad y otras alteraciones del SM son poco frecuente (67, 68).
Es importante resaltar que, en el ultimo siglo, la poblacibn mexicana aumenté la
densidad energética de la dieta en casi 24 % (26 % mas hidratos de carbono y 36
% mas grasas) y han reducido la actividad fisica (69). La consecuencia de este
cambio en el balance de energia es la acumulacion de grasa corporal, a la que
llamamos obesidad y que hasta el momento es considerado como el factor mas
importante para la aparicion de Rl y SM, en los nifios con sobrepeso la frecuencia
de SM es elevada del 30% al 50% donde la obesidad visceral y la sensibilidad
reducida a la insulina son los principales mecanismos implicados en este sindrome
(70).

I.5 Resistencia a lainsulina y sindrome metabdlico

El SM es una entidad clinica controvertida que se caracteriza por la presencia de
multiples factores de riesgo como lo son obesidad central, glucosa alterada en
ayuno, hipertrigliceridemia, hipoalfalipoproteinemia y PA elevada, la presencia de

al menos tres de estos cinco criterios se define como SM, la etiologia del SM es
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desconocida, sin embargo, se considera que esta determinada por una compleja
interaccién de factores genéticos y condicionada por factores ambientales (38, 71).
El eje central en el desarrollo del SM es la RI, desde 1988 Reaven sugiere que la
Rl conduce a las anomalias metabdlicas que conforman el SM (72), esta
conjuncion de factores de riesgo interrelacionados se asocian con un riesgo cinco
veces mayor a desarrollar DT2 y dos veces mas de enfermedades
cardiovasculares (73). En edades tempranas la presencia de SM es la antesala
para el desarrollo de DT2. En los paises desarrollados el SM se presenta en el
25% de la poblacion, aunque la prevalencia aumenta de manera paralela con la
prevalencia de DT2 y obesidad. En México la prevalencia de SM en adultos es del
45% (52). Los datos disponibles de estudios de familias y poblacionales muestran
gue la RI esta influenciada por un fuerte componente genético con una gran
variabilidad entre diferentes grupos étnicos (74). De hecho, se ha demostrado que
el 45% de los familiares de primer grado de pacientes con DT2, incluso con
niveles de glucosa normales, presentan RI, la heredabilidad de cada uno de los
componentes del SM puede alcanzar el 50%, mientras que la combinacion de los
componentes del SM se hereda de un 13-30%, por lo que estas variaciones
explican una pequefia parte del fondo genético comun del SM que son resultado
de diferentes estrategias como andlisis de ligamientos, estudios de genes
candidato y GWAS (75), sin embargo, las variantes asociadas a la fecha a SM se
localizan en los genes que regulan el metabolismo de lipidos o cercano a ellos,
dejando fuera posibles biomarcadores genéticos de susceptibilidad al desarrollo
de SM (76). A la fecha existen mas de 89 trabajos que estudian las bases
genéticas del SM, los cuales coinciden en veinticinco genes de susceptibilidad y
donde solo ocho polimorfismos (rs9939609 de FTO, rs7903146 de TCF7L2, C56G
y T1131C de APOS5, C482T y C455T de APOC3, 174G>C de IL6 y Tag-1B de
CETP) en su mayoria implicados en el metabolismo de lipidos han replicado la
asociacion con el desarrollo de SM (77).

En el caso del SM pediatrico este es un problema global de salud, que no ha sido
bien caracterizado en términos de criterios, prevalencia o implicaciones clinicas en

nifios y adolescentes (71). En los ultimos afios en los nifios se ha visto un
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aumento dramatico de la RI de la mano de la obesidad, sin embargo, la Rl también
se encuentra presente en niios con peso normal, con una historia familiar de DT2,
hipertension arterial y dislipidemias (78). En nifios la hiperglucemia es una
manifestacion tardia de la RlI, llevando al concepto que los factores implicados en
el desarrollo de Rl son comunes con el origen del SM, la predisposicion es el
trasfondo de las teorias genéticas sobre el origen de la Rl y el SM en donde los
procesos de adaptacion incluiran anomalias genéticas de una o mas proteinas de
la cascada de sefializacion de la insulina que llevaran a errores en la sefalizacion
y accion hormonal que desembocaran en el desarrollo del SM como antesala de la
DT2 y ECV (79, 80). Con base a lo anterior la resistencia a los efectos biol6gicos
de la insulina es la caracteristica clave del SM y constituye la patogénesis de la
DT2, si bien el pancreas aumenta la secrecion de insulina al torrente sanguineo
para compensar los defectos en la accion de la insulina periférica, esta
compensacion mantenida conlleva a hipertrofia de la célula B e intolerancia a la
glucosa. En los adipocitos y miocitos la insulina regula el transporte de glucosa
controlando la translocacion de GLUT4, ademas la RI tiene un papel critico en el
metabolismo de los lipidos al estimular la lipogénesis y la supresion de la lipolisis,
lo que provoca un aumento en las concentraciones de c-VLDL, triglicéridos y
disminucién de las concentraciones de c-HDL (81), la Rl también se asocia a HTA
debido a que aumenta la absorcién de sodio renal y el tono simpético, provocando
una vasodilatacion alterada con una secrecion deficiente de éxido nitrico que
conduce a alteraciones permanentes como ateroesclerosis e hipertension (82).
Por ultimo, la obesidad que es un estado de inflamacién crénico, que inhibe la
capacidad de sefalizacion de la insulina en los adipocitos y hepatocitos a través
de la inhibicion del IRS-1 (receptor de la insulina sustrato 1) y el receptor de la
insulina en la via de sefalizacion de la insulina (83, 84). Lo anterior sugiere una

evidencia clara del papel de la Rl en el desarrollo del SM.

|.6 Genética de laresistencia alainsulina

La RI es el resultado de la interaccién de factores ambientales y genéticos, sin
embargo, el conocimiento completo de los antecedentes genéticos de esta
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condicion sigue siendo desconocido (85). Los estudios genéticos se han enfocado
en proporcionar evidencia de la asociacion de variantes genéticas con la
enfermedad, no obstante, los avances en el descubrimiento de variantes
involucradas en el desarrollo de enfermedades complejas de manera puntual la RI
aun son criticos (86). Hasta el momento los GWAS han identificado 88 locis
asociados con el desarrollo de DT2, la gran mayoria de los locis identificados
estan relacionados con la secrecion de la insulina, la funcién de las células B y por
ende la RI (87). A pesar de estos avances, los locis identificados sélo explican del
25-44% de la heredabilidad de la RI, esto plantea la necesidad de explorar la
contribucion de las variantes de baja frecuencia (=5%) y variantes raras (<0.5%)
en la heredabilidad de Rl y DT2 (88). El desarrollo de nuevas herramientas de
analisis gendmico ha revolucionado el andlisis del genoma humano, lo que a
transformado el estudio de las enfermedades genéticas complejas. La mayoria de
las variantes genéticas asociadas a DT2 estan implicadas en la funcion de la
célula B, apoyado por los resultados de estudios en personas delgadas con DT2
donde evidencia el papel de la secrecién alterada de la insulina (89).

A la fecha mas de 16,360 polimorfismos se han asociado nominalmente a DT2 en
mas de 599 publicaciones, con la introduccién de nuevos enfoques analiticos y
con la integracién del analisis de genoma con los rasgos cuantitativos de la RI, se
tienen identificados 38 locis de susceptibilidad a DT2 involucrados en las vias de
secrecion de la insulina (90) sin embargo, la mayoria de estos locis han sido
identificados solo en poblacién de ascendencia Europea (91). En el 2014 se
identificaron 19 polimorfismos asociados con los niveles de insulina, diez de los
cuales también se asociaron con un perfil dislipidémico que sugiere un papel de la
RI en el metabolismo de lipidos, entre los que se incluye a las proteinas de union a
acidos grasos, en especial las FABP1-4 que desempefia un papel fisioldgico en la
captacién, metabolismo intracelular y la excrecién de acidos grasos de cadena
larga, los polimorfismos de estos genes han sido asociados a hipertrigliceridemia y
disminucién de la sensibilidad a la insulina (92). La elongasa de la familia 6 de
acidos grasos de cadena larga ha sido relacionada a la RI, los portadores de los
polimorfismos rs9997926 y rs6824447 presentan mayor HOMA-IR (93). Los
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polimorfismos relacionados con el metabolismo de glucosa y asociados con RI de
los cuales UPC2, UPC3, asociados con niveles elevados de insulina y RI (94), el
ADRB1 donde el polimorfismo (R389C) se asoci6 con HOMA-IR en poblacion
africana y europea (95). Otro ejemplo es la apolipoproteina E que esté involucrada
en la homeostasis de los lipidos en plasma y ha sido asociada a RI, sensibilidad a
la insulina, sin embargo, los resultados no replican en las diferentes poblaciones
(96). Por otro lado, se encuentran los polimorfismos en el gen de la adiponectina
(APM1, ADIPOQ, ACRP30) y sus receptores (ADIPOR1, ADIPOR?2), los cuales
estan fuertemente asociados a obesidad y resistencia a la insulina (97). Estos son
algunos ejemplos de los 70 polimorfismos asociados a DT2 que dependen de la
funcién de la célula 3, con base en estos puntos se seleccionaron los siguientes

siete polimorfismos para evaluarlos en la poblacion infantil:
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Tabla 1. Descripcion de los polimorfismos seleccionados

Efecto del
Cromosoma Gen Funcién Variante alelo de Poblaciéon Referencia
riesgo
Gen supresor Danesa
de tumor, v L Noruega
g Secrecion de
CDKN2A/ inhibe ala | 1051166 insulina; Francesa (98-102)
9p21 cinasa = Coreana
2B X 1 wfuncién de la
dependiente célula B Japonesa
de ciclina 4 China
(CDK4) Mexicana
Regulacion de Islandesa
Iagex resion YConcentracion Danesa
10925.3 TCF7L2 del pen del rs7903146 y secrecion Norteamericana (103, 104)
g , de insulina Caucasica
proglucagén China
indice de
Trarllsportel de ?nasa corporal
colesterol y .
P vy c-HDL Mexicana )
9g31.1 ABCAL f?rj\?gglggslaa 19282541 (102, 105-107)
Diabetes tipo
membrana 5
plasmatica
Gen que Secrecion de Escandinava
codifica para insulina Japonesa
2936 IRS1 una proteina rs4675095 Japonesa- (108, 109)
que media el Diabetes tipo Americana
control de la 2 Finlandesa
insulina.
Contribuye a v Sii‘fj:zg_de Coreana
la regulacion ' Japonesa (110-112)
11p15.5 KCNQ1 de la rs2237895 Diabetes tino China
secrecion de 2 P India
insulina.
Regulador Diabetes tipo
maestro de la 2 Danesa (113-115)
7932.2 KLF14 expresion de rs972283 Diabetes Mexicana
genes en . Caucasica
> . gestacional
tejido adiposo
Liberacion de
insulina £oncentracion Caucésica (113, 1186,
2p23.3 GCKR estimulada por | rs780094 es de glucosa Danesa 117)
los niveles de y triglicéridos Hungaros
glucosa

.7 Genética de la poblacion mexicana

El genoma humano se hereda de padres a hijos, por lo que las variaciones
genomicas se conservan en las familias y en las poblaciones, lo que resulta
evidente al observar las caracteristicas fisicas de los miembros de una familia o de
alguna comunidad. En consecuencia, la frecuencia de SNPs que confieren
susceptibilidad o resistencia a enfermedades comunes, o que contribuyen a la
respuesta a farmacos, son distintas en cada poblacion (118). México es un

mosaico poblacional con una poblacion aproximada de 120.8 millones de
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habitantes conformada principalmente por origenes ancestrales: nativo-americano
(45%), europeo (50%) y con bajos niveles de ascendencia africana (5%), donde se
han identificado 11 familias linglisticas indoamericanas, 68 agrupaciones
linguisticas correspondientes a dichas familias, y 364 variantes linglisticas
pertenecientes a este conjunto de agrupaciones (119, 120). Un estudio realizado
por Moreno y col. reporta un alto grado de diferenciacion entre las poblaciones
nativas de México aunado a la existencia de tres patrones geogréaficos de
subestructura poblacional, la zona norte, centro/sur y sureste (121). Esta
arquitectura genética podria tener una implicacion en las enfermedades por lo que
es importante la caracterizacion genética de los fenotipos que conduzcan a la
identificacion de variantes genéticas asociadas con rasgos clinicos y bioldgicos
(122), como es el caso de la variante R230C de ABCA1 involucrada en el
desarrollo de DT2 en la poblacién indigena Maya (102, 123).

.8 Importancia del estudio de RI en poblacién Maya a través de

herramientas gendmicas de nueva generacion

Actualmente, se han llevado a cabo varios estudios de variantes polimorficas
asociadas a alteraciones metabdlicas en distintas poblaciones del mundo. Sin
embargo, es necesario evaluar a cada poblacién de manera independiente debido
a la diversidad genética que existe entre ellas. La elevada diversidad de la
poblacién mexicana la hace Gnica en comparacién con otras poblaciones, aunque
la ascendencia genética europea es cercana al 50% en el mestizo mexicano, no
todos los alelos de riesgo asociados a enfermedades complejas responden en la
poblacién mexicana, tomando como base los resultados del GWAS realizado en
diabéticos mexicanos el cual demostrd la replicacion de solo cuatro regiones
génicas de un total de 46 regiones reportadas en la literatura para otras
poblaciones (124), otro trabajo reveld que de 68 polimorfismos en 41 genes solo
26 polimorfismos genéticos fueron asociados a DT2 en la poblacién mexicana (6).
Estos resultados evidencian la necesidad del estudio de genes asociados a Rl en
indigenas mexicanos que contribuyan a su vez a conocer el posible origen de las

enfermedades. Dentro de esta diversidad de grupos, se eligié a la poblacién maya
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por ser uno de los principales grupos indigenas de México, el segundo grupo mas
numeroso con un millén y medio de individuos, después de los nahuas ademas de
ser considerada como la civilizacibn mas deslumbrante de la América
precolombina. La poblacion Maya se localiza en la peninsula de Yucatan, siendo
Campeche y Yucatan dos de los estados con mayor prevalencia de obesidad en
nifios de 5 a 11 afios (ENSANUT 2016) e incluso, la Secretaria de Salud del
Estado ha anunciado una elevada prevalencia de diabetes, hipertension y
obesidad en poblacion adulta. Por lo tanto, es necesario el estudio de variantes
polimérficas propias de la poblacion maya-mestiza involucradas en el desarrollo de
RI'y SM en nifios, resaltando la importancia de realizar este estudio en nifios, que
han estado menos tiempo expuesto a los factores ambientales y si alguna
alteracion se presenta podria ser indicativo de un posible componente genético
relevante (125). Tomando ventaja de las nuevas tecnologias de secuenciacion, de
manera particular la secuenciaciéon de exoma que es diferente de otros tipos de
pruebas de diagndstico genético en términos del nimero de genes que son
secuenciados simultdneamente, la ventaja de esta prueba es que va dirigida a las
regiones codificantes de los genes, lo que una brinda mayor posibilidad de
identificar las variantes genéticas del SM en un individuo afectado (126). Sin
embargo, abordar al SM es muy complicado dada la complejidad de los
pardmetros de descontrol involucrados, asi como la interaccion y origen de cada
uno de ellos, sin contar el nimero tan grande de definiciones que actualmente se
tienen para su diagndstico (71). Asi que en el presente estudio tomamos como
base el componente que origind la propuesta de la existencia del SM que es la RI.
De esta manera se propuso evaluar los SNPs previamente reportados en otras
poblaciones como asociados a Rl y DT2, ademas de buscar mediante la
secuenciacion de exoma completo la identificacion de variantes propias de la
poblacion Maya. En conjunto los hallazgos contribuirdn a discernir sobre el fondo
genético de la Rl con una estrategia que al abordar la investigacién en nifios
revela el impacto de portar SNPs a edades tempranas que incrementan la
susceptibilidad a presentar Rl condicion de la cual derivan los componentes del
SM.
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Il. Justificacion

La Rl es una entidad clinica y multifactorial condicionada por la suma de factores
ambientales y genéticos. La Rl desempefia un papel importante en el desarrollo de
las alteraciones metabdlicas que conforman al SM. Siendo la RI por si misma o
como eje central del SM, la antesala del desarrollo de DT2 y ECV, dos de las
principales causas de muerte en México y el mundo. La RI esta presente tanto en
adultos como en la poblacion infantil, aun sin presencia de obesidad. El aumento
de malnutricion esta acompafiado de un aumento en las prevalencias de Rl y DT2,
donde la poblacion méas vulnerable de México son los grupos indigenas, que en
los ultimos afios han sufrido un aumento en la prevalencia de obesidad y DT2
precedido con toda seguridad por la RI, lo que plantea la necesidad de conocer los
factores genéticos involucrados en el desarrollo de esta entidad. Tomando en
cuenta que la mayoria de los estudios genéticos de susceptibilidad a DT2 y RI
estan dirigidos a la poblacibn adulta lo cual puede mostrar resultados
condicionados por una mayor exposicion a los factores ambientales, se planted
enfocar este estudio a la poblacion infantii con la finalidad de delimitar
considerablemente la participacion del medio ambiente en la aparicion de las
manifestaciones fenotipicas de la Rl y revelar la contribucion del componente
genético en la susceptibilidad a desarrollar RI. Los resultados de este trabajo
ayudaran a dilucidar los mecanismos que conducen a esta condicién, a la vez que
puedan contribuir al desarrollo de nuevos métodos de diagndstico, blancos

terapéuticos y medidas preventivas a corto y largo plazo.
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lll. HipOtesis
Se encontraran variantes genéticas asociadas a la resistencia a la insulina en la

poblacion maya.
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I\VV. Objetivos

V.1 Objetivo general
Identificar variantes genéticas asociadas a resistencia a la insulina en nifios

mayas.

I\VV.2 Objetivos particulares

v' Determinar la frecuencia de resistencia a la insulina en nifios Mayas de la
Peninsula de Yucatén.

v' Determinar si los polimorfismos rs4675095 de IRS, rs10965250 de
CDKN2A/2B, rs2237895 de KCNQ1, rs9282541 de ABCAL, rs780094 de
GCKR, rs972283 de KLF14 y el rs7903146 de TCF7L2 se encuentran
asociados a la resistencia a la insulina en nifios Mayas.

v ldentificar variantes genéticas propias asociadas a resistencia a la insulina en

nifios Mayas a través de la secuenciacion del exoma completo.
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V. Material y métodos

V.1 Tipo de estudio

Estudio poblacional, transversal de casos y controles.

V.2 Disefio de estudio:
El estudio se disefi6 en dos etapas.

Primera etapa: Determinacion de la asociacion de polimorfismos conocidos con la
RI (esquema 1).

o (=] o o
Solicitud de .. Toma de muestra: Determinaciones:
permisos: > 2::::;;0;_1 de > Firma de carta consentimiento, > Pardmetros
SSY y SEP Nifios de.9-10 afios carta de asentimiento, toma de bioquimicos y
muestra y mediciones hormonales
somatomeétricas.
=]
DNA: Genotipificacion
Extraccion del
DNA, medicion de o o o
concentracion e . >  IRS1 CDKN2A
integridad y GCKR  KCNQ1  ABCA1
preparacién de KLF14 TCF7L2
diluciones.

Esquema 1. Disefio experimental primera etapa
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Segunda etapa: Identificacion de nuevos polimorfismos asociados a Rl en
fenotipos extremos (esquema 2).

Esquema 2. Disefio experimental segunda etapa
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V.3 Tamafo de la muestra

En la primera etapa se evaluaron 375 niflos de 9 a 10 aflos edad de cuarto grado
de primaria, de la Peninsula de Yucatdn. Residentes de las comunidades de
Eknakan, Nochakan, Cuzama, Pomuch, Hecelchakan y Ukum.

El tamafio de muestra fue calculado de acuerdo con la ecuacién para una
poblacion finita con 95 % de confianza y una precision del 4%.

Se empled la siguiente férmula para el calculo del tamafio de la muestra:

Donde:

n= Tamafno de la muestra,

z= 1,96 para el 95% de confianza, 2,56 para el 99%
p= Frecuencia esperada del factor a estudiar (45%)
q=1-p

B= Precision o error admitido

V.4 Definicion de fenotipo extremo
Para la segunda etapa, los nifios fueron estratificados con base al fenotipo
extremo de RI en dos grupos:

- HOMA-IR > 95%

- HOMA-IR <95%

V.5 Criterios de inclusion
v' Niflos de cuarto a sexto afio de primaria (9-10 afios), residentes de la
Peninsula de Yucatan.
v" Que alguno de sus familiares directos hable Maya.
v" Que los padres y abuelos hayan nacido dentro de la comunidad indigena
Maya sin cambios de residencia de los estados de Yucatan, Campeche y
Quintana Roo.

v" Tener minimo 10 horas de ayuno.

<

Sin restriccién de género.

v" Contar con el consentimiento firmado por sus padres.
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v' Contar con la carta de asentimiento firmada por el participante.

V.5 Criterios de exclusién
v" Tener mas de 10 afios.
v' Estar bajo algun tratamiento para control de glucosa, colesterol o
triglicéridos.

v" No contar con el consentimiento informado firmado por sus padres.

<

Enfermedades metabdlicas asociadas.

v" No dar el asentimiento para la toma de muestra sanguinea.

V.6 Datos generales, medidas somatométricas y muestras sanguineas
Todos los participantes del estudio accedieron previo asentimiento informado y
con la autorizacion de sus padres a través de un consentimiento informado
mediante firma o huella digital. Los datos generales fueron recopilados mediante la
aplicacion de un cuestionario a los padres de familia y con apoyo de un intérprete
cuando fue necesario.

Las mediciones antropométricas fueron realizadas por dos evaluadores
previamente entrenados. A cada participante se le midié la cintura (cm), la cadera
(cm), el peso (kg) y la talla (m), después se calculd el indice de masa corporal
(IMC) en percentles con el programa Pediatric Zcore Calculator
(http://zscore.research.chop.edu/) y se célculo el indice cintura cadera (ICC), de

acuerdo a las normas antropométricas internacionales.

La PA fue evaluada mediante baumandmetros digitales infantiles previo reposo del
nifio de al menos 10 minutos y por duplicado después se calculo el percentil de PA
con el programa Body composition laboratory
(https://www.bcm.edu/bodycomplab/Flashapps/BPVAgeChartpage.html). Para la

extraccion de sangre se tomod en cuenta un ayuno de 10 a 12 horas. Se tomaron 7
mL de sangre en un tubo sin anticoagulante para realizar un perfil bioquimico y 2
tubos con EDTA de 4 mL para el analisis genético. Las muestras fueron
etiguetadas, almacenadas y conservadas debidamente hasta su fecha de proceso.
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V.7 Determinaciones bioquimicas
Se midi6 la concentraciébn sérica de glucosa, colesterol, c-HDL, c-LDL vy
triglicéridos por métodos colorimétricos estandar. Las concentraciones de insulina

en suero se determinaron por el método de Quimioluminiscencia.

V.8 Analisis molecular

A partir de la muestra de sangre con EDTA se extrajo el DNA de leucocitos por un
método estandar. EI DNA se cuantificd espectrofotométricamente (260/280nm). La
integridad del DNA se verificd en un gel de agarosa al 1.5%, 50ng de DNA fueron
empleados para la generaciéon de librerias, el resto fue utilizado para la
genotipificacion por PCR en tiempo real. Los polimorfismos estudiados se

muestran a continuacién (primera etapa):

Gen Polimorfismo Numero de catalogo AB
IRS rs4675095 C 27974511 10
CDKN2A rs10965250 C_ 31288922 10
KCNQ1 rs2237895 C 16171034 10
ABCA1 rs9282541 C_ 11720861 10
TCF7L2 rs7903146 C 29347861 10
GCKR rs780094 C__ 2862873 10
KLF14 rs972283 C 7614445 10

V.9 Generacion de librerias y secuenciacion

Antes de la secuenciacion es necesario realizar la captura de las regiones
codificantes del DNA gendmico que se quiere analizar. Para ello se requiere
romper el DNA gendmico para conseguir fragmentos de un determinado tamafio

gue se puedan purificar, para crear librerias de exomicas.

Creacién de librerias

Las librerias fueron creadas con el kit de Nextera que se basa en cinco puntos
principales:

a) Fragmentacion y etiquetado: el DNA genomico se fragmenta y etiqueta de

forma simultanea mediante un transposoma, el DNA fragmentado y
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etiquetado se amplifica y se afiaden indices de secuenciacion mediante PCR
(primera amplificacién).

b) Muestra para el enriqguecimiento: se agrupan hasta doce bibliotecas, se
concentra el grupo y se desnaturalizan las bibliotecas para convertirlas en
DNA de una sola cadena.

c) Hibridacibn de sondas para regiones objetivo (dos rondas): se emplean
sondas etiquetadas con biotina especificas para las regiones de interés en el
DNA fragmentado. El grupo se enriquece en las regiones deseadas mediante
bolas de estreptavidina que se unen a las sondas con biotina.

d) Captura de regiones: Los fragmentos de DNA con biotina unidos a las bolas
de estreptavidina se extraen de la solucién por medios magnéticos.

e) Elucion de bibliotecas enriquecidas: Los fragmentos de DNA enriquecidos se
eluyen desde las bolas y se siguen amplificando por PCR (segunda
amplificacion), las bibliotecas amplificadas se recogen y se preparan para la

secuenciacion.

Secuenciacion

En este trabajo se utiliz6 la tecnologia de Illumina HiSeg2000, la cual combina la
amplificacion de moléculas individuales de DNA en fase sélida y una amplificacién
en paralelo de todas las moléculas de DNA unidas a los soportes sdlidos. Utiliza
terminadores reversibles, que son nucleétidos modificados de forma que se le une
una molécula fluorescente que no permite continuar la incorporacion del siguiente
nucleétido a la cadena hasta que no es retirada. Los ciclos se componen de:
incorporacion del nuevo nucledtido protegido con un grupo fluorescente a la
cadena en formacién, lavado del resto de nucle6tidos no unidos, lectura de la
sefal fluorescente y posterior retirada del grupo protector para permitir la union del

siguiente nucledtido.
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V.10 Analisis de exoma
En el genoma humano hay alrededor de 18,000 exones, estos constituyen
aproximadamente el 1% del genoma, esto se traduce en 30 megabases de
longitud. El analisis de secuencias de exoma se divide en tres pasos importantes:
-Control de calidad y analisis de imagenes
-Alineamiento contra el genoma de referencia

-Llamado de variantes

Control de calidad vy el analisis de imagenes

El analisis de calidad de la secuencia se realiza mediante el programa informatico

fastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), este programa

permite analizar la calidad de la secuencia generada, adjudicandole un indice de
calidad (score) tanto a las secuencias individuales como a las bases de cada
secuencia en funcién de su posicion, esta calidad de lecturas se expresa en base
logaritmica. Asi, una calidad Q20 significa una posibilidad de 0.01 de haber leido
una base errébneamente. Q30 traduciria una posibilidad de error de 0.001 y asi
sucesivamente. Esto permite decidir si se utiliza la secuencia completa o se
eliminan los extremos si la calidad en estos disminuye. Es (til en secuencias
superiores a los 50 nucledtidos, en general fastQC proporciona el analisis global
de la calidad de las secuencias antes de utilizarlas con otros programas.
El programa fastQC proporciona los siguientes datos:
-Estadisticas basicas. Presenta las caracteristicas basicas de la secuencia.
-Calidad de la secuencia por base. Gréafica que muestra la calidad de las bases
segun la posicion de lectura.
-Puntuaciones de calidad por secuencia. Gréfica que representa la distribucion
de la calidad de las lecturas. Los datos seran mejores cuantas mas lecturas
tengan buena calidad.
-Contenido de bases en la secuencia. Muestra la frecuencia de cada base
encada posicion de lectura. ElI programa muestra un error cuando la diferencia

entre Ay T o Gy C es mayor del 20% en alguna de las posiciones de lectura.

39



-Contenido de GC por base. Muestra la distribucion de GC por posicién de
lectura. La aparicion de desviaciones puede deberse a la presencia de alguna
secuencia sobre representada en la biblioteca.

-Contenido de GC por secuencia. Muestra la distribucion de GC por secuencia.
-Contenido de N por base. Se utiliza N para marcar las bases de las que no se
ha obtenido lectura. Cuantas mas N contengan los datos su calidad ser4 menor.
-Distribucién de la longitud de secuencias. La grafica muestra las longitudes de
las lecturas en pares de bases (bp).

-Niveles de duplicacién de secuencias. Muestra el grado de duplicacién de cada
secuencia. Cuanto menor es este numero, mejor es la calidad de los datos, y
suele traducir un adecuado nivel de cobertura de las secuencias diana.
-Secuencias sobre representadas. Informa de la presencia de secuencias que
aparecen en mayor cantidad de la esperada (>0.1%). El programa requiere que
los fragmentos tengan al menos 20 pares de bases.

-Contenido en Kmeros. El Kmer se refiere a oligdmeros especificos (de longitud-
K) que se pueden utilizar para localizar regiones de interés.

El alineamiento contra el genoma de referencia

El alineamiento de secuencias consiste en mapear los datos crudos almacenados
en formato FASTQ contra una secuencia de referencia (GRCh38/hg38) para
obtener la secuencia de DNA original. Existen diferentes algoritmos para la
alineacion (MAQ, BWA, Bowtie). En este trabajo se empled el software BWA
(Burrows-Wheeler  Aligner), por su rapidez y precision (http:/bio-
bwa.sourceforge.net/). El alineamiento de los archivos FASTQ con BWA genera

dos archivos en formato .sai, que son transformados en un Unico archivo en
formato .sam (Sequence Alignment/Map), y finalmente, con el programa Picard

(http://picard.sourceforge.net), en un formato BAM (forma binaria de los archivos

sam) se localizan y eliminan las secuencias duplicadas, el siguiente paso fue
realizar la identificacibn de todas las variaciones presentes en cada exoma,
utilizando el programa GATK (Genome Analysis Tool Kit
http://www.broadinstitute.org/gatk/) este programa permitié identificar las regiones
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gue requieren un re-alineamiento por la presencia de inserciones que no existen
en el genoma de referencia, esto es indispensable para minimizar el riesgo de
falsos positivos al buscar variantes, por ultimo se recalibran los valores de calidad
utilizando covariantes especificas y enmascarando los SNPs ya conocidos
(dbSNP132).

Llamado de variantes

Todas las variaciones presentes en cada individuo se extrajeron del archivo
anterior empleando la herramienta Unified Genotyper utilizando un archivo de
referencia como comparacién y dando lugar a un archivo VCF (Variant Call

Format).
Anotacion funcional de las variantes encontradas

Esta etapa es la mas importante ya que ayuda a identificar las variantes
funcionalmente importantes, existen diferentes herramientas para filtrar y anotar
estas variantes (ANNOVAR y VEP), ambas sirven para anotar variantes de un solo
nucledtido unico (SNVs) e inserciones/deleciones ademas de conocer su
consecuencia funcional. Con la finalidad de encontrar variantes asociadas con la
enfermedad se aplicaron diferentes filtros, entre ellos las variantes debian estar en
equilibrio de Hardy-Weinberg, estar en desequilibrio de ligamiento (>0.8), la
frecuencia del alelo menor (<0.5), no se consideraron las inserciones/deleciones y
s6lo se conservaron las variantes con un maximo de dos alelos. Por otra parte, se
suprimieron las variantes con lecturas menores a 10, y con valores de calidad por
debajo de 50. Por ultimo, se descartaron las variantes asociadas a Rl presentes

en los controles.
Seleccion de variantes asociadas a Rl

Esté trabajo se enfoco en la busqueda de polimorfismos asociados a Rl 'y DT2, la
seleccién de variantes se basé en las puntuaciones de cuatro programas de
prediccion. SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), PolyPhen 2 (Polymorphism
Phenotyping v2) y dbNSFP (database for nonsynonymous SNPs' functional

predictions) tiene puntuaciones de 0 a 1 en este trabajo una puntuacion mayor a
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0.8 fue considerada como patégena (127-130), en el caso de FATHMM
(Functional Analysis through Hidden Markov Models) el resultado es categoérico
(131). El polimorfismo debia estar presente sélo en los casos ademéas de que en
tres de los cuatro programas de simulaciéon empleados debia ser positivo para la
alteracion (SIFT, Polyphen2, FATHMM y dbNSFP), estos programas tienen la
ventaja de distinguir entre variantes involucradas con la patologia y polimorfismos
neutros. El programa SIFT ha demostrado que el nimero de falsos positivos es del
20%, dado principalmente por variantes no sinénimas, a pesar de estos datos se
considera a este programa confiable y con un alta sensibilidad (130), Polyphen2
es una herramienta que predice el posible impacto del cambio de un aminoéacido
en la estructura y funcién de la proteina, la sensibilidad de esta herramienta es del
68%, sin embargo, su especificidad es del 18%, debido a la baja especificidad los
resultados deben interpretarse con precaucién, es por ello la necesidad de mayor
evidencia para aceptar o rechazar la asociacion de las variantes con la
enfermedad (128, 129). Otra herramienta utilizada para la prediccion de efectos
funcionales de las variantes es el FATHMM, es un método automatizado capaz de
distinguir con mayor precision y fiabilidad entre SNP patdégenos y de funcién
neutra, la ventaja de esta herramienta es que se basa en modelos ponderados
para predicciones de cambios, los estudios demuestran que tiene un mayor
rendimiento en comparacion con los métodos de prediccién tradicionales, sin
embargo, un trabajo reporta que el porcentaje de falsos positivos es de 22.8%
(131). Por ultimo se utilizé el dbNSFP que compila el puntaje de prediccién de
cuatro algoritmos: SIFT, Polyphen2, LRT y MutationTaster la ventaja sobre las
otras herramientas es que integra datos de mdultiples algoritmos de prediccidon
funcional y lo compara con una amplia base de variantes no sinénimas lo que
otorga una ventaja al momento de analizar la informacion en conjunto (127). Una
vez identificadas las variantes con un posible efecto funcional en la Rl y DT2 se
procedid a buscar la significancia clinica en los programas Esembl (132),
DisGeNet (133) y en GeneMANIA (134) con lo anterior se realiz6 un esquema
para ilustrar que las variantes estan implicadas tanto en Rl como en DT2.
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V.11 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados con el paquete estadistico para
ciencias sociales version 22 (SPSS 22, por sus siglas en ingles). El andlisis
descriptivo las variables nominales se expresaron como frecuencias y la
comparacién de frecuencias se realiz6 por medio de la prueba de x2. Se
determiné la distribucion de los datos con una prueba de Kolmogorov y con base
en su distribucidbn se emplearon pruebas paramétricas (t-Student y ANOVA) y
pruebas no paramétricas como la U Mann-Whitney y Kruskall-Wallis. El equilibrio
de Hardy-Weinberg fue calculado wusando el programa en linea
(http://www.genes.org.uk/software/hardy-weinberg.shtml). La asociacion de cada
SNP se realiz6 por medio de un analisis multivariado ajustado por edad, género e
pIMC también se empled una regresion logistica bajo el modelo dominante y
recesivo ajustado por edad, sexo y pIMC.
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VI. Resultados
Primera etapa

Descripcion de la poblacion

La distribuciéon de acuerdo al sexo de los 371 nifios evaluados se muestra en la
gréfica 1.

Distribucién de la poblacién
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Gréafica 1: Distribucidn por sexo

Estratificacién de la poblacion de acuerdo al IMC

Se estratificé la poblacién de acuerdo con el percentil de IMC y se encontré una
frecuencia de sobrepeso y/o obesidad de 38.3%, cifra superior a lo reportado en
las ultimas encuestas de salud (gréfica 2).

Grafica 2: Distribucién de acuerdo al percentil de IMC
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Descripcion de los parametros bioquimicos y somatométricos de la
poblacién general

La Tabla 2 muestra la frecuencia de alteraciones en parametros bioquimicos,
somatomeétricos y hormonales de los 371 nifios evaluados comparada con lo

reportado en otros estudios realizados en nifios mexicanos.

Tabla 2. Descripcién de los parametros bioguimicos y somatométricos de la
poblacién general

Caracteristica Mediana Punto de , .
(n=371) (P25, P75) corte Frecuencia Literatura
Edad 10 (9, 11)
pCintura 55 (31, 86) >75 44.2% 25%
pPA 61 (50, 90) >90 31.3% 8.9%
Glucosa (mg/dL) 92 (85, 97) >100mg/dL 15.4% 1.2%
>200mg/dL 7.8% 5%
Colesterol (mg/dL) 151 (134, 175) >150mg/dL 7204 9.1%
Triglicéridos 0 0
(ma/dL) 104 (83, 141) >100mg/dL 51.2% 27%
HDL (mg/dL) 45 (39, 53) >50mg/dL 78.7% 15.1%
LDL (mg/dL) 88 (73, 105) >100mg/dL 29.6% 10%
Urea (mg/dL) 32 (27, 34) >40mg/dL 1.8%
Creatinina (mg/dL) 0.44 (0.4, 0.5) <0.5mg/dL 64.4%
Acido drico 0
(mg/dL) 4 (3.3, 4.8) >6.0 mg/dL 1.9%
AST (mg/dL) 28 (26, 33) >40mg/dL 12%
ALT (mg/dL) 17 (14, 21) >50mg/dL 8%
Insulina (uU/mL) 8.9 (4.6, 14)
%HOMA-IR 69 (35, 98)

Estadistica descriptiva no paramétrica (medina, percentil 25y 75)
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Comparacion de los parametros bioguimicos y somatométricos por sexo

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas somatométricas, bioquimicas y

hormonales de los 371 niflos estratificados de acuerdo al sexo.

Tabla 3. Comparacion de los parametros bioquimicos y somatométricos por

sexo
n=371 Nifias (54%) Nifios (46%) P
Cintura (cm) 67 (61, 74) 65 (59,73) 0.107
pCintura 55 (31, 86) 50 (25, 75) 0.012
Peso (KQg) 36.1 (30, 42) 32 (27, 40.4) 0.083
Talla (cm) 138.2 (131, 145) 136 (129, 143) 0.075
pIMC 67.5 (36, 89) 51 (20, 87) 0.022
pPA 60.5 (50, 90) 64 (50, 90) 0.310
Glucosa (mg/dL) 91 (83, 96) 93 (88, 99) 0.001
Colesterol (mg/dL) 149 (131, 172) 151 (134, 175) 0.298
Triglicéridos (mg/dL) 104 (83, 141) 96 (73, 129) 0.008
HDL (mg/dL) 45 (39, 53) 49.4 (43.5, 58) 0.0001
LDL (mg/dL) 88 (73, 105) 85.6 (74.3, 104.5) 0.923
Urea (mg/dL) 32 (27, 34) 34 (24, 34) 0.078
Creatinina (mg/dL) 0.44 (0.4, 0.5) 0.47 (0.41, 0.52) 0.004
Acido drico (mg/dL) 3.9(3.6,4.7) 4 (3.3, 4.8) 0.869
AST (mg/dL) 28 (25, 30) 30 (27, 34) 0.012
ALT (mg/dL) 17 (14, 20) 17 (19, 23) 0.595
Insulina (uU/mL) 8.9 (4.6, 14) 6.3 (3.3, 9.8) 0.0001
%HOMA-IR 69 (34.5, 98) 52 (28, 80) 0.0001

Prueba de distribucion normal Kolmogorov, comparacién de grupos por U-Mann-

W. P<0.05
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Comparacioén de los parametros bioguimicos y somatométricos por escuela

La Tabla 4 muestra los resultados de los parametros bioquimicos, somatométricos

y hormonales estratificados por escuela.

Tabla 4. Comparacion de los parametros bioquimicos y somatométricos por

escuela
n=371 LAE RS HEZ MC JSM
B n=91 n=41 n=80 n=83 n=76 p
(M/F) (42/41) (17/24) (38/42)  (38/45)  (36/40)

Cintura (cm) 62 (57, 72) 63 (57,64) 74 (65,81) 68(63,77) 64(59,69) 0.0001
pCintura 50 (10, 75) 50 (25,75)  75(50,90) 50(25,75) 50(25,75) 0.001
Peso (Kg) 32 (28, 40) 32(28,39) 41(35,49) 35(31,44) 29(25,37) 0.001

134 8129, 147 (140, 141 (136, 132 (125,
Talla (cm) 132 (128, 138) 0.0001
139) 151) 148) 139)
pIMC 71 (34, 90) 70 (35,90) 65(35,91) 53(21,89) 41(20,71) 0.011
pPA 60 (52, 74) 70 (62,82) 70 (50,90) 50 (55,90) 50 (62,90) 0.054
Glucosa 99 (94,
87 (82, 93) 78 (75,87) 94 (89, 98) 91 (85,96) 0.0001
(mg/dL) 103)
Colesterol 145 (129, 164 (144, 171 (148, 132 (115,
144 (133, 162) 0.0001
(mg/dL) 160) 188) 184) 148)
Triglicéridos 101 (72, 102 (80, 86 (69,
113 (90, 140) 111 (92, 148) 0.0001
(mg/dL) 134) 149) 121)
HDL (mg/dL) 44 (39, 51) 44 (40,49) 49 (44,49) 50 (43,57) 46(38,56) 0.0001
91 (75, 93 (77,
LDL (mg/dL) 89 (73,105) 91 (71, 101) 79 (68,88)  0.001
109) 108)

AST (mg/dL) 28 (26, 33) 29 (26,32) 27(26,32) 26(25,32) 29(26,32) 0.821

ALT (mg/dL) 18 (14, 21) 17 (14,21) 18 (14,21) 18(15,21) 18(14,21) 0.416
Insulina 9.4 (6.2, 10 (7.6, 6.4 (4.5,

3.8(2.8,10) 3.9(2.8,8.1) 0.0001
(uu/mL) 14) 16.9) 9.4)
%HOMA-IR 28 (17, 77) 28 (17,56) 76 (49,95) 86 (66,95) 52 (41,90) 0.0001

Prueba de distribucion normal Kolmogorov y Shapiro-Wilk, comparacion de grupos
por Kruskal-Wallis. P<0.05
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Frecuencias alélicas de los polimorfismos evaluados

Se realizé el analisis de frecuencias alélicas y se comparé con lo reportado para
estos estudios en el proyecto1000 genomas.

Tabla 5. Frecuencias alélicas y comparacion con el 1000 genomas

Frecuencia alélica (%)

SNP/gen
0 Maya AMR EUR AFR EAS
ninos
rs10811661 C  13.4 13.5 16.5 5.3 43.7
CDKN2A/2B T  86.6 86.5 83.5 94.7+ 56.3*
(s7903146 C 915 75.4 69.3 71.5 97.2
TCF7L2 T 85 24.6* 30.7* 28.5* 2.8
(s9282541  C 82 75.4 100 99.2 100
ABCA1 T 18 4.1% 0 0.8* 0
rs4675095 C  68.8 85 95 100 84
IRS1 T 312 15* 5 0 16*
rs2237875 T 516 60 58 85 67
KCNQ1 C 484 40 42 15 33
r$972283 T 675 78 55+ 93+ 67
KLF14 C 325 20 45+ 7* 33
rs780094 C 519 60 41 75 69
GCKR T 481 40 50 15 31*

Los alelos resaltados en negritas son los alelos de riesgo para DT2. *P<0.05 nifios
Mayas vs. Poblaciones del proyecto 1000 Genomas (AMR= poblacién de América;
EUR= poblacién Europea; AFR= poblacion Africana; EAS= poblacion de Asia del
Este)
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Busqueda de la asociacion y correlacion de los polimorfismos de la primera

etapa con los parametros bioquimicos y somatométricos

Dentro de la primera etapa se buscé la asociacion de los polimorfismos de los
genes seleccionados con las variables cuantitativas continuas, todos los

polimorfismos evaluados muestran resultados significativos.

Tabla 6. Asociaciones genotipo-fenotipo de rs10811661 de CDKN2A/2B

Parametro CcC CT/ITT P
c-LDL 77 (68-85) 89 (77-105) 0.006
Colesterol 143.4 (128-168.5) 151.6 (129-176) 0.006

Andlisis multivariante con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05

SNP/Gen Cromosoma Alelo Caracteristica P OR IC95%
Glucosa
rs10811661 9 C alterada en 0003 L42(L.12-
CDKN2A/2B T ayuno ) 1.80)

Glucosa>100mg/dL

Regresion logistica multinomial con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05

Tabla 7. Asociaciones genotipo-fenotipo de rs7903146 de TCF7L2

Parametro CC CT/TT P

Triglicéridos 94 (75, 111) 104 (80, 141) 0.024

Andlisis multivariante con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05

SNP/Gen Cromosoma Alelo Caracteristica P OR 1C95%
rs7903146 10 C Hipertrigliceridemia 943  2:66 (1.03-
TCF7L2 T Triglicéridos>150mg/dL ' 6.345)

Regresion logistica multinomial con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05
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Tabla 8: Asociaciones genotipo-fenotipo de rs9282541 de ABCAL1

Parametro CcC CT/TT P
c-HDL 49 (53, 56) 45 (38, 53) 0.005
Insulina 7.2 (4.8, 11.3) 8.4 (5.2, 14.3) 0.061

%HOMA-IR 59 (28, 86) 68 (35, 95) 0.059

Andlisis multivariante con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05

SNP/Gen Cromosoma Alelo Caracteristica P OR I1C95%
Hipoalfalipoproteinemia 2.0 (1.17-
rs9282541 C c-HDL<40mg/dL 0.011 3.42)
ABCAL 9 7  OGlucosaaleradaen 5513 517 (1.17-
ayuno 3.83)
Glucosa>100mg/dL :

Regresion logistica multinomial con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05
Tabla 9: Asociaciones genotipo-fenotipo de rs2237875 de KCNQ1
Parametro CcC CT/TT P

Triglicéridos 94 (75, 126) 104 (80, 141) 0.042

Andlisis multivariante con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05

SNP/Gen Cromosoma Alelo Caracteristica P OR 1C95%
rs2237895 C Resistencia a
KCNO1 11 T la insulina 0.006 2.58 (1.32-5.06)
Q - HOMA-IR>90p

Regresion logistica multinomial con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05
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Tabla 10: Asociaciones genotipo-fenotipo de rs780094 de GCKR
Parametro CcC CT/TT P

AST 27 (24, 31) 29 (27, 34) 0.013

Andlisis multivariante con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05

Caracteristic

SNP/Gen Cromosoma Alelo a P OR I1C95%
Resistencia a
rs780094 C 0.00
2 la insulina 1.02 (1.01-1.36)
GCKR T HOMA-IR>90p 1

Regresion logistica multinomial con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05

Tabla 11: Asociaciones genotipo-fenotipo de rs972283 de KLF14

Parametro CcC CT/ITT P
Insulina 7.1(3.4,11.1) 8.2 (4.3, 12.6) 0.007
HOMA-IR 1.6 (0.8, 2.7) 1.8 (1, 2.9) 0.05

Regresion logistica multinomial con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05

SNP/Gen Cromosoma Alelo Caracteristica P OR IC95%

Resistencia a la
insulina 0.012 2.22 (1.18-4.17)
HOMA-IR>2.6

rs972283

KLF14 !

ok

Regresion logistica multinomial con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05
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Tabla 12: Asociaciones genotipo-fenotipo de rs4675095 de IRS

Parametro AA AT/TT P
pCintura 50 (31, 75) 75 (25, 90) 0.039
pIMC 48 (33, 76) 66 (35, 91) 0.026

Regresion logistica multinomial con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05

SNP/Gen Cromosoma Alelo Caracteristica P OR I1C95%
rs467509 A Obesidad
5 2 T central 0.041 1.93 (1.02-3.65)
IRS1 - pCintura>75

Regresion logistica multinomial con variables fijas: edad, género y pIMC. P<0.05

Segunda etapa

Frecuencia de RI

Para llevar a cabo la segunda etapa primero se estratificé a la poblacion con base
al HOMA-IR, esta estratificacion muestra la elevada prevalencia de Rl (39.4%),
para esta segunda etapa se consideré a los nifios que presentaron un fenotipo
extremo de RI (grafica 3).

Gréafica 3: Frecuencia de resistencia a lainsulina
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Seleccién de fenotipos extremos de Rl

Los nifios con RI fueron estratificados con base a los HOMA-IR>p90 y HOMA-
IR>p95 con valores de insulina superiores al percentil 70, una vez que se
identificaron estos nifios se parearon considerando la edad, género y el percentil
de cintura con aquellos que presentan un HOMA-IR y percentil de insulina menor
al 50%, ambos grupos presentaron c-HDL>40mg/dL, triglicéridos<110mg/dL y
glucosa<100mg/dL esto lo denominamos fenotipos extremos, la descripcion de los

grupos se muestra en el esquema 3.

Esquema 3. Seleccidon de casos-controles para la busqueda de genes
asociados aresistencia a lainsulina
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Estrategia para la identificacion de variantes genéticas involucradas en la Rl

Una vez secuenciados los casos y los controles, el andlisis bioinformatico incluy6
diferentes filtros que permitieron conservar solo las variantes informativas, estas
variantes debian estar asociadas con Rl y DT2 con base en los programas de

simulacion in sillico y s6lo debian estar presentes en los casos (esquema 4).

Esquema 4. Estrategia de seleccion de variantes genéticas asociadas a R
en los nifios Mayas
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Una vez identificadas las variables genéticas asociadas a DT2 y RI se procedi6 a

buscar en Ensembl, DisGeNet y GeneMANIA la significancia clinica y los

mecanismos en los que se encuentran involucradas (Tabla 13)

Tabla 13. Descripcion de la funcién de las variantes genéticas encontradas

Gen

Funciones

ABCC8

Casete de
unién a ATP,
subfamilia C,

miembro 8

Secrecion de insulina, enlace de canales iénicos, complejo de canales
ibnicos, transporte de cation inorganico monovalente, secrecién de
hormona peptidica , secrecion de péptidos, transporte de péptidos,
transporte de iones potasio, transporte de iones potasio, regulacién de
niveles hormonales, regulacién de la secrecion hormonal, regulacién de
la secrecion de insulina, regulacion de la secrecion de hormona
peptidica, regulacion de la secrecion de péptidos, regulacién del
transporte de péptidos , liberacién de sefal, complejo transportador

transmembrana, complejo de canales de potasio dependiente de voltaje

DNAHS
Dineina

axonemal 8

Adipogénesis y almacenamiento de lipidos

ENPP1
Ectonucleotido
pirofosfatasa
fosfodiesterasa
1

de

homeostasis

Control la sefalizacion celular respuesta a la insulina,
de de

homeostasis de glucosa, importacién de glucosa, transporte de glucosa

en

carbohidratos, transporte carbohidratos,

HNF1A

Factor nuclear

hepético 1 alfa

Transporte de la glucosa, homeostasis de carbohidratos, transporte de

carbohidratos, homeostasis de glucosa, importacion de glucosa,
transporte de glucosa, transporte de hexosa, secrecién de hormonas,
transporte de hormonas, secrecibn de insulina, transporte de
monosacaridos, secrecién de péptidos hormonales, secrecién peptidica,
transporte de péptidos, regulacion de niveles hormonales, region
reguladora Unién de DNA, unién a acido nucleico de regién reguladora,
actividad de factor de transcripcion de ARN polimerasa Il de unién a
DNA de secuencia especifica, liberacion de sefal, iniciacion de
transcripcién del promotor de ARN polimerasa Il, union de DNA de

region reguladora de la transcripcion
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Gen

Funciones

KCNJ11 Secrecion de insulina, enlace de canales i6nicos, complejo de canales
ibnicos transporte de catidbn inorganico monovalente, secrecién
peptidica de hormona, secrecion peptidica, transporte de péptido,

Miembro 11 | complejo de canal de potasio, transporte transmembrana de i6n potasio,
de la transporte de iones potasio, enlace ribonucledsido purina trifosfato,
subfamilia J | regulacion de niveles hormonales, regulacién de la secrecion hormonal,
del canal de | regulacion de la secrecion de insulina, regulacion de secrecion de
potasio hormona peptidica, regulacion de la secrecion de péptidos, regulacion
del transporte de péptidos, liberacién de sefial, complejo transportador
transmembrana, complejo de canales de potasio dependiente de voltaje

PPARG Homeostasis de carbohidratos, homeostasis de glucosa, unién de DNA
de region reguladora, union de acido nucleico de regién reguladora,

Peroxisoma respuesta al estimulo extracelular, respuesta a nutrientes, respuesta a

proliferador

niveles de nutrientes, actividad de factor de transcripcion de ARN

activado polimerasa Il de union especifica de DNA, secuestro de triglicéridos,

gamma iniciacion de transcripcion de Promotor de la ARN polimerasa Il, regién
reguladora de la transcripcion, union al DNA

PPP1R3A

Subunidad 3

misculo Metabolismo de carbohidratos, transporte de glucosa, transporte de

especifica de

la fosfatasa 1

hexosa, secrecion de hormonas

PRKCA

Proteina

cinasa C tipo

Secrecion de insulina, secrecion de hormona peptidica, secrecion de
péptidos, transporte de péptidos, regulacién de niveles hormonales,
regulacién de secrecion hormonal, regulacion de secrecién de insulina,

regulacién de la secrecion de hormona peptidica, regulacion de la

alfa secrecion de péptidos, regulacién del transporte de péptidos, liberacién
de sefal
RLN2 3 -
_ Secrecion de la insulina
Relaxina 2
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Gen Funciones

SLC2A1 Transporte de carbohidratos, desarrollo de pancreas endocrino,
Familia 2 de desarrollo de sistema endocrino, derivacion de energia por oxidacién

transportadores | de compuestos organicos, metabolismo de reserva de energia,

de solutos, transporte de glucosa, transporte de hexosa, secrecion de hormonas,
transporte transporte de hormonas, secrecion de insulina, transporte de
facilitado de monosacaridos, desarrollo de pancreas, hormona peptidica secrecion,
glucosa secrecidn de péptidos, transporte de péptidos, regulacion de niveles de
miembro 1 hormonas, regulacién de la secrecidon de hormonas, regulacion de la

secrecidn de insulina, regulacion de la secrecién de hormona peptidica,
regulacién de la secrecién de péptidos, regulacién del transporte de

péptidos.

Una vez identificada la funcion y los mecanismos en los cuales se encuentran
involucradas las variantes encontradas en el analisis de simulacién insilico se
disefio un esquema para representar las posibles interacciones entre los genes de

acuerdo a su asociaciéon con la DT2, Rl o ambas (esquema 5)

Esquema 5. Genes en los que se encontraron variantes asociadas a Rl y
diabetes

Las lineas indican en que patologias estan involucradas las variantes encontradas
(132-134).
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VII. Discusion

La RI es una condicion controvertida que juega un papel importante en maltiples
alteraciones metabdlicas, sin embargo, la mayoria de los trabajos se centran en el
desenlace ligado a RI, como es el caso de la obesidad, HTA, SM y DT2, en donde
la presencia de RI es un factor clave para el desarrollo de estas patologias, claro
ejemplo son los estudios de DT2. La DT2 es un grupo de enfermedades
metabdlicas caracterizadas por niveles elevados de glucosa resultado de defectos
en la secrecion de la insulina, acciébn de la insulina, o ambas (135). Los
investigadores centran sus estudios en evaluar variantes genéticas asociadas a
DT2 las cuales hasta el momento se encuentran implicadas en la funcién de la
célula B, principalmente en las vias de secrecién a la insulina, sin embargo, la
antesala que es dada por la Rl es poco estudiada. Por otro lado, en la poblacién
infantil se estudia a la RI solo condicionada por el sobrepeso y obesidad dejando
de lado las hipétesis planteadas por Reaven desde 1988 donde sefiala que la RI
es el factor implicado en el desarrollo de las alteraciones que conforman al SM
(72). Por ello, en este trabajo se estudio la Rl en nifios tanto en poblacion abierta
(n=371) como en los fenotipos extremos de Rl (HOMA-IR<p5, HOMA-IR>p95),
primero se evalué la malnutricion en términos de frecuencia de
sobrepeso/obesidad y bajo peso. Los resultados de este trabajo revelan que un
38.3% de los niflos Mayas presentan sobrepeso u obesidad, dato superior a lo
reportado por la ENSANUT 2016 (34.4%) (52). Si bien la tendencia a ubicarse en
percentiles mas altos de peso para la edad y el aumento en los valores del
percentil de indice de masa corporal (pIMC>85) constituyen una sefial de alerta
gue debe motivar a una intervencion, debe considerarse que este aumento en el
IMC puede estar condicionado por una alteracién en el perfil dislipidémico causado
por la Rl que se asocia a obesidad, SM y DT2 (136), aunado a la frecuencia de
bajo peso (6.7%), donde se ha demostrado que los nifios con un IMC menor al
percentil tres presentan un elevado riesgo a desarrollar Rl a causa de las
agresiones nutricionales que los lleva a sufrir intolerancia a la glucosa y DT2 en la

vida adulta (137, 138). Al comparar los resultados generales de la poblacion

58



estudiada con lo reportado en los nifios mexicanos de caracteristicas similares
(Tabla 2), se observan discrepancias importantes, lo primero a sefialar es que
estos estudios fueron realizados en nifios con obesidad a los cuales les
determinaron la frecuencia de RI y dislipidemias, sin embargo, llama la atencién
gue en el presente trabajo al evaluar una poblacién abierta de nifios indigenas de
nueve afos se encuentre una mayor frecuencia de RI sin estar condicionada por la
presencia de obesidad (25%). Por otro lado, nuestros resultados presentan una
mayor diferencia en la frecuencia de alteraciones metabdlicas respecto del
promedio reportado en la literatura para nifios obesos, donde las comparaciones
muestran: hipoalfalipoproteinemia (78.7% vs 15.1%), hipercolesterolemia (72% vs
9.1%), hipertrigliceridemia (51.2% vs 27%), obesidad central (44.2% vs 25%), PA
elevada (31.3% vs 8.9%) y glucosa alterada en ayuno (15.4% vs 1.2%) (139-142).
Estas alteraciones componen al SM donde la RI es el componente clave en el
desarrollo del mismo por estar implicado en la regulaciéon de la lipogénesis y
lipdlisis que se asocian con obesidad visceral, aumento de triglicéridos, c-VLDL y
disminucién de las concentraciones de c-HDL (81). La Rl también juega un papel
clave manteniendo la PA donde la hiperinsulinemia que es una caracteristica de la
RI provoca un incremento en la absorcion de sodio renal lo que conduce a un
aumento en el tono simpatico dando como resultado una vasodilatacién alterada
(82), si bien la RI sélo ha sido relacionado a HTA en poblacion adulta, en la
poblacién infantil debe ser considerado ya que en este trabajo uno de cada de tres
nifios presenta alteracién en la PA caracterizada por un percentil mayor a 90. En el
caso de la glucosa alterada en ayuno que se presenta en menor frecuencia en
comparacion a las otras alteraciones metabdlicas evaluadas en este trabajo, estos
resultados pudiesen ser un reflejo de los estadios iniciales de Rl donde se ha
sugerido que la tolerancia a la glucosa es normal debido a la funcién
compensadora de las células B hasta alcanzar un estado de glucotoxicidad que
resulta en multiples defectos en la célula f que conducen al desarrollo de DT2.
Como se ha mencionado, la insulina presenta una estrecha relacion con la
obesidad y a su vez con otras alteraciones metabdlicas como el aumento de

triglicéridos, c-LDL, niveles elevados de glucosa, PA elevada y bajas
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concentraciones de c-HDL, esto se hace mas evidente al comparar a la poblacién
estudiada por sexo (Tabla 3), en los resultados se observa que las nifias
presentan un mayor percentii de cintura ademas de un aumento en las
concentraciones de triglicéridos, disminucién de c-HDL y RI, este patrén coincide
con lo reportado en la literatura en la cual se sefiala a la circunferencia de cintura
como el mejor predictor de riesgo cardiovascular y de desérdenes metabdlicos
(143), sin embargo, seria importante enfatizar que estos resultados se deban a
una disminucion en la sensibilidad a la insulina, que si bien la evidencia sefiala un
exceso de adiposidad, ésta se puede ver exacerbada por los cambios en las
concentraciones de insulina en el desarrollo puberal (144), aunque Hirschler y
cols. no encuentran diferencias significativas en las concentraciones de insulina al
estratificar el desarrollo puberal por indice Tanner (145). En las nifias se
encontraron concentraciones mas altas de insulina con respecto a los nifios que
llegan a ser estadisticamente significativas. Las elevadas concentraciones de
insulina han demostrado ser precedentes del desarrollo de un perfil aterogénico
caracterizado por niveles bajos de c-HDL, concentraciones altas de triglicéridos y
elevacion en la PA (146), caracteristicas que replican en este trabajo donde las
nifas presentan mayores concentraciones de insulina, un HOMA-IR elevado
aunado a mayores concentraciones de triglicéridos y bajas concentraciones de c-
HDL y obesidad visceral. Se sabe que la tendencia fisiologica es el
almacenamiento de triglicéridos en adipocitos pequefios periféricos, pero cuando
la capacidad de estas células se sobrepasa, se acumulan en el musculo y causan
RI en diversos tejidos (147), esta predisposicion podria explicar el caso de los
nifios evaluados donde la hipertrigliceridemia es el denominador comun. Siguiendo
con la evaluacion de la poblacién, se considerd importante describir a los nifios por
escuela con la finalidad de evidenciar las alteraciones metabdlicas constantes en
todas las escuelas, se observaron alteraciones en concentraciones de insulina,
glucosa, triglicéridos, colesterol, HOMA-IR y percentil de PA en al menos el 25%
de la poblacion escolar, estas alteraciones estan ligadas directa o indirectamente
con la RI (1). Al estratificar a la poblacién por escuela se encuentran datos

interesantes, llama la atencion que la escuela HEZ presenta una mayor mediana
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de peso y talla pero al comparar los percentiles de IMC la escuela LAE presenta
los mayores percentiles dado que los nifilos tienen menor altura, estos resultados
revelan una malnutriciébn caracterizada por una talla baja para edad que coincide
con otros estudios donde aumenta la intolerancia a la glucosa, lo que conlleva a Rl
desembocando en mayores concentraciones de triglicéridos, colesterol y bajas
concentraciones de c-HDL (148). La escuela HEZ presenta una correlacion entre
las concentraciones elevadas de insulina, los niveles de HOMA-IR y el percentil de
cintura, reflejo de la disminucion de la sensibilidad a la insulina (149), ademas,
esta escuela presenta mayores percentiles de PA que pueden estar relacionados
con la RI, la cual ha sido asociada con la inhibicion de péptidos natriuréticos
cardiacos lo que ocasiona una hiperactividad sostenida del sistema renina-
angiotensina-aldosterona que desencadena en PA elevada (150). La diferencia
entre las escuelas sugiere que aun en comunidades muy cercanas existen
variantes en el medio ambiente y en su genética que deben ser estudiadas a mas
profundidad, asi mismo, llama la atencién el gran numero de alteraciones
presentes en los nifios Mayas de comunidades rurales, en las que se esperaria un
mejor estado de salud dado el bajo estrés, medio ambiente poco contaminado
aunado al poco o nulo uso de las tecnologias informaticas. Esto hace evidente la
necesidad de estudiar los componentes genéticos involucrados en el desarrollo de
la Rl y otras patologias a edades tempranas. Con la finalidad de revelar la
existencia de un fondo genético comun involucrado en el desarrollo de RI en la
poblacién Maya con respecto a otras poblaciones se compararon la frecuencia de
los polimorfismos seleccionados con respecto a los resultados del proyecto 1000
genomas encontrando algunas diferencias significativas. Dentro de los
polimorfismos genéticos evaluados los mas replicados son TCF7L2 y ABCAL,
ambos mostraron resultados muy interesantes y explican en parte la condicion de
Rl en la poblacion indigena infantil. En el caso de TCF7L2, la frecuencia del alelo
de riesgo se encuentra un 20% mas alta en las poblaciones europeas y africanas
en comparacion con la poblacion asiatica y la nativa americana, de manera
particular la poblacion Maya presenta la frecuencia mas baja del alelo de riesgo
tanto en la poblacion adulta (9%) como en la poblacién infantil (8.5%) al
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compararla con los estudios realizados en poblacion mestiza mexicana (17.8%)
(6). Este polimorfismo es uno de los mas estudiados en el mundo y de manera
particular en la poblacibn mexicana, esta variante ha sido asociada con
alteraciones en la secrecién de insulina y diabetes de inicio temprano (101, 151).
Los estudios en poblaciéon adulta mexicana muestran un riesgo de 3.5 mayor de
desarrollar DT2 en los portadores de la variante de riesgo (152), estos hallazgos
no han replicado en la poblacién adulta Maya (102), sin embargo, en el presente
estudio se encontré una fuerte asociacion con hipertrigliceridemia a pesar de
ajustar los datos por IMC. Estos resultados sugieren que los niflos Mayas tienen
un fondo genético que los conduce a RI sin pasar por obesidad, lo que nos lleva a
especular que la presencia de hipertrigliceridemia (factor comin en los nifios
Mayas) ante otro condicionante como el sobrepeso y/obesidad conlleve al
desarrollo de RI y algunos de los componentes que la acompafian. Esta es la
primera vez que se asocia la variante rs7903146 de TCF7L2 con triglicéridos
elevados en nifios. Otro de los genes mas estudiados en la poblacién mestiza
mexicana es el ABCAL, la frecuencia de su alelo de riesgo es exclusivo de la
poblacién nativa-americana (4.1%), la frecuencia del alelo de riesgo en la
poblaciébn mexicana alcanza hasta un 28% (123), estudios realizados en nifios
mexicanos revelan una frecuencia del 11.9% mientras que en este trabajo la
frecuencia alcanza un 18%. Los estudios realizados en la poblacibn mexicana
seflalan a la variante rs9282541 de ABCAl se asocia en adultos con bajas
concentraciones de c-HDL y DT2 (102, 153)., en los nifios ha sido asociada con
mayor IMC, %grasa, concentraciones elevadas de triglicéridos y bajas
concentraciones de c-HDL (140, 141), en este trabajo la variante mostrd
asociacién con hipoalfalipoproteinemia y glucosa alterada en ayuno, aunado a que
los portadores de uno o dos alelos de riesgo presentan mayores concentraciones
de insulina y el HOMA-IR, estos hallazgos son interesantes, por una parte
sugieren que la variante de ABCAL esta implicada en el desarrollo de RI en los
nifios Mayas, lo cual puede deberse a alteraciones en la secrecion de insulina
ocasionadas principalmente por una interrupcion en la fusion de los granulos de

insulina con la membrana de la célulap (154, 155), aunque los niveles
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intracelulares de colesterol también pueden influenciar la funcién de las células 3
pancredticas, donde la acumulacion de colesterol intracelular conduce a una
marcada reduccion en la secrecion de insulina y un deterioro progresivo de la
tolerancia a la glucosa que conlleva al desarrollo de Rl y DT2 (102, 156). Por otro
lado, al evaluar la frecuencia del alelo de riesgo de la variante CDKN2A/2B se
encontraron diferencias con respecto a la poblacién africana y asiatica, sin
embargo, las frecuencias encontradas en la poblacion infantil (86.6%) son
similares a las encontradas en la poblacion adulta Maya (88.5%), con respecto al
estudio de asociacion, la variante rs10965250 de CDKN2A/2B presenta asociacion
con glucosa alterada en ayuno (glucosa >100mg/dL), los portadores del alelo de
riesgo tienen una probabilidad 1.4 veces mayor de presentar esta alteracion,
ademas la presencia de uno o dos alelos de riesgo de este gen estan asociados
con mayores concentraciones de colesterol y c-LDL. Este polimorfismo se asocia
al desarrollo de DT2. En el caso de la poblacion mexicana sé6lo dos estudios han
replicado esta asociacion, uno de ellos encontré que la variante CDKNZ2A/2B
confiere un riesgo mayor en 1.4 veces para el desarrollo de DT2 en la poblacién
mestiza mexicana (101), el otro estudio encuentra la variante rs10965250 de
CDKN2A/2B asociada con un riesgo mayor (OR= 2.01, P=0.047) para el desarrollo
de DT2 en la poblacién indigena Maya (102). Los resultados sugieren que si bien
este polimorfismo hasta el momento no muestra una asociacion directa con RlI, la
asociacién encontrada con la glucosa alterada en ayuno aunado al papel del
polimorfismo en el desarrollo de DT2 en la poblacién adulta Maya revela que este
polimorfismo es de riesgo para el desarrollo de DT2, estos resultados seran
exacerbados con una mayor exposicion con los factores ambientales (98, 100,
102). Otro de los polimorfismos clave en la Rl es el IRS-1, este gen juega un papel
importante en la sefializacion de la insulina. Llama la atencidén que est4 variante se
presenta en mayor frecuencia en la poblacibn Maya duplicando la frecuencia
reportada para la poblacion nativo-americana y la asiatica. Los estudios realizados
en Mexicanos evidencian una fuerte asociacién del polimorfismo rs4675095 de
IRS-1 con DT2 por su papel en la cascada de sefializacion de la insulina y el
control del trasporte de glucosa estimulado por la insulina, este polimorfismo se ha
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descrito entre el 10 y 20% de los pacientes con DT2 en diferentes poblaciones
incluida la poblacion mexicana, llama la atencion que a pesar de la elevada
frecuencia del alelo de riesgo en los nifios Mayas no se encontrd asociacion con la
RI, sin embargo, esta variante mostré6 una asociacién con obesidad central (OR=
1.93 P=0.04) aunado a la presencia de una correlacion positiva entre el alelo de
riesgo y un mayor pIMC, los resultados publicados por el consorcio MAGIC
revelan una fuerte asociacion de esta variante con HOMA-IR (90), considerando
gue la obesidad central es una medida directa de obesidad visceral la cual se
asocia con una alteracion en la secrecion de insulina, se podria inferir que este
polimorfismo estéa asociado de manera indirecta con RI, planteando la hipétesis de
gue se trata de un polimorfismo tiempo-dependiente, sugiriendo que la asociaciéon
con RI se vera reflejada con el aumento de exposicién a factores ambientales (10,
157-159). Por otro lado, se evaludé al gen de KCNQ1, el alelo de riesgo de este
gen se presenta en mayor frecuencia al compararlo con los resultados del
proyecto 1000 genomas (48.4%) incluso al compararlo con la poblacion mexicana
(26%), este gen desempefia un papel clave en el potencial de la repolarizacion de
la accién cardiaca, asi como en el transporte de agua y sal en los tejidos
epiteliales, este gen se expresa en los islotes pancreaticos, donde modula el
potencial de membrana de las células pancreaticas. Algunas variantes de KCNQ1
han sido asociadas con DT2, diabetes gestacional, secreciéon de insulina,
alteracion de la glucosa en ayuno, susceptibilidad a nefropatia diabética y eficacia
de los farmacos contra la diabetes, en multiples poblaciones humanas, debido a
gue en el pancreas las variantes de KCNQ1 aumentan la secrecion de insulina en
células B lo que sugiere una asociacion entre el gen de KCNQL1 y la disfuncién
pancreatica humana (160-162). Estudios realizados en mexicanos encuentran a la
variante KCNQ1 asociada con diabetes gestacional, otro trabajo revela la
asociacion de la variante de KCNQ1 con DT2 después del ajuste por ancestria
(101, 115). En este trabajo se encontré una asociacion del polimorfismo
rs2237895 de KCNQ1 con RI (OR=2.58, P=0.006) lo que sugiere que esta variante
aumenta la susceptibilidad a desarrollar DT2 a edades tempranas en la poblacién
infantil Maya. Otro de los genes poco estudiados en la poblacion mexicana es el
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GCKR, la frecuencia del alelo de riesgo en esta poblacion es mayor a lo reportado
en la poblacién mexicana (34%). GCKR tiene un papel importante en la regulaciéon
de secrecion de la insulina y el metabolismo glicogénico, es considerado un gen
de susceptibilidad a DT2 por su asociacion con niveles elevados de glucosa y
triglicéridos (115), un estudio reciente en poblacibn mexicana asocio el
polimorfismo rs780094 de GCKR con niveles de ALT y AST > 40U/L en adultos
obesos y/o sobrepeso, encontrandolo como factor de riesgo para el desarrollo de
higado graso no alcohdlico, en este trabajo se encontraron resultados
interesantes, por un lado el estudio de asociacion revela después de ajustar por
IMC que los niflos con la variante presentan mayores concentraciones de AST,
estos datos son relevantes por tratarse de nifios que no presentan obesidad y que
se encuentran en un medio ambiente restringido, aunado a estos resultados
también se encontrd asociacion con Rl dada por un HOMA-IR mayor al percentil
90, lo que sugiere que este polimorfismo podria estar involucrado tanto en el
desarrollo de DT2 como en el higado graso no alcohdlico dos de las patologias
gue se presentan con mayor frecuencia en la poblacion adulta maya mestiza. Por
altimo, se evalu6 al gen KLF14 que juega un papel crucial en la regulacion del
metabolismo de lipidos, la frecuencia del alelo de riesgo se encuentra en
proporciones similares con respecto a la poblacion China (46%), los meta-analisis
lo han asociado a RI, obesidad y DT2 dependiente de la obesidad (113), este
polimorfismo ha sido sefialado como un marcador de RI y predictor de obesidad y
las comorbilidades asociadas (163), sin embargo, las asociaciones no replican en
todas las poblaciones (164), como es el caso de la poblacibn mexicana, en este
trabajo se encontraron hallazgos interesantes, los resultados indican una
asociacion de la variante de riesgo con RI independiente de la edad, sexo e IMC,
este seria el primer trabajo en la poblacibn mexicana que encuentra la variante
rs972283 de KLF14 asociada a RI.

Si bien los resultados obtenidos en este trabajo revelan que el componente
genético juega un papel clave principalmente en la RI, glucosa alterada en ayuno
e hipertrigliceridemia es necesario evaluar variantes propias de la poblacién
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indigena mexicana que contribuyan a explicar el efecto de los polimorfismos
genéticos en la RI.

Una vez evaluadas las variantes previamente reportadas, se procedié a evaluar la
segunda etapa, primero se disminuyé el efecto de la obesidad y de las
alteraciones metabdlicas asociadas al SM para evidenciar las variantes genéticas
asociadas a la RI, se plante6é la evaluacion del exoma completo de fenotipos
extremos de RI, el uso de estos fenotipos extremos pareados por edad, sexo y
comunidad con el objetivo de aumentar el poder de busqueda de variantes
genéticas de riesgo en el desarrollo de RI, pocos trabajos han empleado el uso de
fenotipos extremos en enfermedades complejas los cuales han servido para
revelar variantes protectoras y de riesgo para la alteracion estudiada (165), hasta
el momento no hay trabajos enfocados en el estudio de RI a través de la
secuenciacion del exoma de fenotipos extremos en nifios indigenas. Con la
finalidad de revelar la contribucion de los factores genéticos asociados a la Rl y
disminuir las variantes confusoras relacionadas con los componentes del SM se
descartaron los nifios con obesidad central (pCintura> 75), glucosa alterada en
ayuno (glucosa>100mg/dL), hipertrigliceridemia (triglicéridos>100mg/dL) vy
hipoalfalipoproteinemia (c-HDL<50mg/dL), la aplicacion de estos filtros se basa en
qgue cuando muchos individuos no relacionados estan afectados con la misma
alteracion (RI>38.4%) se deben utilizar estrategias de superposicion para
simplificar el analisis de variantes comunes que puedan afectar la funcién del gen
pero que no sean informativas para la patologia estudiada (166). Ademas de los
filtros en la seleccibn de la poblacion de estudio se emplearon estrategias
bioinforméticas que centraron el trabajo en polimorfismos involucrados en el
desarrollo de Rl 'y DT2. El uso de estas herramientas aumenta la probabilidad de
distinguir mutaciones patégenas de un gran numero de variaciones de fondo,
debido a que todos los programas presentan variaciones en cuanto a la
especificidad y precision es necesario emplear mas de un programa antes de
validar las posibles nuevas variantes (167), lo anterior aunado a la seleccion de los
casos y controles le dan a este trabajo originalidad ademas de ser el primero
realizado en poblacion infantil, especificamente poblacién Maya. Con ayuda de los
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andlisis de prediccion se encontraron 16 variantes genéticas asociadas a RI
algunas de ellas a su vez con DT2 y diabetes gestacional en 10 genes. Los genes
de las variantes encontradas estan involucradas en el transporte de glucosa,
control de los canales de potasio sensibles a ATP, regulan la diferenciacion de
adipocitos, controlan la sefalizacion celular en respuesta a la insulina, estan
implicados en el metabolismo de lipidos. Finalmente, gracias a las diferentes
estrategias bioinformaticas se espera que cuando se validen las variantes se
encuentre una fuerte asociacién con RI.

Este trabajo comprendié una evaluacion completa de los nifios indigenas Mayas
desde la evaluacién de parametros somatométricos, bioquimicos y hormonales
hasta la evaluaciéon de polimorfismos genéticos conocidos y nuevos involucrados
en el desarrollo de RI, con la finalidad de sentar las bases en el desarrollo de
nuevas estrategias de diagndstico, blancos terapéuticos y medidas preventivas a
corto y largo plazo en beneficio de una poblacion vulnerable como los nifios
Mayas.

Los resultados encontrados hasta el momento demuestran que la poblacion Maya
tiene una mayor frecuencia de RI. Los resultados muestran que la Rl esta
condicionada por la presencia de polimorfismos asociados previamente a DT2 y RI
en otras poblaciones, ademas de la presencia de polimorfismos propios asociados
a Rl y DT2, aunque aun falta validar los polimorfismos encontrados se abre una
gama de posibilidades de estudio del exoma que permitan entender la contribucién
genética de la Rl en los nifios Mayas.
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[1l. Conclusion

» La poblacion indigena Maya presenta una alta frecuencia de Rl en comparacion
con otros estudios .

» Se encontrd evidencia objetiva de la asociacion de las variantes de los genes
KCNQ1, GCKR, KLF14 con RI, ademas de la asociacion de ABCAl y
CDKNAZ2A/2B con glucosa alterada en ayuno.

» Los polimorfismos de las variantes comunes estan implicadas en el desarrollo
de la Rl y con las alteraciones metabdlicas ligadas a esta condicion.

» Se encontraron 16 variantes que son candidatas de susceptibilidad al desarrollo
de RI en los niflos Mayas.

> El analisis de exoma en poblaciéon infantil Maya de México sienta las bases para
la busqueda de variantes propias asociadas a enfermedades multifactoriales.

» Es necesario hacer una exploracion adicional en el exoma que extienda la
blusqueda a variantes de numero de copias, inserciones/deleciones que

permitan encontrar otras variantes en la poblacién Maya asociadas a la RI.
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IX. Anexos

IX.1 Datos generales y somatométricos

A cada participante se les midio la cintura y cadera, se registro el peso y la talla
para el calculo del indice de masa corporal (IMC) de acuerdo a las normas
antropomeétricas internacionales. Asi, la medicion de la cintura se llevo a cabo con
el nifio de pie colocando la cinta métrica entre la costilla inferior y la cresta iliaca
después de una exhalacion normal. Para el registro de la talla, se colocé al nifio
debajo del estadimetro de espalda a la pared con la mirada al frente, sobre una
linea imaginaria vertical que dividid su cuerpo en dos hemisferios. La cabeza,
espalda, pantorrillas, talones y glateos estuvieron en contacto con la pared y sus
brazos cayeron naturalmente a lo largo del cuerpo. Se trazé una linea imaginaria
(Plano de Frankfort) que fue del orificio del oido a la base de la orbita del ojo. Esta
linea fue paralela a la base del estadimetro y formé un angulo recto con respecto a
la pared. Cuando la marca del estadimetro estuvo entre un centimetro y otro, se
anoto6 el mas préximo; cuando quedd a la mitad, se tomo el del centimetro anterior.
Se bajé el estadimetro y se tomo la lectura en centimetros. Para el registro del
peso, la medicién se llevd a cabo con la menor ropa posible y sin zapatos. Se pidi6é
al nifio que subiera a la bascula colocando los pies paralelos en el centro, de
frente al examinador. Debia estar erguido, con la vista al frente, sin moverse y con
los brazos cayendo naturalmente a los lados. Se empled una bascula de piso, la
lectura se registré cuando el indicador de la bascula se encuentro completamente
fijo. La PA se evalué mediante baumandmetros digitales infantiles con un reposo

previo del nifio de al menos 10 minutos y se tomd por duplicado.
IX.2 Determinaciones bioquimicas

[X.2.1 Glucosa

La glucosa es oxidada en presencia de glucosa oxidasa (GOD). El peréxido de
hidrogeno formado, reacciona bajo la influencia de la peroxidasa (POD) con fenol
y 4-aminofenazona para formar un complejo rojo-violeta de quinona. La

intensidad del color es proporcional a la concentracién de glucosa.
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El esquema de la reaccion es la siguiente:

GOD
glucosa + O+ H,O - > acido glucénico + H,0,
POD
H,O, + 4-aminofenazona + fenol - > quinona coloreada + 4H,0

Valores de referencia: Suero o plasma sanguineo: 70-100 mg/dL

[X.2.2 Colesterol

La determinacién de colesterol en forma aislada tiene utilidad diagndstica
limitada y su concentracién varia en un gran namero de condiciones clinicas. El
colesterol es uno de los factores contribuyentes al desarrollo de ateroesclerosis.
Fundamento

La colesterol esterasa (CE) hidroliza los ésteres para originar colesterol libre y
acidos grasos. Este colesterol libre se oxida en presencia de colesterol oxidasa
(Cox) para dar colestin-3-ona y peroxido de hidrogeno. Un cromégeno
guinoneimina, con absorcion maxima de 500 nm, se produce cuando el fenol se
acopla oxidativamente con 4-aminofenazona, en presencia de peroxidasa (POD)
con peroxido de hidrégeno. La intensidad del color rojo final es proporcional a la
concentracion total de colesterol.

El esquema de la reaccion es la siguiente:

CE
ésteres del colesterol - > colesterol + acidos grasos
Cox
colesterol + O - > colest-4 en-3-ona + H,0O»
POD
H,O, + 4-aminofenzona + aceptor - > quinoneimina roja

Valores de referencia: Suero < 100 mg/dL
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IX.2.3 Triglicéridos
Su medicion es importante en el diagnéstico y manejo de las hiperlipidemias, que
pueden ser de origen genético o secundario a algunos tipos de patologias como
la DT2.
Fundamento
El glicerol y los acidos grasos se forman en una primera etapa por la accién de la
lipasa sobre los triglicéridos. El glicerol se fosforila por el adenosin-5-trifosfato
(ATP) para producir glicerol-3 fosfato (G-3-P) y adenosin-5'-difosfato (ADP) en
una reaccion catalizada por la glicerol-cinasa. La G-3-P es oxidada por la
glicerolfosfato oxidasa (GPO) produciendo dihidroxiacetonafosfato (DAP) vy
peréxido de hidrégeno. Los perdxidos reaccionan con 4-aminoantipirina y
clorofenol bajo la influencia catalitica de la peroxidasa (POD) para formar una
guinoneimina de color rojo.

El esquema de la reaccion es la siguiente:

Lipoproteina
triglicéridos > glicerol + acidos grasos
Glicerol cinasa
glicerol + ATP ) >g|icero|—3-P + ADP

GPO
2 H,0, + dihidroxiacetonafosfato

glicerol-3-P + O,

POD
H,O, + 4-aminofenazona+clorofenol - > quinoneimina roja

Valores de referencia: Suero < 100 mg/dL en nifios.

IX.2.4 c-HDL
Las lipoproteinas plasmaticas son particulas esféricas que contienen cantidades
variables de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y proteinas. La proporcion
relativa de proteina y lipido determina la densidad de estas lipoproteinas y
provee las bases sobre la cual establecer la clasificacion.
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Fundamento

En la primera etapa de la reaccion, se solubiliza y consume el colesterol libre o
unido a proteinas distintas de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) en una
reaccion que involucra a colesterol oxidasa (CHO) dando lugar a un complejo
estable no coloreado. En una segunda etapa, las HDL son selectivamente
fragmentadas por un detergente. El c-HDL es liberado para reaccionar con
colesterol esterasa y colesterol oxidasa, dando un producto coloreado.

El esquema de la reaccion es el siguiente:

CHO
HDL LVL VLDL quilomicrones . >  complejos estables

Detergente
HDL-Colesterol - SHDL Fragmentada

Colesterol
HDL Colesterol - >Colesterol-4-en-3-ona

Colesterol

Valores de referencia: Suero < 50 mg/dL en nifios.

IX.2.5 c-LDL

La lipoproteina de baja densidad (c-LDL) se puede medir directamente, aunque
normalmente se reporta mediante el calculo de una formula llamada “Friedwald”,
pero ésta no tiene validez cuando los triglicéridos superan los 400 mg/dL. La
formula es:

c-LDL= (Colesteroltota)) —(c-HDL)-(Tg/5)

Valores de referencia: Suero < 100 mg/dL en nifios.

IX.2.6 Insulinas
La concentracion de insulina fue evaluada por electroquimioluminiscencia (EQL).
El ensayo de insulina Elecsys emplea dos anticuerpos monoclonales que en
conjunto son especificos para insulina humana.
Primera incubacion: insulina presente en 20 pl de la muestra, un anticuerpo de

insulina especifico monoclonal biotinilado, y un anticuerpo de insulina especifico
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monoclonal marcado con un complejo de rutenio (Tris (2,2 "-bipiridilo)-rutenio (11),
complejo- (Ru(bpy)) forman un complejo tipo sandwich

Segunda incubacion: Después de la adiciébn de microparticulas recubiertas con
estreptavidina, el complejo se une a la fase sélida a través de la interaccién de
biotina y estreptavidina.

La mezcla de reaccibn se aspira en la celda de medicion, donde las
microparticulas son capturadas magnéticamente sobre la superficie del
electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente con el reactivo
ProCell. La aplicacién de un voltaje al electrodo entonces induce emision
quimioluminiscente que se mide por un fotomultiplicador. La cantidad de luz
producida es directamente proporcional a la cantidad de insulina en la muestra.
Los resultados se obtienen mediante una curva de -calibracion que es
instrumento en concreto generado por calibraciébn de 2 puntos y una curva
master incluida en el cddigo de barras del reactivo

Valores de referencia: Suero < 25 pU/mL en nifios.

IX.3 Determinaciones moleculares

IX.3.1 Extraccion de DNA
1. Colocar en un tubo de 15 ml, 2.5 ml de sangre (EDTA) agregar 6.25 ml de una
solucion Sacarosa-triton 2X frio, llevar a un volumen final de 12.5 ml con agua
desionizada estéril, mezclar suavemente por inversion e incubar en hielo por 10
min (mezclar de vez en cuando suavemente).
2. Centrifugar a 2000 rpm durante 15 min a 4 C.
3. Decantar el sobrenadante y desechar.
4. Lavar el botdn con 2 ml de solucién de sacarosa 1X (frio).
5. Centrifugar a 2000 rpm por 15 mina 4 C.
6. Tirar el sobrenadante (con gasa limpiar la boca del tubo), el pellet debe verse
color rosado, sino, lavar nuevamente con sacarosa Triton 1X.
7. Agregar 0.8 ml de buffer de lisis nuclear al pellet y re-suspender con pipeta
pasteur.
8. Agregar 55 ul de SDS al 10% y mezclar suavemente.
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9. Agregar 25 pl de proteinasa K (5 mg/ml) e incubar a 37 C con agitacion suave
toda la noche.

Pasada la incubacion:

10. Agregar 600 pl de cloruro de sodio saturado y agitar vigorosamente.

11. Centrifugar a 2000 rpm por 15 min a 4 C.

12. Transferir el sobrenadante a otro tubo cénico estéril.

13. Agregar 2 volumenes de etanol al 100% frio.

14. Mezclar suavemente por inversion y sacar el DNA con una pipeta Pasteur
sellada de la punta.

15. Lavar el DNA con etanol al 70% dentro de un tubo eppendorf.

16. Dejar secar y depositar en 200 pl de buffer TE dejando la pipeta en el tubo
eppendorf por 20 min a 37 C.

17.Cuantificar DNA (lectura de 280/260 entre 1.7-2.0)

Asimismo, se realizé una dilucion de cada uno de los DNA (20 ng/uL) que se

mantuvo a -20 °C hasta que se realiz6 la genotipificacion.

IX.3.1.1 Integridad del DNA

La integridad de DNA se verifico por electroforesis horizontal utilizando un gel de
agarosa al 1.5 % a 90 V por 90 min en tampon 1X de buffer TBE. Un control
negativo se utilizé para determinar una posible contaminacién de las muestras
amplificadas. El gel se tifilo con bromuro de etidio (0.5 uL). La concentracion de
DNA se determind con un espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo
SCIENTIFIC) con una absorbencia de 260/280 nm. Se realizaron diluciones de
las muestras de DNA (20ng/uL).

IX.3.2 PCR
El objetivo de la PCR es obtener un gran niumero de copias del fragmento de
DNA que contiene la variacion genética buscada mediante la repeticién de 30 a
35 ciclos consistentes en tres pasos (desnaturalizacion a 94°C, hibridacién a
52°C a 65°C y extension a 72°C) y que tienen lugar en un termociclador (Lorenz
y cols. 2002; Tefferi y cols., 2002) (esquema 6). Tras la aplicacién de la PCR, se
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genera una suficiente cantidad de copias de la secuencia deseada (producto de
PCR) para poder continuar con diferentes sistemas de deteccion.

Esquema 6. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)
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La discriminacion alélica es el proceso por el cual se detectan en una muestra
dos variantes de la secuencia de un Unico nucleétido. Los SNPs son variaciones
en un punto determinado de la secuencia nucleotidica de dos individuos. Se trata
de la variacion genética mas abundante en los genomas. Como media en el
Genoma Humano hablamos de una variacién en cada 500-1000 pares de bases.
Esta variacién se considera polimorfismo cuando la variacién afecta a mas del
1% de la poblacion.

Para los ensayos de discriminacién alélica se emplean sondas especificas
marcadas con fluorocromos. Un donador en el extremo 5', que emite
fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3', que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas
donadora y aceptora deben estar espacialmente préximas. Ademas, el espectro
de emision de la primera se ha de solapar con el espectro de absorcién de la
segunda. En todos los ensayos de discriminacion alélica mediante PCR con
sondas Tagman los fluorocromos empleados son VIC y FAM.

Mientras la sonda estad intacta, la fluorescencia emitida por el donador es
absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion de DNA diana, la
sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la
cadena, en su accion de sintesis, la DNA polimerasa de Thermus aquaticus, que
tiene actividad 5' exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5 de la sonda,
produciéndose la liberacion del fluorocromo donador, como donador y aceptor
estan, espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada

por el lector. (esquema 7)

Sonda 1 Sonda 2
(FAM) (vic)

;; ! Alelo 2

_J
Mateh Match
Mismatch Mismatch

Homocigoto alelo Heterocigoto  Homocigoto alelo

el 0K 36k

Esquema 7. Mecanismo de la PCR con sondas Tagman
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El incremento de DNA en cada ciclo se corresponde con un aumento de
hibridacién de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcién de
fluorescencia emitida. El empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la
deteccién y permite identificar polimorfismos.

IX.3.2 Preparacion Sacarosa-Triton 2X

Reactivos Modo de Preparacion
2199 Sacarosa .
) Pesar los reactivos y colocar en un matraz de aforo,
242 ¢ Tris base ) o )
aforar a un litro con agua des-ionizada, ajustar el pH
2.03¢g MgCl,

_ a 7.6, filtrar y almacenar a 4°C.
10 mL Triton 100X

IX.3.3 Preparacion de Proteinasa K (5mg/mL)

Reactivos Modo de Preparacion

Proteinasa K _
Pesar la proteinasa K y aforar a 10mL, mezclar

(Fungal, )
50 mg completamente, hacer alicuotas de 500pL,
cat.25530-015,
) almacenarlas a -20°C.
Invitrogen)

IX.3.4 Preparacion de Buffer de lisis-nuclear

Reactivos Modo de Preparacion
1.21g Tris-Base Pesar los reactivos y colocar en un matraz de aforo,
23449 NacCl aforar a 500mL, esterilizar a 110°C (15Ib/in?)
0.75¢ Na,EDTA durante 15 min. Almacenar a temperatura ambiente

IX.3.5 Preparacion de Cloruro de Sodio saturado

Reactivos Modo de Preparacion

Disolver 350g de NaCl en un litro de agua destilada,
350¢ NacCl solubilizar lo méas posible (queda una capa en el

fondo), se almacena a temperatura ambiente.

77



IX.3.6 Gel de Agarosa al 1.5%

Reactivos Modo de Preparacion

09g Agarosa Colocar en un matraz Erlenmeyer, meter en
microondas hasta disolver muy bien (prox.45 seg),
esperar a que se enfrié un poco y posteriormente
60 mL TBE 1X N B
adicionar 1puL de Bromuro de etidio, mezclar

perfectamente y vaciar de inmediato en la placa.

IX.3.8 Buffer TBE 10X

Reactivos Modo de Preparacion
108 g Tris base _
. . Colocar los reactivos en un matraz de aforo. Aforar
55¢ Acido Bodrico _ . _
a 1000 mL con agua destilada estéril y filtrar con
EDTA 0.5M ) .
40 mL H 8.0 vacio, almacenar a temperatura ambiente.
pH 8.

IX.3.9 Buffer de carga para DNA

Reactivos Modo de Preparacion

Azul de bromofenol
25 mg _ _
0.25% Disolver los reactivos pesados en 10 ml de
25mg Cianol-xileno 0.25% agua destilada estéril, mezclar perfectamente
Ficoll PM 400 al vy realizar alicuotas de 1mL.

1.5
J 15%

IX.4 Seleccién de casos y controles

Seleccién de casos y controles, se seleccionaron a los nifios que presentaban
como caracteristicas principales c-HDL >40mg/dL, triglicéridos < 110mg/dL vy
glucosa < 100mg/dL ademas de cumplir con las caracteristicas que se describe a

continuacion:
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